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Sazetak

Kao alternativa kemoterapeuticima i cijepljenju, a s ciljem kontrole bolesti, u akvakulturi se u
posljednje vrijeme sve vise primjenjuju probiotici. KoriStenjem bakterija mlijecne kiseline
(BMK) izoliranih iz morskog okoli$a osigurava se njihova bolja prilagodba i vec¢a u¢inkovitost.
Kao ucinkoviti probiotici, BMK moraju zadovoljavati nekoliko osnovnih kriterija kako bi
preziviele u uvjetima staniSta u kojem se primjenjuju i kako bi mogle manifestirati
karakteristike pozeljne prilikom uzgoja morskih organizma. Nadalje, svakodnevna pojava
novih akvatickih vrsta i zahtjevi potroSaca za zdravom, prirodnom i sigurnom hranom bez
primjene kemijskih konzervansa, stavili su naglasak na alternativne metode. Ovakve strategije
ukljucuju koristenje prirodnih bakterijskih bioloskih konzervansa koji su sigurni za
konzumaciju jer predstavljaju dio prirodne, korisne mikroflore u ljudskoj ishrani. Stoga je cilj
ovog rada, uz polazno ljetno i zimsko utvrdivanje prisutnosti mikroorganizama odgovornih za
zdravstvenu ispravnost ribe i Skoljkasa, iz izolata autohtone mikroflore probavnog sustava te
sluzi koze i $krga ribe i $koljkasa, izolirati, identificirati i karakterizirati prisutne BMK te
odabrati onu s najve¢im konzerviraju¢im potencijalom. U izolatu autohtone mikroflore
pripremljenom od komercijalno najzastupljenijih vrsta u hrvatskoj marikulturi-lubina
(Dicentrarchus labrax), orade (Sparus aurata), dagnji (Mytilus galloprovincialis) i kamenica
(Ostrea edulis), utvrdena je prisutnost pet bakterijskih izolata: Lactobacillus plantarum O1, L.
plantarum 09, Leuconostoc mesenteroides L4A, L. plantarum K4 i L. plantarum D1. Sljede¢i
korak istrazivanja bio je pojedinacna karakterizacija izolata ¢istih BMK kultura sukladno
selekcijskim kriterijima za odabir BMK za primjenu u akvakulturi. Kako bi se uspjesno koristili
kod morskih proizvoda, izolati moraju zadovoljavati sljedece uvjete: in situ prezivljavanje u
gastrointestinalnom traktu i u morskoj vodi, imati antimikrobnu aktivnost prema najée$¢im
morskim patogenim mikroorganizmima i dobro adherirati na povrSinu organizma. Osim
navedenih karakteristika mikrorganizmi ne smiju imati sposobnost proizvodnje biogenih amina
kao niti hemoliticku aktivnost. Osim navedenih kriterija, sojevi koriSteni prilikom bioloskog
konzerviranja morskih proizvoda takoder moraju biti otporni na stresne ambijentalne uvjete
poput visokih temperatura i niskih pH vrijednosti. Svi bakterijski izolati su uspjeSno zadovoljili
sve Kriterije, ali se tijekom testiranja najboljim sojem pokazao L. plantarum O1. Na osnovu
svega navedenog, moze se zakljuciti kako BMK morskog porijekla imaju veliki potencijal
primjene u akvakulturi, bilo da je rije¢ o zastitnoj ulozi kao probiotici ili kao biokonzervansi s

ciljem dobivanja inovativnih, zdravih proizvoda prirodno produljenog roka trajnosti.



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 ensures their better adaptation and greater
efficiency. As effective probiotics, LAB 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 cultivation of marine organisms. Furthermore, the daily emergence of new
aquatic 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 natural 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 presence of microorganisms
responsible for the health of fish and shellfish, was to isolate, identify and characterize present
LAB from isolates of autochthonous microflora of the digestive system and mucus skin and
gills of fish and shellfish, and choose one with best preservative potential. In isolates of
autochthonous microflora prepared from the most commercially represented species in Croatian
mariculture - sea bass (Dicentrarchus labrax), sea bream (Sparus aurata), mussels (Mytilus
galloprovincialis) and oysters (Ostrea edulis), the presence of five bacterial isolates was found:
Lactobacillus plantarum O1, L. plantarum 09, Leuconostoc mesenteroides L4A, L. plantarum
K4 and L. plantarum D1. The next step of the research was the individual characterization of
isolates of pure LAB cultures according to the selection criteria for the selection of LAB for
application in aquaculture. To be used successfully in marine products, isolates must meet the
following conditions: in situ survival in gastrointestinal tract and in seawater, antimicrobial
activity against the most common marine pathogenic microorganisms and good adherence to
the surface of the organism. In addition to the above characteristics, microorganisms must not
have the ability to produce biogenic amines or hemolytic 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 successfully met all the criteria, but L. plantarum O1 proved to be the best strain during
testing. Based on all the above, it can be concluded that marine origin LAB have great potential
for application in aquaculture, whether with protective role as probiotics or as biopreservatives

in order to obtain innovative, healthy products with naturally extended shelf life.
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1. UVOD



Rast interesa potrosaca za zdravom hranom 1 paralelna paznja posvecena pitanjima kakvoce
hrane doprinjela je povec¢anoj potrosnji ribe i ribljih proizvoda. Ova kategorija proizvoda smatra
se visoko hranjivom i ¢esto preporucljivom od strane nutricionista. Medutim, poznato je da su
riba 1 morski proizvodi osjetljivi na kvarenje uslijed mikrobioloske i biokemijske razgradnje
(Dalgaard 1 sur., 2006; Mejlholm 1 sur., 2008). U skladu s tim, razvoj u¢inkovitih tretmana
prerade za produljenje roka trajanja svjezih ribljih proizvoda postao je nuzan. Povrh toga,
potroSaci sve vise traze visokokvalitetne, ali minimalno preradene morske plodove (Campos i
sur., 2012). U tom kontekstu, nize razine soli, masti, kiselina i Se¢era i/ili potpuno ili djelomi¢no
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 Kkorist takozvanih blagih tehnologija koje ukljucuju primjenu nizih
koncentracija soli, nize temperature grijanja i pakiranja pod vakuumom ili pod modificiranom
atmosferom (Dalgaardi sur., 2006). Medutim, nedostatak ovih tehnologija je oslabljena higijena
i sigurnost koja moze dovesti do porasta broja bolesti povezanih s hranom (Cortesi i sur., 2009).
Stoga je u posljednje vrijeme sve vecéi naglasak na novim tehnologijama za povecanje sigurnosti
hrane i produljenje roka trajanja. Do sada su se pristupi za smanjenje rizika od izbijanja trovanja
hranom oslanjali na dodavanje uc¢inkovitih kemijskih konzervansa ili na primjenu fizikalnih
tretmana poput grijanja, hladenja, primjene visokog hidrostatskog tlaka, ioniziraju¢eg zracenja,
ozona, ultrazvuéne tehnologije itd. Unato¢ nekim mogucim prednostima, takvi tretmani imaju
nekoliko nedostataka i ogranicenja kada se primjenjuju na morskim proizvodima. Medutim
potrebno je istaknuti toksi¢nost nekih naj¢es¢e koriStenih kemijskih konzervansa poput nitrita
(Cleveland i sur., 2001) i promjene senzorskih i hranjivih svojstava plodova mora. Zbog
osjetljive prirode proizvoda akvakulture, fizikalni tretmani mogu prouzrokovati znatne gubitke
u kvaliteti poput oSte¢enja uslijed smrzavanja ili obezbojenja u sluc¢aju visokog hidrostatskog

tlaka i ioniziraju¢eg zracenja) (Zhou i sur., 2010).

Medu alternativnim strategijama oCuvanja hrane posebna se pozornost posvetila tehnikama
bioloSkog ocuvanja, koje produZzuju rok trajanja i poboljSavaju higijensku kvalitetu,
minimizirajuéi pritom negativan utjecaj na nutritivna i senzorna svojstva. Biokonzerviranje se
odnosi na upotrebu prirodne ili kontrolirane mikroflore i/ili njezinih antimikrobnih metabolita
(Nilsson 1 sur., 2005; Garcia 1 sur., 2010). Bakterije mlijecne kiseline (BMK) su zanimljivi
kandidati koji se mogu koristiti za ovaj pristup. Cesto su prisutne u prehrambenim proizvodima
I kompetitivnom inhibicijom mogu konkurirati patogenim mikroorganizmima, stvarajuci Sirok

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



peroksida, antifungalnih peptida i bakteriocina. Osim §to je potrebno sprijeciti kvarenje
proizvoda akvakulture kao prehrambenih proizvoda, potrebno je pronaci i adekvatni nacin
njihove zastite prilikom uzgoja. Novije strategije ukljucuju odabir BMK prirodno prisutnih u
morskim proizvodima, kako bi se osigurao njihov dobar rast u morskoj matrici. U svrhu zastite
proizvoda akvakulture tijekom njihova uzgoja, kao rjeSenje se namece primjena probiotickih
bakterija izoliranih iz gastrointestinalnog trakta morskih organizama. Takvi sojevi su se ve¢
pokazali uspjeSnijima od onih izoliranih iz drugih kraljeznjaka jer su prilagodeni uvjetima

njihove primjene kao probioti¢kih pripravaka (Fjellheim i sur., 2010).

Stoga je cilj ovog rada, uz polazno ljetno i zimsko utvrdivanje prisutnosti mikroorganizama
odgovornih za zdravstvenu ispravnost ribe i1 Skoljkasa, bio iz izolata autohtone mikroflore
probavnog sustava te sluzi koze i Skrga ribe i §koljkasa, izolirati, identificirati i karakterizirati
prisutne BMK te odabrati onu s najve¢im konzerviraju¢im potencijalom za primjenu u

akvakulturi i konzerviranju proizvoda akvakulture.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2109.2012.03232.x#are3232-bib-0012
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2.1. Biokonzerviranje

Mikrobna sigurnost i stabilnost hrane temelje se na primjeni razli¢itih tehnologija i
konzervansa. Vecina tehnologija za dekontaminaciju poput onih najstarijih kao sto je kuhanje i
novijih blazih tehnologija poput visokog tlaka, ozona i ultrazvuka nisu u potpunosti u¢inkovite
ili kompatibilne s njeznom teksturom i okusom morskih plodova. Kemijski konzervansi takoder
nisu prihvatljivi obzirom na sve vece zahtjeve potroSata za prirodnim proizvodima.
Alternativno rjeSenje koje dobiva sve viSe paznje jest biokonzerviranje (Dortu i Thonart, 2009).
Ova tehnologija se sastoji od inokulacije hrane mikroorganizmima i/ili njihovim metabolitima
odabranim radi njihovih antibakterijskih svojstava. Bakterije mlijecne kiseline (BMK) opcenito
su dobri kandidati jer neke od njih imaju sposobnost inhibiranja rasta mikroorganizama,
prirodno su prisutne u mnogim prehrambenim proizvodima i ljudi ih godinama konzumiraju
bez ikakvog sigurnosnog rizika. BMK imaju sloZene nutritivne potrebe i da bi se postigla
njihova dobra implementacija, uglavnom se za biokonzerviranje koriste bakterije izolirane iz
hrane kojoj se produljuje trajnost (Pilet i Leroi, 2011). Za razliku od mesa ili mlije¢nih
proizvoda, proizvodi od morskih plodova uglavnom nisu fermentirani. Stoga je dodavanje
bakterijskih kultura, ¢ak i sa zaStitnim ucincima, jo$ uvijek novitet i nije jo§ sasvim prihvaceno
od strane proizvodaca, Ciji je glavni cilj izbjegavanje bakterijske kontaminacije primjenom
dobre higijenske prakse. Medutim, kod blago konzerviranih ribljih proizvoda, upotreba zastitne
kulture smatra se alternativom koriStenju aditiva u hrani te polako dobiva interes riblje
industrije (Pilet 1 Leroy, 2011). Kako bi postala odrziva tehnologija biokonzerviranja mora se
kombinirati s hladenjem na +4 °C ili s tehnikama vakuumiranja. Nadalje, odabir potencijalnih
zastitnih bakterija u morskim proizvodima jo§ uvijek je izazov, buduci da se iste moraju
prilagoditi matrici morskih plodova koja je siromasna Se¢erom, a njihova metabolic¢ka aktivnost
ne bi smjela promijeniti po€etne karakteristike proizvoda, odnosno ne uzrokovati zakiseljavanje
1 kvarenje (EI Bassi i sur., 2009). Takoder je vazna sposobnost kulture u stvaranju dovoljno
aktivnih antagonisti¢kih metabolita protiv Sirokog spektra relevantnih patogena koje se prenose
hranom. Uz to, sposobnost prezivljavanja nepovoljnih uvjeta tijekom tehnoloskih tretmana 1
odrzavanje inhibicijskih aktivnosti tijekom skladiStenja od velikog su zna¢aja (Ghanbari i sur.,

2013).

Trenutno postoje tri glavna izazova koja ozbiljno ograni¢avaju primjenu biokonzerviranja
morskih plodova: pitanja vezana za sigurnost mikroba, regulatorni aspekti i formulacija
mikroorganizma. Opcenito, postoje strogi regulatorni zahtjevi za upotrebu antimikrobnih

kultura 1 supstancija koje se javljaju u prirodi, poput bakteriocina, u ocuvanju hrane. Kao jedan



od klju¢nih regulatornih aspekata, kod odabira zastitnih kultura za bioloSku zastitu brzo
kvarljivih proizvoda mora se uzeti u obzir njihov utjecaj na prehrambene i osjetilne znacajke.
Vjerojatno je to jedan od glavnih razloga zbog kojih su, unato¢ veéem broju istrazivanja iz
drugih prehrambenih sektora, informacije o primjeni BMK ili bakteriocina u morskoj hrani
ograni¢ene. U slucaju zastitnih kultura, treba razmotriti sigurnosne aspekte (npr. proizvodnju
histamina) bioprotektivnih kultura. Izravnom primjenom bakteriocina u morskoj hrani, isto
tako, moraju se ispuniti regulatorni aspekti. Bakteriocini ne bi trebali imati Stetne ucinke na
osjetilna svojstva hrane, moraju biti stabilni tijekom skladiStenja, a aktivnost mora biti jednolika
tijekom cijelog roka trajanja hrane. Americka agencije za hranu i lijekove (FDA) odobrila je
1988. godine nizin za upotrebu u pasteriziranim sirnim namazima, i to je trenutno jedini
procisceni bakteriocin odobren za upotrebu u hrani u SAD-u, koji se koristi i za oCuvanje
trajnosti morskih proizvoda u obliku obloznih ili impregniranih filmova (Jones, i sur., 2005).
lako su postignuti znacajni rezultati u kontroli rasta L. monocytogenes koristenjem zastitnih
kultura BMK ili/i njihovih bakteriocina u morskim plodovima, do danas ti potencijalni
bioprotektivni bakterijski pripravei nisu ukljuceni u popis mikroorganizama za koje je
ocijenjeno da su prikladni za QPS (engl. qualified presumption of safety) status. Potrebna su
opsezna istrazivanja o antagonisti¢kim uc¢incima, precizni taksonomski podaci 1 snazni dokazi

u pogledu sigurnosti za dobivanje ovog statusa.

Posljednjih godina tradicionalni postupci poput soljenja, dimljenja i konzerviranja morskih
plodova smanjili su se u korist takozvanih blazih tehnologija koje ukljuuju primjenu nizih
koncentracija soli, niZih temperatura zagrijanja 1 pakiranja pod vakuumom (VP) ili u
modificiranoj atmosferi (MAP). Medutim, nedostatak ovih tehnologija su oslabljeni sigurnosni
aspekti uslijed kojih moZe do¢i do povecanja bolesti povezanih s hranom (Ghanbari i sur.,
2013). Stoga je biokonzerviranje mocan i prirodan alat za produljenje roka trajanja i za
povecanje sigurnosti hrane primjenom mikroorganizama i njihovih metabolita, koji se prirodno

javljaju u odredenim namirnicama.



2.1.1. Dosadasnja istrazivanja u podrucju biokonzerviranja proizvoda akvakulture

U gotovim morskim proizvodima, kuhanje, konzervansi i uvjeti skladiStenja inhibiraju gram-
negativne bakterije, Sto rezultira duzim trajanjem. Takvi uvjeti pogoduju rastu psihrootrofnih
patogena poput bakterija iz roda Listeria, omogucéujuci im da narastu do opasnih koncentracija
(Francis i O’Beirne 1998). L. monocytogenes je u stanju prezivjeti i rasti ispod 0 °C i do 45 °C.
Ova sposobnost rasta na temperaturama skladistenja znaci da je ova bakterija glavna opasnost
u ovoj vrsti proizvoda. Neke zemlje imaju propisanu "nultu toleranciju™ za bakterije roda
Listeria, tj. u 25 g ispitivane namirnice ova bakterija ne smije biti prisutna. BMK mogu rasti
pod istim uvjetima skladistenja kao i Listeria spp. Stoga su se mnoga istrazivanja usredotocila
na izolaciju ovih gram-pozitivnih bakterija i njihovih metabolita (bakteriocina) s ciljem
dobivanja konkurentne flore protiv patogenih organizama ili antimikrobnih spojeva (Pilet i
Leroi, 2011). Vecina dosadasnjih istraZivanja je usredotocena na primjenu bakteriocinogenih
sojeva BMK razli¢itog porijekla u inhibiciji L. monocytogenes dok je manji naglasak na
primjeni autohtonih morskih izolata BMK u produljenju roka trajnosti proizvoda akvakulture.
Sigurnost za potroSace jedan je od znacajnih aspekata, a posebno za neke morske proizvode
koji se ne kuhaju prije konzumacije. Kim i Hearnsberger (1994) su tretiranjem fileta somas 0.5
% natrijevog acetata i 0.25 % kalijevog sorbata uz dodatak 2.50 % kulture BMK postigli
potpunu inhibiranost gram-negativnih bakterija uz pobolj$anje mirisa i izgleda soma tijekom
13 dana ¢uvanja. Einarsson i Lauzon (1995) su tretirali Skampe razli¢itim bakteriocinima iz

BMK i zabiljezili produZenje roka trajanja, osim kod dodatka karnocina UI49.

Kisla i Unliitiirk (2004) proucavali su mikrobiolodku ispravnost pastrve tretirane s vodenom
otopinom Lactococcus lactis subsp lactis NCFB 497, nizina i mlije¢ne kiseline. Autori su
zapazili da uranjanje fileta pastrve u mlije¢nu kulturu nije produljilo rok trajanja zbog niske
razine inokuluma 1 vrste koriStene mlijecne kulture. Elotmani i Assobhei (2004) pratili su
inhibiciju mikrobne flore sardine primjenom nisina i laktoperoksidaznog sustava (LP), i
zabiljezili uc¢inkovitost kombinacije nisin-LP u inhibiciji mikroflore kvarenja ribe. U drugom
istrazivanju soj L. sakei Lb706 koji proizvodi sakacin A, inhibirao je rast L. monocytogenes u
prva tri dana skladistenja fileta pastrve na 10 °C, nakon ¢ega se broj ove bakterije povecao na
10" CFU/g (Hisar i sur., 2005). Altieri i sur. (2005) su dodatkom Bifidobacterium bifidum
uspjesno inhibirali Pseudomonas spp. i P. phosphoreum u svjezim filetima iverka (Platichthys

flesus) skladistenog na niskim temperaturama u modificiranoj atmosferi.

Primjena dviju zastitnih kultura Lactobacillus sakei CECT 4808 i L. curvatus CECT 904T na
vakuum pakiranu kalifornijsku pastrvu (Oncorhynchus mykiss) rezultirala je produljenjem roka
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trajnosti za pet dana, znacajno poboljSavsi broj svih mikroorganizama pokazatelja kvarljivosti
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., kvasci i plijesni i H»S-bakterije), ispitivanih
kemijskih parametara i smanjenje neugodnih mirisa (Katikou i sur., 2007). Anti-listerijska
aktivnost tri BMK soja koriStenih pojedinacno ili kao kokultura testirana je na hladno
dimljenom lososu, umjetno kontaminiranom s L. innocua i pohranjenom u vakuumu na 4 °C.
Autori su zakljucili da je najdjelotvornija kombinacija bila L. casei T3 i L. plantarum PE2
(Vescovo 1 sur., 2006). U radu autora Shirazinejad i sur. (2010) 2,0 % mlijecna kiselina u
kombinaciji s nizinom pokazala je najvece smanjenje populacije Pseudomonas spp. i H2S-

bakterija tijekom hladnog skladiStenja kozica.

Inokulacija fileta tilapije (Oreochromis niloticus) s Lactobacillus casei DSM 120011 i
Lactobacillus acidophilus 1M u koncentraciji od 2 % smanijila je vrijednosti ukupno hlapljive
baze dusika (TVB-N), trimetilamina (TMA-N) i tiobarbituratne kiseline (TBA) i poboljsala
biokemijske kriterije svjezine, mikrobnu kvalitetu i sigurnost zamrznutih fileta ribe tijekom

skladiStenja od 45 i 90 dana (Ibrahim i Salha, 2009).

Budu-Amoako i sur. (1999) testirali su nizin u kombinaciji s toplinom kao anti-listerijski
tretman u hladno pakiranom jastogu, uspjeSno smanjuju¢i koncentraciju inokulirane L.
monocytogenes. Istu su bakteriju u hladno dimljenom lososu uspjesno inhibirali 1 Yamazaki i

sur. (2003) dodatkom bakteriocinogenog soja C. maltaromaticum CS526 izoliranog iz surimija.

Sudalayandi (2011) uspjesno je sauvao svjezinu indijske skuSe (Rastrelliger kanagurta)
suzbijanjem rasta bakterija koje uzrokuju kvarenje i sintezu amina tijekom dva dana na 37 °C
inokulacijom razli¢itih sojeva BMK: Pediococcus acidilactici, P. pentosaceous, Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, L. acidophilus i L. helveticus.
Anacarso 1 sur. (2014) su uocili da su pri temperaturama hladenja zastitna kultura L. pentosus
39 i njezin bakteriocin znacajno smanjili broj A. hydrophila i L. monocytogenes, dok su
Hwanhlem 1 sur. (2015) uspjesno proveli biokonzerviranje kuhanih, oguljenih i ioniziranih
tropskih bijelih kozica (Penaeus vannamei) primjenom Lactococcus lactis subsp. lactis

KT2W2L, izoliranog iz Sume mangrova.

BMK zastitne kulture nisu primijenjene u raznolikom broju morskih proizvoda, a najvise se
koriste za biooc¢uvanje hladno dimljenog lososa. Ucinkovitost bakteriocina u kontroli rasta
L. monocytogenes kod hladno dimljenog lososa u vakuumu, potvrdilo je nekoliko istrazivaca.
Utvrdeno je da je sakacin P vrlo mocan protiv L. monocytogenes i jedan je od najvise proucenih

bakteriocina (Blom i sur., 1997; Eijsink i sur., 1998; Génzle i sur.,1999; Aasen i sur., 2000;



Katla i sur., 2001). Nadalje, mnogi uspje$ni rezultati dobiveni su u laboratoriju ali njihova

primjena u morskoj industriji i dalje je ograni¢ena (Pilet i Leroi, 2011).

Iz navedenih istrazivanja vidljivo je da upotreba bakteriocina i bakteriocinogenih sojeva BMK
kao biokonzervansa moze povecati sigurnost i produziti vijek skladistenja morskih proizvoda.
Medutim, zabiljezeno je da neki sojevi BMK utjecu na proizvodnju biogenih amina, amonijaka
i /ili trimetilamin oksida (TMA-O) u morskim proizvodima (Leroi, 2010; Kiiley i sur. 2013).
Stoga je odabir odgovarajuceg soja BMK koji ¢e se koristiti kao bioprotektivna kultura jedan
od najvaznijih parametara koji se trebaju uzeti u obzir prilikom primjene BMK u proizvodima

akvakulture.

2.2. Fermentirani proizvodi akvakulture

Za razliku od mlije¢nih, mesnih, i biljnih proizvoda, BMK se ne koriste Cesto za fermentiranje
morskih proizvoda. Postoje neki tradicionalni fermentirani proizvodi, poput soljenih in¢una i
ribljih umaka vrlo popularnih u azijskim zemljama. Nedavno se u Japanu proizvodnja ribljeg
umaka drastiéno povecala jer ribarska industrija pokuSava u potpunosti smanjiti otpad
iskoriStavaju¢i sav riblji materijal. Halofilne BMK, uglavnom Staphylococcus spp. i
Tetragenococcus spp. izolirane su kao dominantne bakterije tijekom fermentacije (Taira i sur.,
2007), ali njihova je stvarna uloga i dalje upitna. Veliki dio razgradnje je uglavnom posljedica
prisutnosti endogenih enzima u ribi. Medutim, jasno je da odredeni halotolerantni sojevi poput
Tetragenococcus halophilus i T. muriaticus doprinose snizavanju pH vrijednosti i smanjuju
rizik od truljenja fermentirajuc¢eg ribljeg umaka, posebno kada se dodaje dodatni izvor

ugljikohidrata, poput sojinog umaka (Uchida i sur., 2005).

Tradicionalni, blago slani fermentirani riblji proizvodi rasprostranjeni su u jugoistocnoj Aziji.
Obicno se prave od slatkovodnih vrsta ribe, soli (2—7 %), izvora ugljikohidrata (riza, proso,
Secer ili voce) 1 zacina (CeSnjak, dumbir, €ili, papar). Smjesa se Cvrsto pakira u lis¢e banane ili
plasti¢ne vrecice i1 ostavlja da fermentira dva do pet dana na 30 °C prije nego Sto se konzumira
kao glavno jelo ili uzina. U tim vrstama proizvoda Paludan-Miiller i sur. (1999) su izolirali
BMK pri ¢emu je dominantni soj bio L. lactis subsp. lactis. Bilo je i pokusaja razvoja novih
fermentiranih morskih proizvoda, poput zasladenih fileta lososa, inokuliranih razlic¢itim
komercijalnim starterima laktobacila (Morzel i sur., 1997). Medutim, istraZivanja su ostala u

laboratorijskoj fazi.



Riba je izvor visokokvalitetnih bjelancevina, esencijalnih minerala, vitamina i polinezasi¢enih
masnih kiselina. Stoga se novija istrazivanja bave razvojem novih proizvoda koji idealno
trebaju zadrzati sva hranjiva svojstva ribe, ali ne i njihov tipican miris. Glatman i sur. (2000) i
Gelman i sur. (2001) inokulirali su zutoperajnu tunu s visokom razinom L. plantarum,
Pediococcus pentosaceus i L. mesenteroides i dokazali su da soj L. mesenteroides moze
uspjesno fermentirati meso tune, uz razvoj novih mirisa i teksture te smanjenje razine histamina.

Najbolji rezultati dobiveni su nakon pet tjedana fermentacije pri 8 °C.

Riblja silaza istrazivala se od pedesetih godina proslog stoljeca i trebala je pruziti komercijalnu
alternativu nekim nusproizvodima riblje industrije. Razli¢iti sojevi L. plantarum, L.
acidophilus, Pediococcus halophilus i P. acidilactici testirani su s odredenim uspjehom zbog
njihove sposobnosti brzeg snizavanja pH vrijednosti ribljeg mesa. Medutim, niska razina Secera
u matrici zahtijeva dodavanje ugljikohidrata, poput Skroba, slada ili melase. Unato¢ tome, U
anaerobnim uvjetima koji pogoduju fermentaciji BMK, rizik od oneciS¢enja bakterijama
Bacillus i Clostridium se ne moze izbje¢i. Promjene u kulinarskim navikama potaknule su
prehrambenu industriji na proizvodnju razli¢ite vrste hrane od kojih su mnoge ve¢ spremne za
jelo poput blago konzerviranih ribljih proizvoda (LPFP) ukljuuju¢i 1 marinirane riblje
proizvode (Gavrilovi¢ i sur., 2016). Mariniranje je jedan od najstarijih nac¢ina o¢uvanja ribe u
Europi. Tijekom procesa zrenja pravilan prodor soli, kiselina i drugih sastojaka poboljsava
teksturu i1 osjetilnu kvalitetu mariniranih proizvoda. Buduéi da mariniranje nije toplinski proces,
sigurnost i trajnost ovako tretiranih plodova mora ovisi o tipu i koncentraciji organske kiseline,
koncentraciji NaCl i finalnoj pH vrijednosti. Inhibitorni u¢inak tih tvari na bakterije i aktivnost
enzima povecava se s koncentracijom (Andrighetto i sur., 2009). Pored tog ucinka, takoder je
potrebno promijeniti teksturu i strukturna svojstva sirovine, §to rezultira proizvodom posebnog
okusa i1 produzenog roka valjanosti. S obzirom na veliku potraznju za ovom hranom, poraslo je
i zanimanje industrije za BMK kao prirodnim konzervansima (Leroi, 2010). Poznato je da BMK
proizvode antimikrobne tvari ukljucujuéi bakteriocine koji mogu inhibirati rast nekoliko
patogenih bakterija rodova Bacillus, Enterococcus, Listeria i Staphylococcus (Noonpakdee i
sur., 2009).

Stoga su istrazivanja ovakvih fermentiranih proizvoda usmjerena na potragu za psihtrotrofnim
sojevima pogodnim za brzu fermentaciju 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

poboljsavaju prihvatljivost proizvoda ispunjavaju¢i odredene zahtjeve, poput odsutnosti



proizvodnje biogenih amina. Od ostalih pozeljnih svojstava, moraju biti osjetljivi na antibiotike
i /ili imati antimikrobnu aktivnost protiv nekih ciljnih patogenih mikroorganizama (Frece i sur.,
2019, u postupku objave). Raznolikost i raznovrsnost tradicionalnih i komercijalnih ribljih
fermentiranih proizvoda uzrokuje i raznolikost mikroorganizama povezanih s tim proizvodima.
Mnogi od njih pripadaju skupini BMK, vrlo ¢esto rodu Lactobacillus, sa §irokom metaboli¢kom
aktivnoScu i sposobnos¢u kolonizacije nekoliko staniSta. Novije strategije ukljucuju odabir
BMK prirodno prisutnih u morskim proizvodima, kako bi se osigurao njihov dobar rast u

morskoj matrici pohranjenoj na niskim temperaturama.

2.2. Mikrobna populacija svjeZe ribe i Skoljkasa

Mikrobiota morske ribe iz umjerenih voda obi¢no se sastoji od gram-negativnih psirotrofnih
bakterija €iji je rast moguc¢ pri 0 °C 1 optimalan oko 25 °C. Vecina pripada proteobakterijama:
Pseudomonas, Shewanella, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Moraxella, Psychrobacter,
Photobacterium itd., te u manjoj mjeri CFB skupini (Cytophagae Flavobacter i Bacteroides).
Gram-pozitivne bakterije, kao §to su Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, Lactobacillus i
Clostridium, takoder mogu biti prisutne u razli¢itim omjerima (Huber i sur., 2004; Wilson i
sur., 2008). Isti bakterijski rodovi mogu se na¢i u tropskim morskim ribama, pri ¢emu su rodovi
Enterobacteriaceae i Vibrionacea cesto dominantni (Liston, 1980). Autohtona mikrobiota
gastrointestinalnog trakta proucenija je od one na kozi ili sluzi zbog njene vaznosti u probavi,
prehrani i bolestima u akvakulturi (Spanggaard 1 sur., 2000). lako je ovo okruzenje djelomi¢no
anaerobno, veliki broj istrazivaca je uocio prevladavanje aerobnih bakterija prisutnih u okolnoj
vodi. To bi mogla biti posljedica tehnika prikupljanja, koje nisu uvijek prikladne za striktne
anaerobe (Burr i sur., 2005). Ipak, Huber i sur. (2004) su molekularnim metodama dokazali
kako je aerobna mikrobiota kalifornijske pastrve predstavljala 50 do 90 % ukupne mikrobiote.
Opcenito, gram-negativne bakterije (Vibrio, Acinetobacter i Enterobacteriaceae) dominiraju
mikrobiotom svjeze ribe (Ringe 1 Birkbeck, 1999). To su fermentativne bakterije koje se brzo
razvijaju u gastrointestinalnom traktu zbog niskog pH, nedostatka kisika i obilja hranjivih
sastojaka. Mikroflora mekuSaca sli¢na je onoj ribe, pri ¢emu je Vibrio spp. brojniji i ¢esto
dominira mikroflorom S$koljkaSa. Kako je uzgoj Skoljkasa obi¢no povezan s obalnim
podrucjem, njihova mikroflora moze odrazavati kopnene utjecaje, te se moZze zabiljeziti i

prisutnost rodova Enterobacteriaceae i Streptococcacae (ICMSF, 2005).



2.3. Bakterije mlijecne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram-pozitivne, nesporogene bakterije koje rastu u obliku koka,
kokobacila ili bacila s DNK baznim sastavom manjim od 55 mol% G + C. Uglavnom su
anaerobi i nemaju enzim katalazu (Makarova i sur. 2006; Slover i Danziger 2008). Fermentiraju
glukozu prvenstveno do mlijec¢ne kiseline ili mlije¢ne kiseline, CO> i etanola. Sve BMK rastu
anaerobno, ali za razliku od vecine anaeroba, mogu rasti u prisutnosti O kao "aerotolerantni
anaerobi”. lako im nedostaje katalaza, posjeduju superoksid dismutazu i imaju alternativna
sredstva za detoksikaciju peroksidnih radikala, uglavhom putem enzima peroksidaze
(Hwanhlem i Aran, 2015). BMK se prirodno pojavljuju u velikom broju sirovina poput mlijeka,
mesa 1 brasna koje se koriste u proizvodnji hrane. BMK se koriste kao starter kulture u
prehrambenoj industriji za proizvodnju fermentirane hrane, ukljuujuc¢i mlijeéne proizvode
(jogurt, sir), meso (kobasice), ribu, zitarice (kruh i pi¢a poput piva), voce (malolakti¢na
fermentacija u proizvodnji vina) i povrée (kiseli kupus, kimchi) (Manivasagan i sur., 2014).
Zastita hrane od kvarenja i patogenih mikroorganizama posljedica je proizvodnje organskih
kiselina, vodikovog peroksida, diacetila, antifungalnih spojeva i / ili bakteriocina. (Hwanhlem
i Aran, 2015). Osim njihove primjene kao biokonzervansa vazan je i njihov doprinos teksturi i

organolepti¢kim svojstvima proizvoda (Suskovié, 2019; Frece i sur., 2010a,c).

2.3.1. Sistematika bakterija mlije¢ne kiseline

Opcenito je poznato da je sposobnost sinteze mlije¢ne kiseline iz ugljikohidrata karakteristika
koju dijele skupine gram pozitivnih bakterija i nema filogenetsko znacenje. S druge strane,
filogenetska stabla ¢ine okosnicu suvremene bakterijske sistematike, pa su, taksonomski
gledano, bakterije koje stvaraju mlije¢nu kiselinu rasporedene u Sest obitelji: Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae
(Slika 1). Tijekom posljednjih nekoliko godina, kontinuirani opis novih vrsta znacajno je
izmijenio filogenetsku strukturu, a posebno obitelji Carnobacteriaceae i Enterococcaceae
(Felis i sur., 2015).
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Slika 1. Filogenetsko stablo bakterija mlije¢ne kiseline zasnovano na 16S rRNA sekvenciranju

(Felis i sur., 2015)
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2.3.2. Antimikrobne tvari bakterija mlijecne kiseline
2.3.2.1. Organske kiseline

Vazna uloga BMK je i brza proizvodnja organskih kiselina koje inhibiraju rast nezeljene
mikroflore i povecavaju sigurnost proizvoda i rok trajanja. Vrste i koli¢ine organskih kiselina
dobivenih tijekom procesa fermentacije ovise o prisutnim BMK sojevima, sastavu kulture i
uvjetima rasta (Ghambari 1 sur., 2013). L (+) mlijecna kiselina ima jace inhibitorno djelovanje
u odnosu na svoj D (-) stereoizomer (Ouwehand i Vesterlund, 2004). Antimikrobni uc¢inak
organskih kiselina posljedica je smanjenja pH i djelovanja nedisociranih molekula kiseline
(Podolak i sur., 1996). BMK proizvodnjom kiselina snizavaju pH vrijednost na razinu pri kojoj
inhibiraju rast bakterija uzro¢nika putrefakcije (Clostridium, Pseudomonas), patogenih
(Salmonella, Listeria spp.) i toksikogenih bakterija (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum) (Galvez i sur, 2007). Nadalje, nedisocirana kiselina, zbog svoje
topljivosti u masno¢ama, difundira u bakterijsku stanicu, smanjujuéi na taj na¢in unutarstani¢ni

pH i usporavajuci metabolicke aktivnosti.
2.3.2.2. Bakteriocini

Bakteriocini su ribosomski sintetizirani peptidi koji posjeduju antimikrobno djelovanje prema
sojevima iste i/ili razli¢ite vrste (Campos i sur., 2012). Procijenjeno je da izmedu 30 % i 99 %
svih bakterija i arheja proizvodi bakteriocine, a najbrojnija su istrazivanja o BMK kao
producentima zbog njihove potencijalne primjene u prehrambenim proizvodima (Collins i sur.,
2010). Primijec¢eno je da je aktivnost bakteriocina ¢esto usmjerena prema bakterijama koje su
vrstom bliske soju koji proizvodi bakteriocin ili prema bakterijama koje se nalaze u slicnom
okruzenju (Drider 1 sur., 2006). Takoder je uocCeno da neki bakteriocini igraju ulogu u
signalizaciji stanica. Klasificiraju se prema vrsti producenta, molekulskoj masi, slijedu
aminokiselina i organizaciji genskog klastera (Nes i sur., 2007). Bakteriocini koje proizvode
BMK razvrstani su u tri glavne skupine: bakteriocini koji sadrze lationin ili lantibiotici, mali

termostabilni peptidi i veliki termolabilni peptidi (Drider i sur., 2006).
2.3.2.3. Ostali antimikrobni spojevi

Vodikov peroksid (H202) nastaje iz laktata u prisutnosti kisika kao rezultat djelovanja
flavoprotein oksidaze ili NADH peroksidaze (Ammor i Mayo, 2007). Antimikrobni uc¢inak
H202 proizlazi iz oksidacije sulfhidrilnih skupina §to uzrokuje denaturaciju odredenog broja

enzima i peroksidaciju lipidnih membrana, ¢ime se povecava propusnost membrane (Holzapfel
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i sur., 1995). Vecina nepozeljnih bakterija poput Pseudomonas spp. i S. aureus je osjetljiva na
H20..

Uglji¢éni dioksid (CO) uglavnom proizvode heterofermentativne BMK. CO; igra ulogu u
stvaranju anaerobnog okruzenja koje inhibira dekarboksilaciju, a nakupljanje CO2 U
membranskom lipidnom dvosloju moze uzrokovati disfunkciju propusnosti (Holzapfel i sur.,
1995). CO2 moze uc¢inkovito inhibirati rast mnogih mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje

hrane, posebno gram-negativnih psirotrofnih bakterija (Devlieghere i Debevre, 2000).

Diacetil, aromatsku komponentu, proizvode vrste svih rodova BMK citratnom fermentacijom.
Proizvode ga heterofermentativne BMK kao nusproizvod zajedno s laktatom kao glavnim
produktom (Holzapfel i sur., 1995). Diacetil je proizvod visoke vrijednosti i Siroko se koristi u
mlije¢noj industriji kao poZzeljan spoj okusa. Diacetil takoder ima antimikrobna svojstva.
Otkriveno je da je uéinkovitiji protiv gram-negativnih bakterija, kvasaca i plijesni nego protiv
gram-pozitivnih bakterija. Smatra se da diacetil reagira s proteinom koji vezuje arginin kod

gram-negativnih bakterija i time ometa upotrebu ove aminokiseline (Lanciotti i sur., 2003).
2.3.2. Bakterije mlije¢ne kiseline izolirane iz morskih proizvoda

Iako se u proslosti pretpostavljalo da BMK nisu prisutne u svjeZoj ribi zbog visokog post-
mortem pH, niskog postotka Secera 1 visokog sadrzaja duSi¢nih molekula, danas je opce
prihvaceno da su BMK prirodno prisutne u crijevnoj mikrobioti riba i §koljkasa od prvih dana
nadalje (Yang i sur., 2007; Ringe, 2008). Laktobacili, osobito Lactobacillus plantarum,
izolirani su iz atlantskog lososa, kolje, jezerske zlatov¢ice i bakalara. Karnobakterije,
ukljucuju¢i Carnobacterium maltaromaticum, C. divergens, C. gallinarum i C. inhibens,
izolirane su iz svih ovih vrsta ukljuc¢uju¢i 1 Sarana (Huber 1 sur., 2004). Karnobakterije se cak
navode kao dominantni rod u gastrointestinalnom traktu mladog atlantskog lososa (Ringe i sur.

1997.) i bakalara (Seppola i sur., 2006).

Ostali autori zabiljezili su prisutnost Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus piscium,
Vagococcus salmoninarum, Lactobacillus fuchuensis, Streptococcus spp., Weissella spp. i
Aerococcus spp. u proizvodima akvakulture (Liu i sur. 2009; Matamoros i sur. 2009a, Ghanbari
i sur. 2013). Neke vrste roda Lactobacillus izolirane iz kamenica pokazale su ucinkovitu
inhibiciju rasta Vibrio alginolyticus i V. proteolyticus (Lee i sur., 2010). Sto se ti¢e mikrobiote
skoljkasa, opce je prihvaceno da su Firmicutes dominantno koljeno gastrointestinalnog trakta
(Ringe 1 sur., 2019). Dominantni rodovi kod S$koljkasa su Weissella, Pediococcus i

Lactobacillus, ukljucujuéi vrste L. plantarum, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. sporogenes, L.
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casei, L. brevis, L. helveticus i P. acidilactici. lako je rod Bifidobacterium obi¢no prisutan u

probavnom sustavu sisavaca i toplokrvnih zivotinja, rijetko je prisutan kod morskih Zivotinja

(Merrifield i sur., 2014).

Pojavnost BMK takoder je zabiljezena u mnogim vrstama morskih proizvoda spremnih za jelo,
poput Skampi u salamuri, hladno dimljene ribe, fermentirane ribe, marinirane ili susene ribe,
kao i morske salate. Dalgaard i sur. (2003) su izolirali BMK iz kuhanih i salamurenih kozica
pohranjenih u modificiranoj atmosferi izmedu 0 °C 1 25 °C te identificirali sojeve Enterococcus
faecalis, Carnobacterium divergens i Lactobacillus curvatus. Nadalje, enterokoki s
antitilisterijskom aktivno$¢u izolirani su s koze romba (Scophthalmus maximus) iz uzgoja
(Campos i sur. 2006) i iz hladno dimljenog lososa (Tomé i sur. 2006). U mariniranoj ili
dimljenoj ribi raznolikost BMK je u potpunosti drugacija u odnosu na svjezu ribu buduci da
viSe dominiraju laktobacili i pediokoki (Ghanbari i sur., 2013). Chahad i sur. (2012)
identificirali su i okarakterizirali 84 BMK soja iz lubina (Dicentrarchus labrax) i orade (Sparus
aurata) i potvrdili njihovu uspjesnost inhibicije prema najrelevantnijim patogenim bakterijama

koje mogu biti prisutne u komercijalnim proizvodima.

Staniste 1 mikrookoli$ni uvjeti kao Sto su salinitet 1 stres utjeCu na vrste prisutne u mikrobioti
riba i $koljkasa ¢emu u prilog ide i istrazivanje Ringe i Storm (1994) koji su dokazali da je broj
bakterija iz roda Lactobacillus manji kod lososa uzgojenom u slanoj vodi u odnosu na onog
uzgojenog u kopnenim vodama. Karakteristika sojeva BMK da proizvode antimikrobne agense
¢ini 1h izuzetno kompetentnima prema drugim pripadnicima mikrobiote te zahvaljuju¢i tom
svojstvu, BMK izolirane iz proizvoda akvakulture pronalaze potencijalnu primjenu kod tehnika
biokonzerviranja hrane te kao probioti¢ki pripravci. U tablici 1 prikazani su neki od

bakteriocinogenih BMK morskog porijekla.
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Tablica 1. Bakteriocinogeni sojevi BMK morskog porijekla (Bindiya i Bhat, 2016)

Bakteriocin

Soj producent

Izvor izolacije

BLIS

Lactobacillus
pentosus 39

fileti lososa

Karnocin U149

Carnobacterium sp.

svjeza riba

Divergicin M35

Carnobacterium
divergens M35

smrznute dimljene
dagnje

Divercin V41

Carnobacterium
divergens V41

riblja utroba

Karnobakteriocin B2

Carnobacterium

hladno dimljeni

pisciocola A9b losos

Piscikocin CS526 Carnobacterium smrznuti surimi

pisciocola CS526

BLIS Enterococcus Skoljke brbavice
faecium CHG 2-1
BLIS Lactobacillus lactis sediment

*BLIS-engl. bacteriocin like inhibitory supstance

2.4. Patogene bakterije u morskim proizvodima

Ribe i $koljkasi su za razliku od sisavaca hladnokrvne Zivotinje i na sve njihove fizioloske
procese, ukljucuju¢i 1 sposobnost uspostavljanja imunoloskog odgovora na patogene
mikroorganizme, uvelike utjeCe temperatura vode. Sli¢no tome, na patogene prisutne na
morskim proizvodima takoder utjece temperatura vode, $to znaci da su bolesti morskih Zivotinja
1 epidemije Cesto sezonske, pri ¢emu se neke pojavljuju u hladnijim zimskim mjesecima, a
druge pretezno tijekom toplog ljetnog perioda (Anonymous 1). Patogene bakterije obi¢no se u
morskim proizvodima nalaze u niskim koncentracijama. Kontaminacija morske vode i
sedimenta nastaje zbog oneciséenja patogenima humanog ili animalnog porijekla poput
bakterija roda Salmonella, Campylobacter ili Escherichia (Yin i sur., 2007). Onecis¢enja
okoliSa mogu rezultirati plodovima mora nesigurnim za zdravlje. Unakrsna kontaminacija
morskih plodova i1 njihovih proizvoda moze se dogoditi tijekom izlova, rukovanja, pripreme,
prerade, transporta i skladiStenja. Pored toga, moZze do¢i do medusobne kontaminacije izmedu

navedenih operacija (Lee i sur., 2008). Patogeni mikroorganizmi su podjeljeni na one manjeg
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ili veceg utjecaja na sigurnost hrane. Velike probleme u morskoj hrani uzrokuju bakterije roda
Vibrio i Salmonella, dok manju zabrinutost izazivaju Shigella, Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum i mikrobni toksini poput stafilokoknog enterotoksina C (SEC) i
stafilokoknog enterotoksina A (SEA) (Elbashir i sur., 2018). Huss (2004) je patogene bakterije
koje se prenose proizvodima akvakulture podijelio u tri skupine koje uklju¢uju autohtone
(Vibrio sp., Aeromonas sp.) i alohtone bakterije kao posljedica fekalne kontaminacije
(Salmonella sp., E. coli, Shigella sp., Staphylococcus aureus) ili bakterijske kontaminacije

tijekom obrade i skladistenja (L. monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus).

Autohtone bakterije koje su prirodno prisutne u morskom okolisu ukljucuju Vibrio vulnificus,
V. parahaemolyticus, V. cholerae i Aeromonas hydrophila. Prisutnost autohtonih bakterija
obi¢no ne izaziva zabrinutost jer su prisutne u malim koncentracijama bakterijskih stanica da
bi izazvale bolesti. Stovise, odgovarajué¢im kuhanjem se uklanjaju bakterije i/ili njihovi toksini.
Stoga se opasnost odnosi na proizvode u kojima je rast tih bakterija moguc¢ tijekom skladiStenja,
a jedu se sirovi ili nedovoljno kuhani (Pilet i Leroi, 2011). To moze biti slu¢aj s Vibriom u
sirovoj ribi ili u pripremi tropskih Skampa. Vibrio su mezofilne bakterije koje se nalaze u
tropskim ili u umjerenim vodama. Njihov rast je vrlo brz ako se proizvodi ¢uvaju nekoliko sati
na sobnoj temperaturi. Svjezi Skoljkasi, zaSti¢eni ljusturom, su uglavnom manje sklone
unakrsnoj kontaminaciji od ostalih morskih plodova. Medutim, ako je nekoliko Sarzi Skoljkasa
iz razlic¢itih podrucja uronjeno u isti spremnik s morskom vodom radi mokrog skladistenja ili

depuracije, moze do¢i do unakrsne kontaminacije (Lee i sur., 2008).

Alohtone bakterije nastale uslijed kontaminacije tijekom prerade ribe su iste kao i one koje se
mogu nac¢i u drugim prehrambenim proizvodima, tj. Staphylococcus aureus, Salmonella,
Shigella, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica ili
enterohemoragi¢na Escherichia coli. Drugi izvor kontaminacije je fekalno zagadenje morskog
okolisa. Moze nastati oneciS¢enjem iz kanalizacije, Camaca i1 brodova. Neke bakterije se mogu
pojaviti i uslijed oneciS¢enja morskog okolisa zivotinjskim fekalijama. Salmonella Typhi i
Vibrio cholerae uglavnom su povezane s onecis¢enjem ljudskim fekalijama, dok se netipicne
vrste rodova Salmonella i Campylobacter mogu pojaviti iz bilo kojeg izvora (Lee i sur., 2008).
L. monocytogenes predstavlja problem u slabo konzerviranim ribljim proizvodima (LPFP-engl.
lightly preserved fish products), poput hladno dimljene, lagano marinirane ribe ili nedovoljno
kuhane morske hrane koja se ¢uva pod vakuumom ili u modificiranoj atmosferi. Tijekom
produZenog roka trajanja tih proizvoda, L. monocytogenes se jos uvijek moze razviti 1 dostici

neprihvatljivu koncentraciju (Pilet i Leroi, 2011). Nedovoljno zasoljena morska hrana koja se
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cuva u anaerobnom stanju ili tradicionalna fermentirana riba takoder moze biti pogodan supstrat

zarast C. botulinum i proizvodnju botulinskog toksina (FAO, 2012).

2.5. Bakterije mlijecne Kiseline kao probiotici u kontroli bolesti

Specifi¢ni bakterijski patogeni mogu biti vazan uzrok smrtnosti u riba, jer intenzivna praksa
uzgoja Cesto rezultira i padom prirodnog imuniteta domacina. Istrazivacki laboratoriji i
komercijalna mrijestiliSta pokusali su prevladati ovaj problem dezinfekcijom vode i hrane,
poticanjem otpornosti domacina profilaktickom ili terapijskom primjenom antibiotika.
Medutim, neselektivna uporaba antibiotika u kontroli bolesti u mnogim dijelovima riblje
industrije dovela je do otpornosti patogena na antibiotike, svojstva koja se lako moze prenijeti
na druge bakterije (Diep i Nes, 2002). Alternativni pristup kojim se mogu smanjiti
oportunisticke infekcije ribljim patogenima je manipulacija crijevne mikroflore dodavanjem
antagonistickih bakterija u prehranu kako bi se povecao udio korisnih bakterija u mikroflori
crijeva (Ringo i sur., 2005). Prednost ove metode je Sto se moze primijeniti u ranim fazama
razvoja, kad je cijepljenje neprakti¢no i nema smisla radi nerazvijenog imunoloskog sustava. U
tom je pogledu postojanost antimikrobne aktivnosti vrlo vazna osobina probiotickog soja BMK.
U nedavnoj studiji Bogut i sur. (2000) su procijenili u¢inak E. faecium na crijevnu mikrobiotu
soma (Silurus glanis). Ribe su bile izlozene soju E. faecium uklju¢ivanjem ove bakterije u
prehranu. Nakon priblizno 2 mjeseca hranjenja uocene su neke zanimljive razlike u crijevnoj
mikrobioti. Primjena E. faecium smanjila je razinu populacije S. aureus, E. coli i drugih

bakterija iz porodice Enterobacteriaceae, uz potpunu eliminaciju Clostridium spp.

Jedno od prvih istrazivanja komercijalnih pripravaka probiotika u ribljoj industriji bilo je
usmjereno na primjenu Biostarta, preparata koji sadrzi razli¢ite vrste roda Bacillus. Moriarty je
1998. zakljucio da je upotreba komercijalnih probiotickih sojeva Bacillus spp. povecala
kvalitetu 1 odrzivost Skampa uzgajanih u ribnjaku. Dodavanjem probiotickog pripravka Biogen
kao dopune u hranjenju tilapije dobiveno je znafajno povecanje produktivnosti
(El-Haroun i sur., 2006). Humani probiotik, Lactobacillus rhamnosus ATCC koristen je u
ishrani pastrve tijekom 51 dana s ciljem smanjenja smrtnosti bakterije Aeromonas salmonicida,
uzro¢nika furunikuloze. Smrtnost pastrve smanjena je s 52,6 na 18,9% (Nikoskelainen i sur.,
2001). Abasali 1 Mohamad (2010) su u svom istraZivanju zabiljezili povecanje
gonadosomatskog indeksa 1 stvaranje mladi kod zenki reproduktivne dobi, koriste¢i preparat
Primalac, mijeSanu kulturu L. acidophilus, L. casei, E. faecium i B. thermophilum. Istrazivanje

koje je napravljeno s bijelim kozicama pokazalo je da je koristenje mijeSanih kulture probiotika
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povecalo prezivljavanje, razgradnju hrane, 1 proizvodnju kozica iz uzgoja (Wang i sur., 2005).
Taoka i sur. (2006) su primjenom komercijalnih preparata Alchem Poseidon, Alchem Korea
CO i Wonju Korea CO, koji sadrze mijesane kulture bakterija (Bacillus subtilis, L. acidophilus
i Clostridium butyricum) i kvasca (Saccharomyces cerevisiae), poboljsali nespecifi¢ne

imunoloske parametre i otpornost tilapije prema patogenoj bakteriji Edwardsiella turda.

Neki komercijalni proizvodi akvakulture ukljuéili su i prebiotike u svoju formulaciju poput
manana, glukana i ekstrakta juke koji dodatno povecavaju korisne ucinke ovih proizvoda
(El-Dakar i sur., 2007). Trenutno su komercijalni pripravci probiotika dostupni u obliku
tekucine ili praha. U novije vrijeme razvijeni su sustavi za imobilizaciju probiotika, osobito
pomoc¢u mikrokapsulacije. Mikrobne stanice visoke gustoce inkapsuliraju se u koloidni matriks
koriste¢i alginat, kitozan, karboksimetilcelulozu ili pektin za fizicku 1 kemijsku zastitu.
Trenutno liofilizirani komercijalni pripravei imaju prednosti radi lakSeg skladiStenja i
transporta. Medutim, uvjeti za rekonstituciju ovih pripravaka poput temperature, stupnja
hidratacije i osmolarnosti otopine od vitalnog su znac¢aja za osiguravanje odrzivosti bakterija
(Muller i sur., 2009). Prednosti koristenja probiotika u akvakulturi i njihova djelotvornost

navedeni su daljnjem tekstu.

2.5.1. Promotori rasta

Probiotici se koriste u akvakulturi za povecanje rasta kultiviranih vrsta. Jo§ uvijek nije u
potpunsti razjaSnjeno da li takvi proizvodi povecavaju apetit ili poboljSavaju probavljivost
(Martinez-Cruz i sur., 2012). Ishrana nilske tilapije dopunjena probiotickim sojem
Streptococcus, znatno je povecala sadrzaj proteina i lipida kao i tezinu ribe (Lara-Flores i sur.,
2003). Poboljsanje rasta i prezivljavanja akvarijskih riba ukljucujuéi §verta (Xiphophorus
helleri) i gupija (Poecilia reticulate), postignuto je ishranom nadopunjenom s B. subtilis i
Streptomyces (Ghosh i sur., 2008; Dharmaraj i Dhevendaran, 2010). Probiotici su takoder
uspjesno testirani i na $koljkasima. Stopa rasta malih (20 mm) i velikih (67 mm) Petrovih uha
je poboljsana za 8 % odnosno 34 % tijekom osam mjeseci. Nadalje, ishrana Petrovih uha
nadopunjena s probioticima je pokazala prezivljavanje od 62 % kod $koljkasa zarazenih s
patogenom bakterijom Vibrio anguillarum u usporedbi s 25 % kod nelije¢enih $koljkasa
(Macey i Coyne, 2005).

18



2.5.2. Probava hranjivih tvari

Balcazar i sur. (2006) navode da probiotici blagotvorno utjeu na probavne procese morskih
zivotinja jer probiotiCki sojevi sintetiziraju izvanstani¢ne enzime poput proteaza, amilaza, i
lipaza, kao i faktore rasta, poput vitamina, masnih kiselina i aminokiselina. Stoga se nutrijenti
ucinkovitije apsorbiraju kada se hrana nadopunjuje probioticima (El-Haroun i sur., 2006).
Hidalgo i sur. (2006) su u svom istrazivanju potvrdili da prehrana zubaca (Dentex dentex)
nadopunjena sojem B. cereus, utjee na povecavanje rasta ribe zbog ucinkovitijeg
iskoriStavanja hrane. Kod larvi lubina hranjenih dodatkom S. cerevisiae X2180 uoceno je
povecanje rasta i proizvodnje antioksidativnih enzima (katalaza, superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza (Tovar-Ramirez i sur., 2010). Kod bijele kozice i indijskog bijelog
Skampa (Fenneropenaeus indicus), dodatak probiotika povecao je prividnu probavljivost suhe
tvari, bjelan¢evina i fosfora (Lin i sur., 2004). Ghosh i sur. (2008) su ukljuc¢ivanjem B. subtilis
u ishranu gupija i Sverta zabiljezili povecanje duljine i tezine ovih akvarijskih riba, kao i

specifi¢nu aktivnost proteaza i amilaza u probavnom traktu.

2.5.3. Kvaliteta morske vode

Odrzavanjem visoke razine probiotika u ribnjacima, uzgajivaci ribe mogu smanjiti nakupljanje
otopljenog organskog ugljika tijekom sezone rasta. Probiotici takoder mogu uravnoteziti
proizvodnju fitoplanktona (Balcéazar i sur., 2006). Lalloo i sur. (2007) su izolirali nekoliko
Bacillus vrsta iz Sarana (Cyprinus carpio) i proveli ispitivanje kvalitete vode prilikom uzgoja
akvarijskih riba te ispitali utjecaj na rast A. hydrophila uz dodatak devet sojeva. Tri 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
sastavljen od Bacillus sp., S. cerevisiae, Nitrosomonas sp. i Nitrobacter sp. imao sposobnost
povecanja korisne mikrobiote bijele kozice, uz smanjenje koncentracije anorganskog dusika 1

fosfata.
2.5.4. Tolerancija na stres

Jedno od prvih istrazivanju na ovu tematiku bavilo se ispitivanjem dodatka Lactobacillus
delbrueckii ssp. delbrueckii u prehranu europskog brancina u vremenskom intervalu od 25 do
59 dana. Razine kortizola zabiljeZene kod ribe hranjenje dodatkom probiotika bile su znatno
nize od kontrolne skupine (Carnevali i sur., 2006). Jo§ jedan nacin procjene stresa kod riba
ukljucuje podvrgavanje istih toplinskom Soku, kao u slucaju iverka (Paralichthys olivaceus)
uzgajanog u recirkulacijskom sustavu (Taoka i sur., 2006). Skupina tretirana probioticima (S.
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cerevisiae, L. acidophilus, C. butyricum, B. subtilis) pokazala je ve¢u toleranciju na testu stresa
od kontrolne skupine. Razine laktata i glukoze u plazmi smatraju se odgovarajuéim
pokazateljima stresa jer se njihova koncentracija povecava kao sekundarna reakcija tijekom
razdoblja stresa radi pokrivanja velike koli¢ine energije koju zahtjevaju ovakve situacije. Varela
i sur. (2010) su proveli istrazivanje na oradi i ustanovili da su rezerve glikogena i triglicerida u
jetri kontrolne skupine znacajno smanjene u odnosu na koncentracije dobivene kad je ishrana

ribe bila nadopunjena probiotikom Alteromonas sp. Pdp 11.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci

Za mikrobiolosku analizu zdravstvene ispravnosti u Laboratoriju za opcu mikrobiologiju 1
mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u
ljetnom i zimskom razdoblju 2015. godine dostavljeni su uzorci lubina (Dicentrarchus labrax)
i orade (Sparus aurata), svaki put po 5 komada svake vrste (prosje¢ne mase priblizno po 400
g) iz ribogojilista "Riba Mljet" na otoku Mljetu. Istovremeno, i s istom svrhom, su dostavljani
i uzorci kamenica (Ostrea edulis) i dagnji (Mytilus galloprovincialis), 5 komada svake vrste,
izlovljeni na uzgajalistu "Skoljkarstva musula", smjestenog u uvali Bistrina, u zaljevu Mali

Ston.

Za izolaciju, identifikaciju i karakterizaciju izolata bakterija mlije¢ne kiseline (BMK), izolati
autohtone mikroflore probavnog sustava te sluzi koze i Skrga ribe i Skoljkasa priredeni su
sukladno razvijenom protokolu u laboratorijima istrazivackog centra Sveucilista u Dubrovniku
i dostavljeni neposredno nakon izrade u terenskom hladnjaku u Laboratorij za opcu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica. Izolirani bakterijski izolati su nakon identifikacije
karakterizirani sukladno selekcijskim kriterijima za odabir BMK za primjenu u akvakulturi i
konzerviranju proizvoda akvakulture, pri ¢emu su obavljene slijedece analize: prezivljavanje u
odredenom rasponu temperature i pH, ispitivanje antimikrobne aktivnosti, ispitivanje
osjetljivosti na antibiotike, sposobnost proizvodnje biogenih amina a ispitan je i utjecaj

liofilizacije na prezivljavanje.

Uzorci sadrzaj Zu¢nog mjehura, zeluca i sluzi lubina izlovljenih nakon perioda gladovanja od
72 sata u uzgajalistu tvrtke Cromaris, smjeStenom u blizini uvale Lamjana na otoku Ugljanu,
koriSteni su za analizu prezivljavanja izolata BMK u Zu¢nim solima ribe i Zelu¢anom soku in
situ, te za provodenje in vitro testa adhezije izolata BMK na sluz svjeze ribe. Uzorci su

prikupljeni odmah po izlovu te pohranjeni na -20 °C do koristenja.

Za analizu prezivljavanja izolata BMK u morskoj vodi in situ, uzorak morske vode prikupljen

je na otoku Silbi u zadarskom arhipelagu.
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3.1.2. Mikroorganizmi

Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline koriSteni u ovom radu identificirani su u Laboratoriju za opéu

mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta. Standardni

sojevi patogenih mikroorganizama koriSteni za odredivanje antimikrobne aktivnosti dio su

zbirke mikroorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica,

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu.

3.1.3. Hranjive podloge

a) Podloge za odrzavanje, ¢uvanje i uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline

MRS agar (De Man, Rogosa i Sharpe) sastava: pepton 10,0 g/l; govedi ekstrakt 10,0 g/1;
ekstrakt kvasca 5,0 g/l; glukoza 20,0 g/l; dinatrijev hidrogenfosfat 2,0 g/l; natrijev acetat
5,0 g/I; amonijev citrat 2,0 g/l; magnezijev sulfat 0,2 g/I; manganov sulfat 0,05 g/l; agar
15,0 g/1; Tween 80 1,0 g/l; pH vrijednost podloge je 6.5; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min.
Sadrzaj je dobro promjeSan i razliven u Petrijeve zdjelice.

MRS bujon- istog sastava kao MRS agar, samo bez dodanog agara. Sterilizacija pri 121
°C/15 min. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven po 10 ml u epruvete s ¢epom.

M17 agar sastava: pepton iz kazeina 2,5g/l; pepton 2,5 g/1; sojin pepton 2,5 g/1; kvas¢ev
ekstrakt 5 g/l; govedi ekstrakt 5 g/l; natrijev glicerofosfat 19 g/l; magnezijev sulfat 0,25
g/l; askorbinska kiselina 0,5 g/l; laktoza 5 g/l; agar 13 g/l. pH vrijednost podloge je 7.1;
sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. SadrZaj je dobro promjeSan i razliven u Petrijeve
zdjelice.

M17 bujon- istog sastava kao M17 agar, samo bez dodanog agara. Sterilizacija pri 121

°C/15 min. Sadrzaj je dobro promuckan i razliven po 10 mL u epruvete s Cepom.

b) Podloge za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj test mikroorganizama

HA (hranjivi agar) sastava: pepton 15,0 g/l; mesni ekstrakt 3,0 g/l; Na CI 5,0 g/l; K3sPOs
0,3 g/l; agar 18,0 g¢/l; u destiliranoj vodi; pH podloge je 7,3; sterilizacija pri
121 °C/ 15min. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

HB (hranjivi bujon) - istog sastava kao i hranjivi agar, samo bez dodanog agara.
Sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven po 10 ml u

epruvete s cepom.
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c) Podloga za Listeria monocytogenes

Fraser bujon sastava: proteoza pepton 5,0 g/l; tripton 5,0 g/1; govedi ekstrakt 5,0 g/1;
ekstrakt kvasca 5,0 g/l; natrij-klorid 20,0 g/I; dinatrij-hidrogenfosfat anhidrid 9,5 g/l;
kalij-dihidrogenfosfat 1,35 g/l; eskulin 1,0 g/I; litij-klorid 3,0 g/l; akriflavin HCI 0,025
g/l; nalidiksi¢na kiselina 0,02 g/l. pH podloge je 7,32. Sterilizacija pri 121 °C/ 15 min.
Nakon hladenja, u pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement (Zeljezo amonijev
citrat) prethodno sterilno rekonstituiran u 5 ml sterilne destilirane vode, sadrzaj je dobro
promjesan i razliven po 10 ml u epruvete s cepom.

PALCAM agar sastava: pepto-kompleks 10,0 g/l; triptoza 10,0 g/l; pepton 3,0 g/I;
ekstrakt kvasca 3,0 g/l; kukuruzni Skrob 1,0 g/lI; natrij-klorid 5,0 g/I; glukoza 0,5 g/I;
manitol 10,0 g/l; eskulin 0,8 g/l; Zeljezo amonijev citrat 0,5 g/l; litij-klorid 15,0 g/l;
fenolno crvenilo 0,08 g/l; agar 12,0 g/l; polimiksin B 10,0 mg/l; ceftazidim 20,0 mg/l;
akriflavin HCI 5,0 mg/l. pH podloge je 7,2. Sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. Nakon
hladenja, u pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement (Listeria PALCAM
Antimikrobni) prethodno sterilno rekonstituiran u 5 ml sterilne destilirane vode, sadrzaj

je dobro promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

d) Podloga za Vibrio sp.

TCBS (Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose) Kobayashi agar sastava: pepton 10,0 g/l;
kvascev ekstrakt 6 g/l; natrij tiosulfat 10 g/l; natrij citrat 10 g/l; natrij klorid 10 g/l;
goveda zuc€ 8 g/l; saharoza 20 g/l; Zeljezo citrat 1 g/l; timol plavo 0,04 g/l, bromtimol
plavo 0,04 g/1; agar 16 g/1. pH podloge je 8,6. Sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. Sadrzaj

je dobro promjeSan i razliven u Petrijeve zdjelice.

e) Podloga za Salmonella sp.

RVS (Rappaport-Vassiliadis Soya) bujon sastava: sojin pepton 4,5 g/l; natrijev klorid
7,2 g/l; kalijev dihidrogenfosfat 1,26 g/l; di-kalij hidrogen fosfat 0,18 g/l; magnezijev
klorid 13,4 g/l; malahitno zelenilo oksalat 0,036 g/l. pH vrijednost podloge je 5,2;
sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C/ 15min. Sadrzaj je dobro promjesan i
razliven po 10 ml u epruvete s Cepom.

XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) agar sastava: ksiloza 3,75 g/l; L-lizin 5 g/l;
lakotoza 7,5 g/l; saharoza 7,5 g/l; natrijev klorid 5 g/l; kvaS€ev ekstrakt 3 g/lI; natrijev
deoksikolat 1 g/l; natrijev tiosulfat 6,8 g/1; amonij zeljezo (III) citrat 0,8 g/1; fenol crveno
0,08 g/l; agar 14,5 g/I. pH vrijednost podloge je 4,7; podloga se sterilizira na plameniku
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do vrenja uz povremeno mijesanje. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven u Petrijeve

zdjelice.

f) Podloga za Pseudomonas aeruginosa
e Cetrimid agar sastava: pepton iz zelatine 20 g/I; magnezijev klorid 1,4 g/1; kalijev sulfat
10 g/l; cetrimid 0,3 g/l; agar 14 g¢/l; pH vrijednost podloge je 7,2; sterilizacija je
provedena u autoklavu pri 121 °C/ 15 min. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven u

Petrijeve zdjelice.

g) Podloga za Escherichia coli
e RAPID’E. coli 2 agar sastava: pepton 10 g/, natrijev klorid 5 g/, kvasc¢ev ekstrakt 3
g/l, selektivni kromogeni mix 6 g/l, agar 13 g/l. pH vrijednost podloge je 7,2 + 0,2;
sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C/ 15 min. Nakon hladenja, u
pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement (2ml na 200ml podloge), sadrzaj je

dobro promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

h) Podloga za Enterobacteriaceae
e VRBG (Violet Red Bile Glucose) agar sastava: pepton 7 g/I; kvaséev ekstrakt 3 g/l;
natrijev klorid 5 g/l; Zu¢ne soli 1,5 g/l; glukoza 10 g/1; neutralno crveno 0,03 g/1; kristal
violet 0,002 g/lI; agar 15 g/l. pH vrijednost podloge je 7,4 + 0,4; podloga se sterilizira na
plameniku do vrenja uz povremeno mijeSanje. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven u

Petrijeve zdjelice.

i) Podloga za koliformne bakterije
e BGLB (Brilliant Green Lactose Bile) bujon sastava: Zu¢ne soli 20 g/l; laktoza 10 g/l;
pepton 10 g/l; briljant zeleno 0,0133 g/1. pH vrijednost podloge je 7,2 + 0,2; sterilizacija
je provedena u autoklavu pri 121 °C/ 15 min. Sadrzaj je dobro promjeSan 1 razliven u

razliven po 5 ml u epruvete s ¢epom 1 Durhamovom epruvetom.

j) Podloga za sulfito-reducirajuce klostridije
e sulfitni agar sastava: kazein hidrolizat 10 g/l; natrijev sulfit 0,5 g/l; Zeljezov citrat 0,5
g/l; agar 15 g/l; pH vrijednost podloge je 7,2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri

121 °C/ 15min. Sadrzaj je dobro promjesan i razliven po 10 ml u epruvete s cepom.
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k) Podloga za odredivanje hemoliticke aktivnosti

Columbia krvni agar sastava: pepto-kompleks 10 g¢/l; triptoza 10 g/l; pepton 3 g/I;
kukuruzni skrob 1 g/lI; natrijev klorid 5 g/I; agar 12 g/l. Sterilizacija je provedena u
autoklavu pri 121 °C/ 15 min. pH vrijednost podloge je 7,3. Nakon hladenja, u
pripremljenu podlogu sterilno je dodana 5 % defibrirana ov¢ja krv, sadrzaj je dobro

promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

3.1.4. Uredaji

centrifuga, Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
centrifuga, Centric 150 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

inkubator, MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach, Njemacka)
suSionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

tehnicka vaga, Extend (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

analiticka vaga, Entris (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

pH-metar, MP220 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

vibracijska mijeSalica, V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)

hladnjak sa zamrzivacem, CUef 3311 (Liebherr, Kirchdorf, Njemacka)
spektrofotometar, Helios  UV-Vis (Unicam, Cambridge, UK)

¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica, Sunrise (Tecan, Grodig, Austrija)

denzimat (BioM¢érieux, Marcy-l‘Etoile, Francuska)

magnetska mijesalica, Lab Stir (Gilson, Middleton, WI, SAD)
DNA-termoblok, Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
horizontalna elektroforeza, MSMIDI (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)
vertikalna elektroforeza (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)
transiluminator, MacroVue UVis-20 (Hoefer, Inc., Holliston, MA, SAD)
MALDI TOF/TOF 4800 Plus analyzer (Applied Biosystems, CA, SAD)
LC-MS ESI (Waters, Milford, MA, SAD)

25



3.1.5. Pribor

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
plasticna posuda za odlaganje otpadnog materijala
mikrotitarske plocice

Stapi¢i po Drigalskom

Erlenmeyerove tikvice

mikrobioloske epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)
mikrobioloska uSica

Petrijeve zdjelice (@ 10 cm)

laboratorijske case

laboratorijski stalci

kivete (50 ml)

Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

Eppendorf tubice (2ml)

filteri za Sprice ,,Minisart, PTFE, 0.22 pm (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

3.1.6. Kemikalije

Sve koriStene kemikalije bile su visoke analiticke (p.a.) Cistoce.

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

limunska kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev citrat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kristal-violet 1% otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

standardna puferska otopina pH 4 (Mettler-toledo, Greifensee, Svicarska)
standardna puferska otopina pH 7 (Mettler-toledo, Greifensee, Svicarska)
glicerol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

kalijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

dinatrijev hidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

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

natrijev hidroksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

etanol, 96% (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
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NucleoSpin® Microbal DNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)
HotStarTaq Plus master Mix (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Midori Green Advance DNK boja (Nippon Genetics, Dueren, Njemacka)

agaroza (Merck, Darmstadt, Njemacka)

TAE-pufer (Merck, Darmstadt, Njemacka)

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

standardi za proteinsku elektroforezu, 2-212 kDa (BioLabs, Engleska)

amonijev persulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka)
N,N’-metilenbisakrilamid (Fluka, Buchs, Svicarska)

akrilamid (Fluka, Buchs, Svicarska)

B-merkaptoetanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)

natrijev dodecilsulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka)
N, N, N’, N’-tetrametil etilendiamin (Serva, Heidelberg, Njemacka)

glicin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen,
Njemacka)
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3.2. Metode rada
3.2.1. Izolacija i identifikacija mikroorganizama uzro¢nika zdravstvene neispravnosti hrane

Izolacija i identifikacija bakterija koje uzrokuju zdravstvenu neispravnost hrane iz uzoraka ribe

i Skoljkasa provedena je primjenom klasi¢nih mikrobioloskih i fenotipskih metoda (tablica 2).

3.2.1.1. Mikrobioloske metode

Mikrobioloske metode izolacije mikroorganizama obuhvacale su homogenizaciju, pripremu
serije decimalnih razrijedenja i nacjepljavnje na selektivne podloge. 10 g svakog uzorka sterilno
je preneseno u tikvicu s 90 ml fizioloske otopine. Nakon homogenizacije napravljena je serija
od 6 razrjedenja te je 0,1 ml svakog razrjedenja nacijepljeno na selektivne podloge. Zatim su
uzorci inkubirani 48 sati pri 37 °C. Pokus je proveden u tri paralele, u aerobnim i anaerobnim
uvjetima. Nakon 48 sati, pomoc¢u mikrobioloske uSice porasle kolonije su precijepljene na
svjeze selektivne podloge 1 opet inkubirane 48 sati pri 37 °C. Nakon toga su izolati precijepljeni

u 10 ml sterilne tekuce i na kose podloge 1 inkubirani 48 sati pri 37 °C.

3.2.1.2.Fenotipske metode
API 20E

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na VRBG agaru u obliku kolonija anaerobno kroz 24
sata pri 37 °C. Nekoliko identi¢nih kolonija s VRBG agara je pomocu mikrobioloske uSice
dodano u kivetu koja sadrzi API 20E medij. Tako pripremljenom suspenzijom napunjene su
epruvetice API 20E stripa koji je zatim inkubiran 18 sati pri 36 °C, nakon ¢ega su ocitani
rezultati. Biokemijski profil se identificirao pomocu programa na racunalu koji sadrzi bazu

podataka (V 4.1).

API Listeria

API Listeria sistem se sastoji od sljede¢ih 10 testova: diferencijacije izmedu L. innocua i
L. monocytogenes, temeljenog na prisutnosti ili odsutnosti arilamidaze (DIM test), hidrolize
eskulina, prisutnosti a-manozidaze, te proizvodnje kiseline od D-arabitola, D-ksiloze, L-
ramnoze, a-metil-D-glukozida, D-riboze, glukoza-1-fosfata i D-tagatoze. Nekoliko kolonija
uzeto je uSicom s PALCAM agara i suspendirano u 2 ml sterilne destilirane vode do 0.5 McF.

Bakterijska suspenzija je nakapana u 10 epruvetica (100 ml za DIM test i 50 ml za druge
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parove). Nakon toga se strip inkubirao pri 37 °C tijekom 18 do 24 sata. Nakon inkubacije, jedna

kap ZYM B (dobivena od proizvodaca) dodana je na DIM test te se pustilo da reagira tijekom

3 min; te su nakon toga ocitane sve reakcije. Reakcije su odredene prema promjenama boje

sukladno uputama proizvodaca.

Tablica 2. Klasi¢ne mikrobioloske i biokemijske metode za izolaciju i identifikaciju

mikroorganizama uzro¢nika zdravstvene neispravnosti hrane

Mikroorganizmi Metoda Hranjivi medij | Uvjeti uzgoja API test
(aerobno i
anaerobno)
Aerobne mezofilne HRN EN ISO 4833- Hranjivi agar 37 °C )
bakterije 2:2013 (Biolife)
24-48 h
Enterobacteriaceae HRN ISO 21528- VRBG (Biolife) 37°C
22017 API 20E
' 24-48 h
Escherichia coli ISO 16649-2:2001 RAPID E. coli 37°C
(Biolife) 2448 h API 208
o stenia | 15011200-1:2017 | Fraser, Palcam 37°C API Listeria
yiod (Biolife) 48-72 h
Sulfitoreduciraju¢i | HRN EN ISO 26461- | Sulfitni agar, 37 °C i
klostridiji 2:2008 (Biolife) 24-48 h
Psudomonas NF EN ISO 6887, Cetrimid agar 37 °C AP 20E
aeruginosa 2004 (Biolife) 48-72 h
salmonella sp. ISO 6579-1:2017 XIT_\I?)S(E?(J)(I);(’;) 37°C API 20E
24 -48 h
37 °C
Vibrio sp. 1SO 21872-1:2017 TCBS agar
P (Biolife) 48-72h AP1 20E
24-48 h
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3.2.2. Izolacija i identifikacija BMK iz izolata autohtone mikroflore probavnog sustava te sluzi

koze i Skrga ribe 1 Skoljkasa

Izolacija i identifikacija bakterija mlijecne kiseline provedena je klasiénim mikrobioloskim
(poglavlje 3.2.1.1.) i fenotipskim metodama (tablica 3). Osim fenotipskih metoda, izolati BMK
su dodatno potvrdeni spektrometrijom masa MALDI TOF/TOF, dok je soj s najboljim
karakteristikama L. plantarum O1 dokazan na razini gena primjenom AFLP geneticke metode
te proteomikom primjenom kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa uz ionizaciju
elektrorasprSenjem (LC-MS ESI).

Tablica 3. Klasi¢ne mikrobioloske i biokemijske metode za izolaciju i identifikaciju bakterija

mlije¢ne kiseline

Uvjeti uzgoja
Mikroorganizmi Metoda Hranjivi medij (aerobno i AP test
anaerobno)
Bakierije mlijeéne | o 197011005 MRS agar 30°C | ApI50CHL
kiseline ' M17 agar AP STAPH
(Biolife)

3.2.2.1. Fenotipske metode
API 50 CHL

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na MRS agaru u obliku kolonija anaerobno kroz 24
sata pri 37 °C. Pomoc¢u mikrobioloske usice se u kivetu koja sadrzi API 50 CHL medjij, dodalo
nekoliko identi¢nih kolonija s MRS agara. Gustoc¢a inokuluma mjerena je u denzimatu, a mora
biti 2 McF. Pripremljena suspenzija se nakapala u epruvetice API 50 CH V5.1 stripa koji sadrzi
49 razlic¢itih ugljikohidrata. U sve epruvetice nakapalo se i mineralno ulje kako bi se osigurali
anaerobni uvjeti, te je provodena inkubacija pri 37 °C kroz 48 sati, nakon ¢ega su ocitani
rezultati. Pozitivni testovi su on, kod kojih je doslo do promjene boje u zuto, uslijed acidifikacije
i prisutnosti bromkrezol purpurnog indikatora. Biokemijski profil je identificiran pomocéu
programa na racunalu koji sadrzi bazu podataka (V 5.1). Razina pouzdanosti izrazena je kao
izvrsna (> 99.9%), veoma dobra (> 99.0%), dobra (> 90.0%), prihvatljiva (> 80%) ili
neprihvatljiva identifikacija (< 80%).
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API STREP

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na M17 agaru u obliku kolonija anaerobno kroz 24
sata pri 37 °C. Nekoliko identi¢nih kolonija s M17 agara se pomoc¢u mikrobioloske usice dodalo
u kivetu koja sadrzi API STREP medij. Gusto¢a inokuluma mjerena je u dezimatu i mora
iznositi 4 McF. Tako pripremljenom suspenzijom napunjene su epruvetice APl STREP stripa
koji sadrzi 20 razli¢itih ugljikohidrata. Mineralno ulje nakapano je u epruvetice u kojima se
provode testovi koji zahtijevaju anaerobne uvijete. APl STREP strip je inkubiran 48 sati pri 37
°C nakon Cega su ocCitani rezultati. Biokemijski profil je identificiran pomocu programa na

racunalu koji sadrzi bazu podataka (V 7.0).

3.2.2.1.1. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Uzorci ukupnih i povrsinskih proteina izolata BMK su pripremljeni tako da je volumenima od
15 ul SDS ekstrakata proteina dodano 5ul pufera za uzorke za elektroforezu po Laemmli-u (50
mM Tris-HCI pH 6,8; 2 mM EDTA I11; 2 % SDS; 10 % glicerol; 0,001 % bromfenol plavo i 5
% -merkaptoetanol). Uzorci su prokuhani 2-3 min te naneseni na 10% poliakrilamidne ploce za
elektroforezu. Poliakrilamidne ploce za elektroforezu sastoje se od gornjeg gela za sabijanje i
donjeg gela za razdvajanje. Sastav gela za sabijanje je: 4,5 % akrilamida, 0,12 % N, N' -
metilenbisakrilamida, 0,1 % SDS-a, 0,075 % N, N, N', N'- tetrametiletilendiamina (TEMED) i
7.5 % amonijevog persulfata (APS) u 0,5 M Tris-HCI puferu pH 6,8. Sastav 10 % gela za
razdvajanje je: 10 % akrilamida, 0,3 % N, N' - metilenbisakrilamida, 0,1 % SDS-a, 0,05 %
TEMED i 5 % APS u 1,5 M Tris-HCI puferu pH 8,8. Elektroforeza je provedena u puferu za
elektroforezu (25mM TRIS-glicin) a zaustavljena je kada je boja dosegnula rub ploce. Bojanje
gela na proteine provedeno je u 0,1 %-tnoj Coomassie Brilliant Blue G-250 s 50 % etanola i 7
% octene kiseline kroz najmanje 3 sata. Nakon bojenja, gel je inkubiran u 7 %-tnoj octenoj
kiselini do obezbojenja pozadine.

3.2.2.1.2. 1zolacija povrSinskih proteina s bakterijskih stanica

Prekono¢ne bakterijske kulture, koncentrirane centrifugiranjem pri 10 000 rpm tijekom 5 min i
dva puta isprane sterilnom destiliranom vodom, resuspendirane su u 50 ul 1%-tne otopine SDS-
a. Tako resuspendirane stanice, prokuhane su 10 min. te ponovno centrifugirane pri 9 000 rpm

kroz 5 min, a supernatant je podvrgnut SDS-poliakrilamidnoj gel-elektroforezi (SDS-PAGE).
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3.2.2.1.3. Izolacija ukupnih stani¢nih proteina

Prekonoéne bakterijske kulture centrifugirane su pri 9 000 rpm tijekom 15 min. Stanice su
isprane sterilnom otopinom natrijeva klorida (0,9 %), ponovno centrifugirane i resuspendirane
u 100 pl sterilne otopine natrijeva klorida kojoj je dodan 1 g staklenih kuglica (r = 2 mm).
Suspenzija je izmijeSana na vibromje$acu kroz 4 min (30 s mijeSanja — 30 s hladenja u ledu), a
zatim tretirana s 1 ml 10 % otopine SDS-a. Uzorci su prokuhani 10 min, ohladeni u ledu (3-4
min) i centrifugirani pri 9 000 rpm tijekom 15 min. Nakon S$to je odredena koncentracija

proteina u supernatantu, provedena je SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE).

3.2.2.2. Geneticke metode
3.2.2.2.1. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)-Polimorfizam duzine umnozenih

fragmenata

Izolacija i umnazanje DNK iz L. plantarum O1 provedeno je AFLP metodom u BCCM/LMG
identifikacijskom servisu (Gent, Belgija).

3.2.2.3. Proteomicke metode
3.2.2.3.1. MALDI TOF/TOF

Analiza izolata BMK je provedena na spektrometru masa MALDI TOF/TOF 4800 Plus

analyzer u Centru za proteomiku i spektrometriju masa Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.

Priprema lizata stanica i izolacija proteina

Bakterijske stanice su se odvojile od tekuce hranjive podloge centrifugiranjem 20 min pri 2000
rpm. Na talog stanica se dodao 25 mM natrijev hidrogen karbonatni pufer koji u sebi sadrzi
0,1 % Triton X-100 te je uslijedio korak lize stanica staklenim kuglicama. Nakon lize stanica
uslijedio je korak inkubacije uzoraka 1 min pri 95 °C kako bi se inaktivirale endoproteaze.
Zatim je uzorak stavljen na centrifugiranje 20 min na 7000 rpm pri 4 °C kako bi odvojio stani¢ni
lizat od netopivih stani¢nih dijelova. Nakon centrifugiranja izdvojen je supernatant i izmjerena
mu je koncentracija proteina po metodi Bradford.

Na 100 pl otopine proteina dodan je volumen tripsina (1 mg/ml) tako da kona¢ni maseni omjer

tripsina 1 proteina u uzorku bude 1:50. Digestija proteina odvijala se preko no¢i pri 37 °C.
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Derivatizacija uzoraka

Nakon digestije uzorci su posuseni u vakuum centrifugi pri 40 °C te je nakon susenja uslijedio
korak obiljezavanja N-kraja peptida s 5-formil-1,3-benzenedisulfoni¢cnom kiselinom
dinatrijevom soli hidrat 4-sulfofenil-izotiocijanta (CAF-/CAF+ reagensom). Na posuSene
uzorke je dodano 30 ul otopine CAF-/CAF+ reagensa* te su peptidi resuspendirani u reagensu.
Tako pripremljena smjesa je podvrgnuta mikrovalovima jakosti od 180 W u mikrovalnoj
pecnici tijekom 8 minuta. Nakon derivatizacije peptidi su procis¢eni na koloni i posuseni u
vakuum centrifugi pri 40 °C.

*CAF-/CAF+ reagens je zasti¢en patentom PCT/HR2011/000019

Separacija peptida kapilarnom tekucinskom kromatografijom

Na posusene uzorke je dodano 25 ul 0,1 %-tne mravlje Kiseline, peptidi su resuspendirani u
otopini 1 preneseni u mikroviale. Za separaciju peptida koriSten je CapLC sustav s UV/VIS
detektorom koji je povezan s Tempo™ LC MALDI sustavom za frakcioniranje direktno na
MALDI plocicu. Separacija peptida provodila se na koloni Inertsil WP300-C8 pri 40 °C,
protoku od 2 pl min i volumenu injektiranja od 5 pl. Mobilne faze koje su koristene su mobilna
faza A koja se sastojala od 2 % acetonitrila/ 0,1 %- tne mravlje kiseline i mobilna faza B koja
se sastojala 98 % acetonitrila/ 0,1 %-tne mravlje kiseline. Koristena je metoda u trajanju od 55
min s gradijentalnom elucijom u trajanju od 30 min pri ¢emu faza B raste od 5 % do 80 % te se
zatim uvjeti na koloni vracaju na pocetno stanje. Eluirani peptidi su detektirni pri UV
absorbaniciji od 280 nm. Frakcioniranje i mije$anje eluiranih peptida s matricom (a-Cijano-4-
hidroksicimetna kiselina, 3 mg/ml u 50 %-tnoj vodenoj otopini acetonitrila) provodilo se
koristenjem automatskog Tempo™ LC MALDI sustava pri protoku od 2 ul min™. Parametri

analize prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Parametri analize MALDI TOF/TOF

Tip analize MS- MS/MS- MS/MS+
Detekcija iona Negativna Negativna Pozitivna
Zrcalo Reflektron Reflektron Reflektron
Broj
1000 2000 2000
snimaka/spektru
Raspon masa/Da 1000-4000 9-3833 9-3833
Vrijeme odziva/ns 200 200 200
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Identifikacija proteina

Za identifikaciju derivatiziranih peptida je koristen ProteinReader pretrazivac¢ koji omogucava
de novo sekvenciranje peptidnih sekvenci iz MS/MS™ i MS/MS™ spektara. Koriste¢i BLASTp
alat za sravnavanje sekvenci pretrazena je ntNCBI baza podataka. Pretrazivac ProteinReader je

razvijen na Institutu ,,Ruder Boskovic¢*.

3.2.2.3.2. LC-MS ESI (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry Electrospray lonisation)-

tekuc¢inska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa uz ionizaciju elektrorasprsenjem

S ciljem dodatne potvrde identifikacije izolata, priprema stanica L. plantarum O1 i digestija
napravljena je sljedec¢i upute iz poglavlja 3.2.2.3.1. Nakon digestije, uzorak je osuSen u
koncentratoru (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) i otopljen u 10 ul 0,1 %-tne mravlje kiseline.
Uzorak je analiziran na spektrometru masa visoke rezolucije ESI-Q-TOF Synapt G2-Si
(Waters, Milford, MA, SAD) koji je bio vezan s teku¢inskim kromatografom nanoACQUITY
UPLC (Waters, Milford, MA, SAD). Instrumentalni parametri podeSeni su koriStenjem
software-a MassLynx verzije 4.1. SCN902 (Waters, Milford, MA, SAD). Peptidi su radvojeni
na analiti¢koj koloni nanoAcquity UPLC 1,7 pum BEH130 Cig, 100 pm x 100 mm (Waters,
Milford, MA, SAD) uz koristenje pretkolone UPLC 2G-V/M Trap 5 pm Symmetry Cis, 180
um x 20 mm (Waters, Milford, MA, SAD). Injektirano je 1 ul uzorka. Uvjeti 65-minutnog
gradijentnog ispiranja primijenjenog za optimalno razdvajanje triptickih peptida
kromatografijom obrnutih faza opisani su u tablici 5. Pokretna faza A bila je vodena otopina
mravlje kiseline (0,1 %; ¢), a pokretna faza B vodena otopina 0,1 % mravlje kiseline i 95 %

acetonitrila (¢). Protok je iznosio 1 pl min™, a temperatura kolone bila je 40 °C.

Tablica 5. Uvjeti gradijenta za razdvajanje triptickih peptida

vrijeme (min) % A % B
pocetno 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 MSE pristupom. 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. Podaci su prikupljani
svake sekunde u podrucju masa 50 — 3000 Da. Tijekom analize uzoraka koriSten je stalni protok
leucin-enkefalina (1 ng ul, protok 0,4 pul min*, [M+H]* = 556,2771 Da) s ciljem korigiranja
to¢nosti masa. Pretragom je dobiveno 51.415 MS2 spektara u proteinskoj bazi podataka

GenBank "nr". Najboljih 407 MS2 spektara je koristeno za identifikaciju soja.
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3.2.3. Karakterizacija izolata bakterija mlijecne kiseline
Priprema suspenzije bakterijskih stanica

Za karakterizaciju izolata BMK, prekono¢ne bakterijske kulture centrifugirane su pri 10 000
rpm. Stanice su isprane sterilnom otopinom natrijevog klorida (0,5 %), ponovno centrifugirane
I resuspendirane u sterilnoj otopini natrijevog Kklorida (0,5 %). S pripljenom suspenzijom
obavljene su analize prezivljavanja u razli¢itim rasponima tempereature i pH te ispitivanje
antimikrobne aktivnosti.

Za in situ pokuse prezivljavanja u morskoj vodi i gastrointestinalnom traktu ribe te adhezije na
sluz ribe, nakon prekonoénog uzgoja, dobiveni talog stanica je ispran s 1 ml puferirane otopine
fosfatnih soli (Phosphate Buffer Saline-PBS; pH 7,2), ponovno centrifugiran i resuspendiran u

200 pl iste otopine.

3.2.3.1. Prezivljavanje bakterija mlijecne kiseline pri razli¢itim temperaturama

Izolirani sojevi bakterija mlijecne kiseline nacijepljeni su u MRS bujon i1 uzgojeni pri razlicitim
temperaturama (4 °C, 13 °C, 28 °C, 37 °C, 45 °C, 60 °C) tijekom 24 h. Broj poraslih kolonija

odreden je indirektnom metodom.

3.2.3.2. Prezivljavanje bakterija mlijecne kiseline pri razli¢itim pH vrijednostima

Suspenzija stanica pripremljena je kao §to je opisano u poglavlju 3.2.3. iznad i inokulirana u
MRS bujon kojem je prethodno podesena pH vrijednost (2, 4, 6) te su uzorci inkubirani preko

noc¢i na 37 °C. Broj poraslih kolonija odreden je indirektnom metodom.

3.2.3.3. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Iz uzoraka koji su sadrzavali bakterijske stanice pripravljena su decimalna razrjedenja u
sterilnoj vodi i nacijepljena na Petrijeve zdjelice s MRS agarom. Nakon 48 h inkubacije pri

37 °C, izbrojane su porasle kolonije i proracunat broj zivih stanica po mililitru uzorka.

3.2.3.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti bakterijskih izolata

Antimikrobna aktivnost izolata bakterija mlijecne Kiseline ispitana je turbidimetrijskom
metodom na test mikroorganizmima: Escherichia coli 3014, Staphylococcus aureus 3048,
Proteus mirabilis 3008, Pseudomonas aeruginosa 3024, Listeria monocytogenes ATCC 23074,
Vibrio sp. i Aeromonas hydrophila JCM 1027.
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3.2.3.4.1. Priprava bakterija mlijecne kiseline za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Kulture bakterija mlije¢ne kiseline uzgojene su preko no¢i u MRS bujonu i centrifugirane 15

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

3.2.3.4.2. Turbidimetrijska metoda

U jazice mikrotitarske ploCice dodano je 240 pl supernatanata odredenog bakterijskog izolata i
10 pl test mikroorganizma prethodno uzgojenog u hranjivom bujonu. Supernatant BMK je
prethodno neutraliziran s 1M NaOH kako bi se izbjegnuo inhibitorni u¢inak mlije¢ne kiseline.
Antibakterijsko djelovanje supernatanata bakterijskih izolata na test mikroorganizme, tijekom
72 satauzgoja (2,4, 6, 24,48 172 h) pri 37 °C, odredivano je spektrofotometrijskim mjerenjem
prividne apsorbancije pri valnoj duljini 620 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica (Tecan,
Austrija). Razlika u prividnoj apsorbanciji kontrole (nacijepljen hranjivi bujon s test
mikroorganizmom bez dodanog supernatanata bakterijskog izolata) i uzoraka s dodanim
supernatantom bakterijskog izolata mjera je inhibicije rasta test mikroorganizma. Slijepe probe
su bili uzorci pripremljeni bez dodatka mikroorganizama (Frece i sur., 2010a). Stupanj

inhibicije odreden je prema izrazu: Stupan;j inhibicije (%) = (1- A1/Ao)*100 (Frece i sur., 2009).

3.2.3.5. Ispitivanje prisutnosti bakteriocina

3.2.3.5.1. lzolacija deoksiribonukleinske kiseline (DNK) za odredivanje prisutnosti

bakteriocina

Ukupna genomska DNK L. plantarum O1 izolirana je iz bakterijske kulture s NucleoSpin,
Microbial DNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka), slijedeci preporuke proizvodaca.

3.2.3.5.2. Oligonukleotidi

Za potrebe odredivanja prisutnosti bakteriocina sintetizirano je osam razli€itih oligonukleotida
koji su prikazani u tablici 6. KoriSteni su kao pocetnice u lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR).

Proizvodac navedenih oligonukleotida je “Metabion” (Njemacka).
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Tablica 6. Pocetnice koriStene za lan¢anu reakciju polimeraze (PCR) za amplifikaciju gena koji

su odgovorni za biosintezu plantaricina

Pocetnice Sekvenca Temperatura
sparivanja/°C
PInA-for S'-ATGAAAATTCAAATTAAAGGTATGAAGC-3'
PInA-rev 5-TTACCATCCCCATTTTTTAAACAGTTTC-3' >3
PInEF-for 5'-GGCATAGTTAAAATTCCCCCC-3'
PINEF-rev 5'-CAGGTTGCCGCAAAAAAA G-3' 232
PInNC8-for 5-GGTCTGCGTATAAGCATCGC-3'
PINNC8-rev | 5-AAATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC-3' 60
PInW-for 5-TCACACGAAATATTCCA-3
PInW-rev 5'-GGCAAGCGTAAGAAATAAATGAG-3' >

3.2.3.5.3. Detekcija gena za sintezu bakteriocina lan¢anom reakcijom polimeraze

Za sintezu zeljenog fragmenta DNK bile su potrebne dvije oligonukleotidne pocetnice
komplementarne 3’-krajevima, DNK koja se umnozava (DNK-kalup), deoksiribonukleozid-
trifosfati (ATP; CTP; GTP i1 TTP; sva cetiri u jednakim koncentracijama) i termorezistentna
DNK polimeraza s odgovaraju¢im puferom. Kao DNK-kalup koristena je cjelokupna DNK L.
plantarum O1 izolirana kao $to je to opisano u poglavlju 3.2.3.5.1. Reakcijska smjesa volumena
25 wl bila je slijedeceg sastava: 12,5 pl HotStarTaq Plus master Mix Kit, 1 pl P1 (for), 1 pl P2
(rev), 2,5 pl Midori Green Advance DNK boje, 1 pl DNK i 7 pl sterilne H20. Amplifikacija
DNK PCR metodom provedena je u DNK-termobloku, Mastercycler personal (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka). Postupak je bio sljedeci: denaturacija na 95 °C tijekom 5 min, nakon
cega je slijedilo 30 ciklusa denaturacije na 94 °C tijekom 30 s, komplementarno sparivanje
pocetnica na specificnoj temperaturi tijekom 1 min te polimerizacija 1 min na 72 °C. Dobiveni

uzorci fragmenta analizirani su elektroforezom u gelu agaroze (poglavlje 3.2.3.5.4).
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3.2.3.5.4. Elektroforeza u gelu agaroze

Elektroforeza DNK L. plantarum O1 provedena je u 1 % agaroznom gelu pripremljenom s
TAE-puferom (40 mmol/L TRIS-HAc pH 8,0; 1 mmol/l EDTA). Elektroforeza je provedena
pri naponu 5 V/cm gela, a po njenom zavrSetku gel je uronjen u otopinu etidij-bromida na 15
minuta, nakon ¢ega su vrpce DNK vizualizirane pomo¢u UV svjetla na transiluminatoru

(Hoefer, Macrovue UVis-20).

3.2.3.5.5. LC-MS ESI (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry Electrospray lonisation)-

tekuc¢inska kromatografija spregnuta spektrometrijom masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem

Potvrda prisutnosti bakteriocina kod L. plantarum O1 napravljena je pomo¢u LC-MS/ ESI kako
je opisano u poglavlju 3.2.2.3.2. Peptidi su identificirani vezanim sustavom nano-tekucinske
kromatografije i spektrometrije masa te pretragom ne-redunantne baze podataka proteinskih

sekvenci americkog Nacionalnog Centra za biotehnoloske informacije (NCBI).

3.2.3.6. Ispitivanje osjetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike metodom difuzije na krutim

hranjivim podlogama

Prekonoc¢na bakterijska kultura (100 pl), ¢ija se osjetljivost ispituje, nacijepljena je u epruvetu
koja sadrzi 12 ml MRS agar hranjive podloge koja je prethodno otopljena i ohladena na 50 °C.
Inokulirana podloga izlivena je u Petrijeve zdjelice. Kada se hranjiva podloga skrutnula,
sterilnom pincetom naneSeni su filter diskovi s antibioticima. Ispitana je antibioticka
rezistencija izolata na 12 razli¢itih antibiotika: kanamicin, meticilin, neomicin, eritromicin,
tobramicin, ampicilin, streptomicin, gentamicin, kloramfenikol, rifampicin, vankomicin i
tetraciklin. Petrijeve ploce su inkubirane pri 37 °C preko noci, nakon Cega je slijedilo mjerenje

promjera zona inhibicije, ukljucujuéi i promjer diska.

3.2.3.7. Odredivanje biogenih amina pomocu selektivnih podloga

Kako bi se provjerilo da li bakterijski izolati proizvode histidin dekarboksilazu odnosno tirozin
dekarboksilazu, sojevi su prethodno uzgojeni na MRS agaru a zatim inokulirani na DA-H i
DA-T ploce s histidinom tj. tirozinom. Mediji su napravljeni prema Joosten i Northolt (1989).
Inkubacija je provedena anaerobno na 37 °C tijekom 5 dana. Pozitivan rezultat su ljubicaste tj.

prozirne zone oko poraslih kolonija.
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3.2.3.8. Hemoliticka aktivnost

Bakterijski izolati nacijepljeni su na plo¢e s krvnim agarom i inkubirani na 30 °C tijekom 24-

48 h. Prozirne zone oko poraslih kolonija znak su da je doslo do hemolize krvi.

3.2.3.9. Prezivljavanje probiotickih sojeva tijekom liofilizacije

Bakterijske kulture uzgojene na MRS hranjivoj podlozi su centifugirane (4000 rpm/ 10 min),
isprane sterilnom destiliranom vodom i resuspendirane u obranom mlijeku (10 %). Tako
priredene suspenzije stanica zamrznute su na -20 °C preko no¢i, a zatim su liofilizirane u
liofilizatoru (model Alpha 1-2 LD Plus; Christ, Osterode am Harz, Njemacka) tijekom noci.
Prezivljavanje stanica nakon procesa liofilizacije odredeno je indirektnom metodom (poglavlje
3.2.3.3)).

3.2.3.10. Prezivljavanje bakterijskih izolata u in situ uvjetima
3.2.3.10.1. Prezivljavanje bakterijskih izolata u zu¢nim solima ribe

Za dobivanje zuci, zdravi lubini zrtvovani su 72 h nakon posljednjeg hranjenja. Lateralnim
rezom je otkrivena peritonealna Supljina i Zu¢ni mjehur se vizualno identificirao. Zué je
asepticki prikupljena punkcijom mjehura. Bakterijska suspenzija je pripremljena kako je
opisano u poglavlju 3.2.3. Jedan mililitar bakterijske suspenzije (10’ CFU/mI) inokuliran je u
10 ml sterilnog PBS pH 7,2 (kontrola) ili u sterilni PBS (pH 7,2) koji sadrzi 10 % (v/v) riblje
zuci (Nikoskelainen et al., 2001). Jedan mililitar svake suspenzije je uzet odmah (0 h) 1 nakon

1,5 hna 18 °C. Broj zivih bakterija odreden je indirektnom metodom (poglavlje 3.2.3.3.).

3.2.3.10.2. Prezivljavanje bakterijskih izolata u Zelu¢anom soku ribe

Priredena suspenzija bakterijskih stanica inokulirana je (10 CFU/ml) u Zeludani sadrzaj
dobiven punkcijom Zeluca lubina ili u fiziolosku otopinu pH 6 (kontrola). Nakon inkubacije na
18 °C tijekom 1,5 h, broj poraslih kolonija odreden je indirekthom metodom (poglavije
3.2.3.3).
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3.2.3.10.3. Prezivljavanje bakterijskih izolata u morskoj vodi

Bakterijske kulture uzgojene su u MRS bujonu tijekom 16 h te su centrifugirane 5 min na 6 000
rpm pri 4 °C. Talog stanica ispran je dva puta u sterilnom PBS puferu (pH 7,2) i resuspendiran
u manjem volumenu istog pufera (200 pul). BMK izolati su inokulirani
(107 CFU/ml) u filtriranu (0,22 pm) i autoklaviranu (121 °C, 15 min) morsku vodu (100 ml) i
inkubirani na 18 °C tijekom 7 dana. Alikvoti (1 ml) su uzimani nakon 0 h, 2 h, 6 h, 24 h, 48h i
7. dan te je broj poraslih kolonija odreden indirektnom metodom (poglavlje 3.2.3.3.).

3.2.3.10.4. Test adhezije bakterijskih izolata na sluz svjeze ribe

Uzorci sluzi su dobiveni iz Cetiri jedinke lubina prosjesne tjelesne mase 400 g, neposredno
nakon Zrtvovanja prema postupku Cohen i Laux (1995). Sluz je dobivena blagim struganjem
povrsine ribe gumenom cetkicom 1 stavljena u malu koli¢inu fosfatnog pufera pH 7,2. Sluz s
koze je sakupljena s cijelog tijela ribe, a uzorci sluzi pohranjeni su u alikvotima od 1 ml na -20
°C do upotrebe.

Sposobnost bakterijskih izolata da adheriraju na povrSinsku sluz procijenjena je primjenom
mikrotitarske plo¢ice s 96 jazica koja je prethodno presvucena s ribljom sluzi. Plo¢ica je
presvucena sa 150 pl uzorka sluzi 1 inkubirana preko no¢i na 4 °C. Nakon toga jaZice su isprane
s PBS-om radi uklanjanja nevezane sluzi. Svakoj jazici dodano je 100 pl svjezeg BMK izolata
(~ 1.0x108 CFU/mI). Nakon 1 h, ispiranjem s PBS-om uklonjene su nevezane bakterije a
pri¢vrS¢ene bakterije su fiksirane tijekom 20 min na 60 °C i obojane kristal violetom tijekom
45 min. JaZice su potom isprane s PBS puferom kako bi se uklonio viSak boje. Boja koja je
ostala vezana na bakterijskim stanicama otpustena je ispiranjem sa 100 ul 20 mM acetatnog
pufera, pH 4,3. Ukupno bakterijsko vezanje odredeno je pomocu opticke gusto¢e (OD) na
valnoj duljini od 600 nm na c¢itacu mikrotitarskih ploc¢ica (model Sunrise, Tecan, Grodig,
Austrija) a postotak bakterijskih stanica vezanih na sluz izracunat je dolje navedenom formulom
(Geraylou et al., 2014).

AC(%) = E=22 5 100 (1)

0
gdje je:
AC: kapacitet adhezije (%)
Acw: absorbancija kontrolnog uzorka (obojana sluz)
Ao: vrijednost absorbancije koristenog BMK soja (102 CFU/ml)

Al: vrijednost absorbancije BMK soja vezanog na sluz
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3.2.4. Statisticka obrada podataka

Svi pokusi provedeni su u triplikatu. Za statisticku obradu podataka koristen je program
STATISTICA v.7.1. za Windows 10 (Stat-Soft, Tulsa, OK, SAD). Prije statisticke obrade
rezultati dobiveni u istrazivanjima su pripremljeni i uredeni u programu Microsoft Office Excel

2013.
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4. REZULTATI



4.1. 1zolacija te fenotipska i genotipska identifikacija mikrobne populacije

Tijekom ljetnog i zimskog perioda prikupljeni su uzorci svjeze orade, lubina, kamenica i dagnji
iz kojih je potom klasi¢nim mikrobioloskim metodama izolirana trenutno prisutna mikrobna
populacija (tablice 7-14). U uzorcima u kojima je zabiljezena prisutnost bakterija mlije¢ne
kiseline identificirano je Sest autohtonih izolata. Biokemijskim API testovima dobiveni su
fermentacijski profili izoliranih bakterijskih izolata s vrlo visokom razinom identifikacije
(identifikacija vrste s ID u rangu od 98 do 99,9 %) (tablice 15, 16).

Fenotipska identifikacija ispitivanih izolata provedena je i analizom povrSinskih i ukupnih
proteina natrij dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE) (slike 2-3) koja je
dodatno potvrdena spektrometrijom masa MALDI-TOF/MS.
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Tablica 7. Mikrobioloska analiza uzoraka lubina tijekom zimskog perioda (CFU/g)

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.
Salmonella sp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Enterobacteriaceae 8,7 £0,67x10% | 7,5+0,70x10' | 9,2 +0,63x10% | 8,8 +0,6x10' | 6,9 +0,67x10!
Sulfitoreducirajuci n.d. 1,240,50x10% n.d. n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 2,7+0,70x10* n.d. n.d. n.d. n.d.
Aerobne mezofilne 2,7 40,84x10% | 4,240,8x10% | 1,5+0,65x10° | 2,2 +0,74x103 | 3,8 +0,68x10°
bakterije
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Bakterije mlijecne n.d. 9,040,65x102 n.d. n.d. n.d.
kiseline
n.d.-nije dokazano
Tablica 8. Mikrobioloska analiza uzoraka lubina tijekom ljetnog perioda (CFU/g)
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.
Salmonella sp. n.d. n.d. 4.2 +0,57x102 n.d. 2,6 £0,6x10°
Enterobacteriaceae 6,9+0,63x10° | 4,7 +0,59x10* | 3,7 +£0,61x10* | 1,3 +0,7x10° | 5,8 +0,82x10°
Sulfitoreduciraju¢i n.d. n.d. 2,5 +0,65%10° | 4,5 +0,73%10° n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 4,3+0,73x10° 2,7+0,70x102 5,6+0,55%x10* n.d. 7,7+0,58%102
Aerobne mezofilne | 2 3.1082x105 | 2,940,74x10°5 | 1,8+0,6x10° | 7,3 £0,72x10% | 8,1 £0,56x10°
bakterije
P. aeruginosa n.d. 7,3£0,65%x10° | 5,3+0,57x10* n.d. n.d.
Bakterije mlijecne 4,6+0,63%105 | 9,040,65x102 | 6,3+0,61x10% n.d. 3,240,59%105

kiseline

n.d.-nije dokazano
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Tablica 9. Mikrobioloska analiza uzoraka orade tijekom zimskog perioda (CFU/g)

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.
Salmonella sp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Enterobacteriaceae 3,5+0,7x101 | 5,6+0,73x10* | 9,3 +0,66x10* | 7,2+0,57x10* | 8,3 +£0,65x10!
Sulfitoreducirajuéi n.d. n.d. n.d. 4.24+0,63x10! n.d.
klostridiji
Vibrio sp. n.d. n.d. 1,840,75%10! n.d. n.d.
Aerobne mezofilne 3,2 £0,65%10 | 4,7+0,76x103 | 6,3 £0,66x102 | 3,6 £0,73x10% | 2,5 +0,64x103
bakterije
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Bakterije mlijecne n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kiseline
n.d.-nije dokazano
Tablica 10. Mikrobioloska analiza uzoraka orade tijekom ljetnog perioda (CFU/g)
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.
Salmonella sp. n.d. 5,7 £0,5%102 n.d. n.d. 8,1 £0,63x10?
Enterobacteriaceae 1,6+0,6x10° 3,3+0,59x10% | 4,7 +0,61x10% | 5,940,7x10* | 7,1 +£0,74x108
Sulfitoreducirajuéi n.d. 6,8 £0,6x10* n.d. n.d n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 2,60,7x102 n.d. 4,9+0,58x10% n.d. 6,440,6x10°
Aerobne mezofilne 4,6 £0,75x10* | 5,3+0,69x10° | 2,8 +£0,66x10° | 4,7 +0,7x10% | 7,3 +£0,54x10°
bakterije
P. aeruginosa n.d. 3,6+0,63x10° n.d. 5,8+0,59%10° n.d.
Bakterije mlijecne 9,3%0,61x10° n.d. 5,8+0,59x10" n.d. 7,220,6x10*

n.d.-nije dokazano
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Tablica 11. Mikrobioloska analiza uzoraka dagnji tijekom zimskog perioda (CFU/g)

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.
Salmonella sp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E. coli n.d. 2,5+0,63x102 | 1,9+0,55x10? n.d. n.d.
(/100 g mesa)
Sulfitoreducirajuéi n.d. 1,6£0,70x10%2 | 2,3+0,66x10? n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. n.d. 42 +047x10* | 3,6+0,6x10" n.d. n.d.
Aerobne mezofilne 2,6 £0,80x10° | 3+0,88x102 | 2,7+0,75x10% | 3,3+0,69x10° | 3,1+0,83x10°
bakterije
P. aeruginosa 3,6+ 0,69x10% | 4,4+ 0,80x10% | 2,4+0,78x10° | 4,8+ 0,73x102 4,1+ 0,66x10°
Bakterije mlijecne n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kiseline
n.d.-nije dokazano
Tablica 12. Mikrobioloska analiza uzoraka dagnji tijekom ljetnog perioda (CFU/g)
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.
Salmonella sp. n.d. n.d. 2,7+0,45%10? n.d. 5,5+0,39x10°
E. coli 2,7+0,58x102 | 1,8+0,62x10% | 1,9:0,55x10? n.d. 7,3+0,63x10%
(/100 g mesa)
Sulfitoreducirajuéi 4,740,74x10° | 1,6£0,70x102 | 2,3+0,66x10% | 1,2+0,45x10" n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 4,6+0,43x10° 3,9+0,27x10° 7,240,43%102 1,8+0,36x10* 4,6+0,43x103
Aerobne mezofilne 3,440,80x105 | 2,9+0,84x10° | 6,3+0,76x10* | 4,8+0,72x10° | 3,6+0,83x10°
bakterije
P. aeruginosa 2,5+ 0,66x10% | 3,5£0,77x10% | 6,3+0,59x10° | 5,6+ 0,69x10° 3,9+ 0,67x10°
Bakterije mlije¢ne n.d. n.d. 4,5+0,72x10% n.d. n.d.

kiseline

n.d.-nije dokazano
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Tablica 13. Mikrobioloska analiza uzoraka kamenica tijekom zimskog perioda (CFU/g)

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.
Salmonella sp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E. coli 2,1+0,71x102 n.d. n.d. n.d. 3,5 +0,63x10?2
(/100 g mesa)
Sulfitoreducirajuci 2,3+0,70%10? n.d. 4,1+0,59x10° n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 1,9 £0,67x102 n.d. n.d. 2,3 +£0,55%102 n.d.
Aerobne mezofilne | 55, 06108 | 2,940,9%108 | 3,1+ 0,83x10° | 3,8+0,79x102 | 3,5 0,88x10°
bakterije
P. aeruginosa 2,6+ 0,81x10% | 4,2+0,79x10? 5,4+ 0,74x10° 3,7+ 0,66x10% | 4,5+0,72x10°
Bakterije mlijecne n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kiseline
n.d.-nije dokazano
Tablica 14. Mikrobioloska analiza uzoraka kamenica tijekom ljetnog perioda (CFU/g)
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.
Salmonella sp. 2,9+ 0,76x10° n.d. n.d. 5,3+ 0,67x10* | 3,8+ 0,85x10°
E. coli 6,3+0,75x10% | 53+0,8x105 | 1,3+0,75x102 | 7,9+0,77x10* | 4,6+0,67x10°

(/100 g mesa)

Sulfitoreducirajuci 2,3+0,70x102 | 8,5+0,61x10° n.d. 4,1%0,55%10% | 9,3+0,57x10°
klostridiji
Vibrio sp. 3,540,64x104 | 4,740,62x10% | 3,9+£0,59x105 | 2,4+0,59x10% | 6,1 +0,53%10°
Aerobne mg_zofllne 2,9+ 0,84x10° | 4,7+0,92x10% | 8,2+ 0,84x10° | 5,6+0,65x10° | 4,7+ 0,82x107
bakterije
P. aeruginosa 4,9+ 0,75x10° | 6,7+0,8x10* | 3,6+0,74x103 | 6,5+0,54x10° | 55+ 0,76x10*
Bakterije mlije¢ne n.d. 3,7+ 0,75x10% n.d. n.d. n.d.

kiseline

n.d.-nije dokazano
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Tablica 15.

Rezultati identifikacije autohtonih izolata ¢istih kultura bakterija mlijecne kiseline

Oznaka | Uzorak BMK APl ID | MALDI-TOF
(%) Score
01 Orada (sadrzaj | Lactobacillus 99,9 Lactobacillus plantarum
zeluca) plantarum (2,555)
09 Orada (sadrzaj | Lactobacillus 98,7 Lactobacillus helveticus
zeluca) helveticus (2,443)
L4A Orada (sluz sa | Leuconostoc 99,1 Leuconostoc mesenteroides
Skrga) mesenteroides (2,238)
K4 Kamenice (sadrzaj | Lactobacillus 98,5 Lactobacillus plantarum
zeluca) plantarum (2,059)
D1 Dagnje Lactobacillus 99,0 Lactobacillus plantarum
(meduljusturna plantarum (2,108)
tekucina)
L2 Lubin (zeludac) Lactobacillus 64,2 Enterococcus mundtii
delbrueckii (2,336)
Tablica 16. Fermentacijski profil izoliranih izolata ¢istih kultura bakterija mlije¢ne kiseline
Ugljikohidrati Izolati Ugljikohidrati Izolati
Ol | 09| L4A | K4 | D1 01|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 - - + + -
B-metil-ksilozid - - - - |- Inulin + - - - -
Galaktoza + + + + |+ Melezitoza + - - + -
D-glukoza + + + + |+ D-rafinoza - - - - -
D-fruktoza + - + + |+ | Amidon - - - - -
D-manoza + + + + |+ | Glikogen - - - - -
L-sorboza - - - |- Ksilitol + - - - -
Ramnoza + - - - |- [-gentobioza + - + + +
Dulcitol - - - - - D-turanoza - - + - -
Inozitol - - - - - D-liksoza - - - - -
Manitol + - - + |+ D-tagatoza - - - - -
Sorbitol + - - + |- D-fukoza - - - - -
a-metil-D-manozid - - - - - L-fukoza - - - - -
a-metil-D-glukozid - - + - - D-arabitol - - - - -
N-acetil + + + + |+ L-arabitol + - - - -
glukozamin
Amigdalin + - + + |+ | Glukonat - - - - -
2-keto-glukonat + - - - |- 5-keto-glukonat - - - - -

Kratice: -: negativna reakcija, nije doSlo do promjene boje; +: pozitivna reakcija, promjena boje
u zutu u 48 sati; =: promjena boje izmedu zelene 1 Zute
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Slika 2. SDS-PAGE povrSinskih stani¢nih proteina izoliranih sojeva bakterija mlijecne
kiseline. Stupci: 1: standard proteina poznatih molekulskih masa; 2: Lactobacillus plantarum
O1; 3: Lactobacillus plantarum D1; 4: Lactobacillus plantarum K4; 5: Leuconostoc
mesenteroides L4A,; 6: Lactobacillus helveticus O9
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Slika 3. SDS-PAGE ukupnih stani¢nih proteina izoliranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline.
Stupci: 1: standard proteina poznatih molekulskih masa; 2: Lactobacillus plantarum O1; 3:
Lactobacillus plantarum D1; 4: Lactobacillus plantarum K4; 5: Leuconostoc mesenteroides
L4A,; 6: Lactobacillus helveticus O9
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4.2. Karakterizacija bakterijskih izolata

Rezultati istrazivanja sposobnosti rasta izolata ¢istih BMK pri 0 °C, 4 °C, 13 °C, 28 °C, 37 °C,
45 °C, 60 °C te u pH rasponu od 2-6 prikazani su u tablicama 17 i 18.

Tablica 17. Prezivljavanje bakterijskih izolata pri razli¢itim temperaturama u vremenu od 24 h

CFU/ml
temperatura (°C)

pocetni 4 13 28 37 45 60

izolati broj
L. plantarum O1 1,1x10° | 2,5%10° | 3,2x107 | 2x108 | 5x10° | 6x10* )
L. plantarum D1 4x10° | 6,8x10* | 7,5x10° | 1,1x10% | 3x10° | 1,9x10° i
L. plantarum K4 5%10° | 8,2x10% | 1,3x107 | 5x10° | 4x10° | 5,3x10° )
L. helveticus O9 3x10° | 3,4x105 | 1x106 4x10° 4x10° 25105 -
L. mesenteroides L4A 4x10° | 5,4x10% | 4,9x10° 2x10° 4x10° | 1,8x10° -

Tablica 18. Prezivljavanje bakterijskih izolata pri razli¢itom pH u vremenu od 24 h

CFU/mlI
izolati i p%(;zgni ? * °
L. plantarum O1 1,1x10° | 4x10% | 8x107 | 1,2x107
L. plantarum D1 4x10° | 1,4x10° | 2,3x107 | 1,5%108
L. plantarum K4 5%10° 2x108 7x107 | 5,8x107
L. helveticus O9 3x10° | 5x10% | 1,2x108 | 4,7x108
L. mesenteroides L4A 4x10° | 6,2x10% | 1,4x107 | 2,8x107
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4.2.1. Antimikrobna aktivnost izoliranih bakterijskih izolata

Inhibitorno djelovanje bakterijskih izolata na najéeSée riblje patogene ispitano je
turbidimetrijskom metodom, a rezultati koji ukazuju na u¢inkovitu antimikrobnu aktivnost svih
sojeva prikazani su na slikama 4-10. Kao soj s najboljom antimikrobnom aktivno$¢u pokazao
se L. plantarum O1. Kako bi se ispitao uzrok jakog antimikrobnog djelovanja proveden je
dodatni test na pristunost gena koji kodira za bakteriocine lan¢anom reakcijom polimeraze.
Dobiveni rezultati koji ukazuju na prisutnost gena za plantaricin A prikazani su na slici 11 i
dodatno su potvrdeni LC/MS ESI spektrometrijom masa kojom je utvrdena prisutnost proteina

povezanih sa sintezom bakteriocina (tablica 19, slika 12).
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Slika 4. Krivulja rasta bakterije S. aureus 3048 (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih

sojeva BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus 09, L.
mesenteroides L4A
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Slika 5. Krivulja rasta bakterije P. mirabilis 3008 (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti
izoliranih sojeva BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus O9,

L. mesenteroides L4A
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Slika 6. Krivulja rasta bakterije P. aeruginosa 3024 (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti

izoliranih sojeva BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus O9,

L. mesenteroides L4A
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Slika 7. Krivulja rasta bakterije E. coli 3014 (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih sojeva

BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus O9, L. mesenteroides

L4A
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Slika 8. Krivulja rasta bakterije L. monocytogenes ATCC 23074 (tijekom 24 sata uzgoja) u

prisutnosti izoliranih sojeva BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L.

helveticus O9, L. mesenteroides L4A
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Slika 9. Krivulja rasta bakterije Vibrio sp. (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih sojeva

BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus 009,

L. mesenteroides L4A
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Slika 10. Krivulja rasta bakterije Aeromonas hydrophila JCM 1027 (tijekom 24 sata uzgoja) u

prisutnosti izoliranih sojeva BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L.

helveticus 09, L. mesenteroides L4A
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Slika 11. PCR analiza pInA gena soja L. plantarum O1. Stupac 1 = DNK markeri (BenchTop
100 pb DNK standardi, Promega, Madison, W1, SAD), stupac 2 =Lactobacillus plantarum C11
(pozitivna kontrola), stupac 3 =Lactococcus lactis ssp. cremoris MG 1363 (negativna kontrola)

stupac 4=Lactobacillus plantarum O1

Tablica 19. Proteini sli¢ni bakteriocinima identificirani vezanim sustavom nano-tekucinske
kromatografije i spektrometrije masa te pretragom ne-redunantne baze podataka proteinskih

sekvenci americkog Centra za biotehnologiju (NCBI)

Identificirani proteini MS2 fragment peptida

PHY43767.1 bacteriocin immunity AIPELQQALAK
protein [Lactobacillus plantarum]

EMP43595.1 putative bacteriocin ~ EYAGLSDTSGTLDSQFMAALLNMSAFTLVADGYEKIR
activator [Lactobacillus plantarum]
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bacteriocin immunity protein [Lactobacillus plantarum]
gil1272548769|gb|PHY 43767 1|

KL o |20 |30 140

DEmrearwa. mi]] A Q@ X

1 2 |+ F B 7 |38 |2 e ju [z 3 |14 15 16 17 13 (12 |28 21 |22 [23 |24 [25 |26 |27 |28 |29 [3@ [31 |32 |33 |34 [35 [36 |37 |38 |33 |4@
Sequence

{UJ) BLAST Results for: Protein Segquence (11 letters)

Query 142813
" % % W% s>% 4 & = = =

1 B ¢ F 5 7 |8 | @ u 2 3 14 5 15 j17 j18 19 |20 |21 [22 |23 |24 |25 [26 |27 |28 |29 [3@ |31 |32 [33 |34 |35 |36 [37 |38 |39 |4@
PHY43767.1: 1..76 (76r)
Putative Bacteriocin activator [Lactobacillus plantarum UCMA 3037]
GenBank EMP43595 1
GenPept ldentical Proteins FASTA
p |ZU HU II ‘SU |SU |]UD |I2U ‘IllU HBU |IBU |20El |22El ‘240 ‘ZBU |28EI |3EIU |32El |34El ‘SSU |39EI HUU |42EI |44El ‘480 HEU ‘SUU |52EI
) 2 EMP43595.1 - Find: ==Y || @, AT =

l |lB |EB |SB |4B
Sequence

M K E Y A G L S DT S 6 T L DS Q F M A A LLNMSAFTLVADGY EKTIRTMOQOQOQLNUHD
(U) BLAST Results for: Protein Sequence (37 letters)

Query SE54Z |
b

l |lB |28 26 |4B
EMP43595.1: 1..56 (56r)

Slika 12. Peptidi dobiveni pretragom MS2 spektara u proteinskoj bazi podataka GenBank "nr".
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4.2.2. Procjena sigurnosti bakterijskih izolata

U ovom radu ispitana je antibioticka rezistencija izolata na 12 razli¢itih antibiotika. Svi izolati
su bili osjetljivi na sve testirane antibiotike (tablica 20). Sposobnost proizvodnje biogeninih
amina ispitana je uzgojem izolata na DA-H odnosno DA-T plo¢ama. Sudeé¢i prema potpunoj
odsutnosti ljubicastih kolonija s okruglim ljubiCastim tj. prozirnim zonama, niti jedan od izolata
ne proizvodi histamin tj. tiramin. Kao dodatni faktor sigurnosti ispitana je i sposobnost
hemolize stanica domacina. Tijekom rasta izolata na Columbia krvnom agaru nije doslo do
pojave prozirnih zona oko poraslih kolonija iz ¢ega proizlazi da navedeni izolati nemaju

sposobnost razgradnje crvenih krvnih stanica, tj. hemoliti¢ku aktivnost.

Tablica 20. Osjetljivost izoliranih bakterijskih izolata na razli¢ite antibiotike

Izolati BMK

Antibiotici | |, L. L. L. Leuconostoc
plantarum | plantarum | plantarum | helveticus | mesenteroides
0O1 D1 K4 09 L4A

Kanamicin - - - - -

Meticilin - - - - -

Neomicin - - - - -

Eritromicin - - - - -

Tobramicin - - - - -

Ampicilin - - - - -

Steptomicin - - - - -

Gentamicin - - - - -

Kloramfenikol - - - - .

Rifampicin - - - - -

Vankomicin - - - - -

Tetraciklin - - - - .

Kratice:+: rezistentan; -: osjetljiv
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4.2.4. Prezivljavanje bakterijskih izolata tijekom liofilizacije

Prezivljavanje bakterijskih izolata odredeno je pracenjem pocetnog i konacnog broja stanica

nakon liofilizacije a rezultati su prikazani u tablici 21.

Tablica 21. Utjecaj procesa liofilizacije na prezivljavanje bakterijskih izolata

log (CFU/mL)

log (CFU/mL)

Izolati BMK prije ||0f|||2aC|je poslije Prezivljavanje (%)
liofilizacije
L. plantarum O1 9,4 9,25 98,4
L. plantarum D1 9,6 8,9 92,7
L. plantarum K4 9,69 8,77 90,5
L. helveticus O9 9,47 8,39 88,59
L. mesenteroides L4A 9,6 7 72,91
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4.2.3. In situ karakterizacija bakterijskih izolata

Dobiveni rezultati prezivljavanja u zu¢nim solima i zelu¢anom soku lubina in situ prikazani su
naslici 13 i slici 14. Rast izolata proveden je u uzorku Jadranskog mora, a rezultati su prikazani
na slici 15. Kako bi se sprijecila kolonizacija sluzi patogenim bakterijama, a time i infekcije,
probioticki korisne bakterije trebaju biti brojnije u odnosu na patogene i konkurirati im za

mjesto vezanja (Sica i sur., 2012). Uspjesnost vezanja bakterijskih izolata prikazana je u tablici
22.
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Slika 15. Prezivljavanje bakterijskih izolata u uzorku Jadranskog mora in situ

Tablica 22. Adhezija izoliranih bakterijskih sojeva na povrsinsku sluz lubina

Izolat BMK Bakterijska adhezija (%0)
L. plantarum O1 30,87
L. plantarum D1 18,53
L. plantarum K4 1,86
L. helveticus O9 8,45
L. mesenteroides L4A 10,83
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4.2.4. Dodatna karakterizacija bakterijskog izolata L. plantarum O1

Obzirom da se L. plantarum O1 pokazao kao soj sa najboljim karakteristikama, rezultati
identifikacije dobivene pomoc¢u API biokemijskih testova i MALDI TOF-MS spektrometrije
dodatno su potvrdeni. Izolat je testiran metodom tekucinske kromatografije sa spektrometrijom
masa uz ionizaciju elektrorasprsenjem (LC-MS ESI). Daljnja potvrda LC-MS analize
ukljucivala je poklapanje dobivenih 51.415 MS spektara masa sa skupom podataka koji je
dobiven in silico digestijom proteina s tripsinom u bazi podataka GenBank. Za identifikaciju
soja uzeto je 407 najuspjeS$nijih MS/MS spektara. Rezultati su potvrdili L. plantarum, s
najboljim podudaranjem L. plantarum subsp. plantarum P-8 (tablica 23). Osim proteomicke
analize soj je dodatno potvrden i genotipski, pomoc¢u amplifikacije DNK fragmenata (AFLP)
koja je napravljena u BCCM™/LMG identifikacijskom servisu (Gent, Belgija) (Slika 16).

Tablica 23. LC-MS identifikacija bazirana na 407 najuspjes$nijih MS2 spektra

Najuspjesniji | Pretrazivacki | Identifikacijska
Vrste MS2 prostor baze vjerojatnost
fragmenti podataka

Lactobacillus plantarum 233 5390 100.00
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum P-8 180 2557 77.16
Lactobacillus plantarum WCFS1 179 2640 76.72
Lactobacillus plantarum 2J316 179 2558 76.72
Lactobacillus plantarum UCMA 3037 175 2425 75.00
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 1491 175 2604 75.00
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum NC8 170 2470 72.84
Lactobacillus plantarum IPLA88 169 2480 72.41
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ST-I11 168 2536 71.98
Lactobacillus plantarum JDM1 166 2364 71.12
Lactobacillus pentosus 139 2190 59.48
Lactobacillus pentosus KCA1 138 2146 59.05
Lactobacillus pentosus 1G1 134 2137 57.33
Lactobacillus pentosus MP-10 132 2096 56.47
Lactobacillus brevis 127 3414 54.31
Lactobacillus brevis subsp. gravesensis ATCC 27305 70 1061 29.74
Lactobacillus brevis KB290 60 716 25.43
Lactobacillus brevis ATCC 367 50 515 21.12
Lactobacillus buchneri 48 1278 20.26
Lactobacillus buchneri ATCC 11577 48 723 20.26
Lactobacillus hilgardii ATCC 8290 45 683 18.97
Lactobacillus hilgardii 34 327 14.22
Lactobacillus parafarraginis 17 333 6.90
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Slika 16. Dendrogram dobiven nakon AFLP identifikacije L. plantarum O1
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5. RASPRAVA



5.1. Izolacija i identifikacija mikrobne populacije izabranih proizvoda akvakulture

Morski organizmi kontinuirano su izlozene Sirokom rasponu mikroorganizama prisutnih u
okoliSu pri ¢emu njihov gastrointestinalni trakt predstavlja povoljnu ekoloSku niSu za rast i
razmnozavanje razli¢itih mikrobnih zajednica (Birkbeck i Ringe, 2005; Begwald i Dalmo,
2014). Mikrobiota gastrointestinalnog trakta vie se prouc¢ava od one na kozi ili sluzi zbog njene
vazne uloge u probavi, ishrani i bolestima u akvakulturi (Spanggaard i sur., 2000).

Ovisno o sposobnosti kolonizacije crijeva bakterijske zajednice grubo su podijeljene u dvije
skupine: prolazne ili povremene (alohtone) i stalne (autohtone). Geografska regija, sezona
izlova, vrsta ribe (pelagijska ili demersalna) i hranjenje, utjecu na broj i vrste mikroorganizama
prisutnih na svjeze ulovljenim morskim plodovima. Utvrdeno je da je intestinalna mikroflora
riba sloZena te da je nekoliko vrsta bakterija mlijecne kiseline dio prirodne crijevne mikroflore
zdravih riba (Asfie i sur., 2003).

Dobro je poznato da na razinu populacije bakterija mlije¢ne kiseline povezanih s probavnim
traktom utjeCu nutritivni 1 okoliSni ¢imbenici kao Sto su polinezasi¢ene masne kiseline iz
prehrane, kromov oksid, stres 1 slanost. Bolje razumijevanje mnogih ¢imbenika koji utjeu na
brojnost bakterija mlijecne kiseline u probavnom traktu moze biti od interesa za komercijalnu
akvakulturu budu¢i da se ova vrsta mikroorganizama cesto koristi kao probiotik u zastiti od
patogenih mikroorganizama.

U ovom je istrazivanju izolirana i identificirana mikrobna populacija koja moze utjecati na
zdravstvenu ispravnost svjeze ribe i Skoljkasa, primjenom klasi¢nih mikrobioloskih, i
fenotipskih metoda (API). Primjenom istih metoda iz izolata autohtone mikroflore probavnog
sustava te sluzi koze i Skrga ribe i §koljkasa izolirane su i identificirane prisutne kulture BMK,
nakon ¢ega je za svaku pojedina¢nu vrstu obavljena analiza stani¢nih proteina primjenom SDS
PAGE elektroforeze i proteomicke metode (MALDI-TOF). Mikrobioloske analize bakterija
uzro¢nika zdravstvene neispravnosti kao i ukupnog broja BMK u uzorcima svjeze orade i lubina
bile su medusobno sli¢ne kako u zimskom periodu tako i u ljetnom periodu. Prema rezultatima
broj aerobno mezofilnih bakterija iznosio je izmedu 10* i 10° CFU/g kod orade te izmedu 10 i
10 CFU/qg kod lubina (tablice 7, 8). Ovi rezultati su su u skladu s Papadopoulos i sur. (2003)
¢iji je podetni ukupni broj bakterija lubina iznosio 10* CFU/g $to je indikator dobre kvalitete
ribljeg mesa uzimajuéi u obzir maksimalnu dozvoljenu koncentraciju od 5x10° CFU/g za cijelu
svjezu ribu (ICMSF, 2005). Enterobakterije, bakterije iz roda Vibrio te sulfitoreducirajuci
klostridiji su bili zastupljeni u koncentraciji od 10 CFU/g kod obje vrste ribe u uzorcima crijeva

i zeluca. Vibrio cholerae dokazan je u uzorku crijeva i Zeluca lubina te njihovog sadrzaja.
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Prisutnost bakterija roda Vibrio bila je i o¢ekivana buduci da se u vrijeme zimskih mjeseci
zaCahure u crijevima te jetri. Patogeni vibrioni obi¢no uzrokuju zaraze larvi te mogu uzrokovati
i iznenadne smrtnosti. Medutim, pretpostavljeno je da mnoge vrste Vibrio nisu pravi vec¢
oportunisticki patogeni Cija je virulencija naglasena u uvjetima intenzivne akvakulture
(Thompson i sur., 2004). L. monocytogenes, Salmonella sp. i P. aeruginosa nisu izolirane iz
niti jednog od uzoraka tijekom zimskog perioda (tablice 7, 9).

Iz izolata autohtone mikroflore probavnog sustava te sluzi koze i Skrga ribe i Skoljkasa BMK
su izolirane samo iz sadrzaja Zeluca lubina i to u koncetraciji od 10> CFU/g. Relativno niske
koncentracije izoliranih mikroorganizama mogu se objasniti niskim temperaturama tijekom
zimskog perioda i ¢injenicom da se obje vrste tijekom zime povlace u dublje more gdje zbog
slabijeg metabolizma i nedovoljnog unosa raznovrsne hrane dolazi i do smanjenja mikrobne
populacije (Mayhew, 2008). U ljetnom periodu, uslijed porasta temperature mora, doslo je i do
povecanja broja svih mikroorganizama kod obje vrste ribe te je koncentracija svih
mikroorganizama porasla do 10%-10° CFU/qg. (tablice 8, 10). Mikroorganizmi se mogu naci na
vanjskoj povrsini (koza i Skrge) i u crijevima zive neposredno ulovljene ribe. Ukupan broj
znacajno varira od 10%-10” CFU/cm? koze i 10%-10° CFU/g $krga i crijeva (Bojani¢ i sur., 2009).
Zabiljezena je i pojavnost P. aeruginosa u odnosu na zimski period. Pseudomonas spp. nalazi
se u mikrobnoj flori slatkovodne i morske ribe (Leamaster i sur., 1997). P. aeruginosa je poznati
te Kayis i sur. (2009). Prisutnost bakterija iz rodova Pseudomonas i Vibrio dokazali su i Bojanic¢
i sur. (2009) u svojim istraZivanjima o kvaliteti mesa lubina na uzorcima skrga, crijeva te sluzi
sa koze, kao 1 Parlapani 1 sur. (2013) koji su dokazali da dominantne rodove orade Cine
Acinetobacter, Psychrobacter, Pseudomonas i Flavobacterium. Enterobakterije su izolirane iz
svih uzoraka lubina i orade (103-10% CFU/mlI), dok su P. aeruginosa (103-10* CFU/ml), Vibrio
sp. (102-10* CFU/mlI), Salmonella sp. (10?-10° CFU/ml) i sulfitoreducirajuéi klostridiji (10%-
10° CFU/ml) izolirani samo iz sadrzaja crijeva i Zeluca obje vrste ribe (tablice 8, 10). Ovi
rezultati su u skladu s rezultatima Egerton i sur. (2018) koji su naveli da su u
gastrointestinalnom traktu morskih vrsta naj¢e$¢e zastupljene bakterije iz rodova Vibrio,
Pseudomonas, Citofaga, Flavobacterium kao i obitelj Enterobacteriaceae. L. monocytogenes
nije identificirana niti u uzorcima u ljetnom periodu. Ovakav rezultat je i ocekivan budu¢i da
se riblji proizvodi mogu lako kontaminirati ovom bakterijom tek tijekom proizvodnje.
Vadenjem utrobe 1 CiS¢enjem ribe prije prodaje moze do¢i do Sirenja L. monocytogenes u
proizvodnom pogonu Sto ¢e u konacnici dovesti do unakrsne kontaminacije ribe, opreme,

zaposlenika i1 okoliSa opcenito (Papadopoulos i sur., 2010). S druge strane, u Italiji je
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dvogodisnje istrazivanje pokazalo da je Salmonella zastupljena u morskim proizvodima oko
0,5%, a L. monocytogenes oko 6,5% (Busani i sur., 2005). Koncentracija bakterija mlijecne
kiseline u ljetnom periodu poveéala se do 10° CFU/g (tablice 8, 10) te su izolirana i
biokemijskim API testom identificirana tri soja: Lactobacillus plantarum O1, L. plantarum O9
i Leuconostoc mesenteroides L4A. Na prisutnost bakterija mlije¢ne kiseline mogu utjecati
razli¢iti ¢imbenici, poput slanosti vode, hrane, temperature, koli¢ine otopljenog kisika ili
stresa.Na primjer, broj laktobacila u gastrointestinalnom traktu jezerske zlatovcice (Salvelinus
alpinus) bio je manji kod onih uzgajanih u morskoj vodi nego u slatkoj vodi, dok je broj
bakterija roda Leuconostoc i enterokoka ostao isti (Ringe i Strom, 1994).

Mikroflora Skoljkas$a varijabilnija je od riblje i moze, izmedu ostalog, ukljucivati i vrste poput
Serratia spp., Proteus spp., Clostridium spp. i Bacillus spp (Jay, 2000). Sastav mikroflore
SkoljkaSa usko je povezan s vodenim staniStem i mijenja se pod utjecajem saliniteta,
temperature vode, prehrane, nacina izlova i metode hladenja (Feldhusen, 2000). Dominantne
skupine koje se nalaze u skoljkasa su gram-negativne bakterije iz rodova Vibrio, Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas, Flavobacterium i Alcaligenes. Manji broj gram-
pozitivnih bakterija takoder moze biti prisutan, poput vrsta Bacillus, Lactobacillus,
Corynebacterium i Micrococcus (Bolivar i sur., 2016). Mikrobioloska slika dagnji i kamenica
u zimskom periodu pokazala je nisku koncentraciju svih ispitivanih mikroorganizama pri cemu
je broj aerobnih mezofilnih bakterija bio u rasponu 102-10° CFU/g (tablice 11, 13). Ovaj
podatak ukazuje na dobru kvalitetu dagnji i kamenica budu¢i da su prema ICMSF (2005) svjezi
Skoljkasi kvalitetni kada im je broj aerobnih mezofilnih bakterija < 5x10° CFU/g. Sli¢ne
rezultate zabiljezili su 1 Bongiorno 1 sur. (2015) prilikom mikrobioloSke karakterizacije
mediteranske dagnje u TrS€anskom zaljevu tijekom godine dana. Prosjecna koncentracija
aerobnih mezofilnih bakterija u njihovim uzorcima bila je 7,9x10° CFU/g. P. aeruginosa (102
10% CFU/g) i Vibrio parahaemolyticus (10*-10?> CFU/g) identificirani su u uzorcima $krga te
zeluca 1 probavne zlijezde dagnji 1 kamenica. Ovi rezultati su sli€ni onima od Cao 1 sur. (2009)
koji su zakljucili kako mikrofloru kamenica ¢ine gram negativne bakterije od kojih dominiraju
rodovi Pseudomonas (22 %) i Vibrio (20 %), te Gu i Mitchella (2002) koji navode kako medu
bakterijskom populacijom invazivne vrste dagnji (Dreissena polymorpha) prevladava
Pseudomonas spp. (89,2%). Robert-Pillot i sur. (2004) su naveli kako je medu potencijalno
patogenim bakterijama roda Vibrio koje se prirodno pojavljuju u ribama i Skoljkasima
najbrojniji upravo V. parahaemolyticus. Kako je uzgoj mekusaca obi¢no povezan s obalnim
sredinama, njihova mikroflora moze odrazavati zemaljske utjecaje, prilikom ¢ega se mogu

izolirati i bakterije obitelji Enterobacteriaceae. Akumulacija E. coli i ostalih enterickih
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bakterija u Skoljkasa je dinamicCan proces. Vezana je za brzinu filtracije, sadrzaj bakterija u
okoli$noj vodi i uéinkovitost filtracije skrge (Jozi¢, 2012). U ovom istrazivanju, E. coli je bila
je prisutna u uzorcima Zeluca i probavne Zlijezde obje vrste $koljaka (10> CFU/g), §to se
podudara s rezultatima Rees i sur., 2015, koji su takoder izolirali ovu bakteriju iz dagnji i
kamenica Atlantskog oceana u blizini Kanade. Kontaminacija ovom bakterijom najée$ce je
uodena kod $koljkasa koji se uzgajaju u neposrednoj blizi kanalizacijskih ispusta. Cimbenici za
koje se pokazalo da imaju najvise utjecaja na koncetraciju E. coli u svjeze izlovljenim morskim
proizvodima su godiSnje doba, plima i kiSa u danima prije izlova (Lee i Morgan, 2003).
Sulfitoreducirajuéi klostridiji su izolirani iz uzoraka probavne Zlijede i Zeluca dagnji (102
CFU/q) i kamenica (10%-10° CFU/g). Sli¢ne rezultate (1,99x102 CFU/g) su zabiljezili Goulas i
sur. (2004) u nultom danu prilikom analize mediteranske dagnje u grckom akvatoriju. Medutim,
nesto niZe prosjecne vrijednosti (10 CFU/g) zapazili su kod iste vrste dagnje u Tr§¢anskom
zaljevu Bongiorno i sur. (2015). 1z navedenih rezultata moze se zakljuciti kako podrugje izlova
i mikroflora okolisa uvelike utje¢u na brojnost i raznolikost bakterija. Listeria monocytogenes,
Salmonella sp. i BMK nisu izolirane iz niti jednog od uzoraka. Topi¢ Popovic i sur. (2010)
takoder nisu izolirali ova dva patogena prilikom analize nekih vrsta svjezih SkoljkaSa

Jadranskog mora ukljucujuci i mediteransku dagnju, tijekom ljetnog i zimskog perioda.

MikrobioloSka slika dagnji 1 kamenica u ljetnom periodu pokazala je vece koncentracije svih
ispitanih mikroorganizama s maksimalnom koncentracijom ukupnog broja bakterija od 107
CFU/qg (tablice 12, 14). Nize vrijednosti ukupnog broja bakterija (1,7x10° CFU/g) zabiljezili su
Caglak i sur. (2008) prilikom analize mediteranske dagnje u ljetnom periodu u Egejskom moru
kao i Cruz-Romero i sur. (2008) koji su prate¢i mikrobnu populaciju pacificke kamenice u
zaljevu Cork (Irska) odredili koncentraciju od 10* CFU/g. Brojnost populacije mekusaca
pokazuje izrazitu promjenu ovisno o temperaturi mora s koncentracijom <102 CFU/g u hladnom
nezagadenom moru do >10° CFU/g u toplim morima ili kada je razina zagadenja bakterijama
visoka (ICMSF, 2005). Dobiveni povi$eni ukupni broj bakterija kod obje vrste Skoljaka moze
se objasniti ¢injenicom da ljeti temperatura Jadranskog mora iznosi 23-25°C, ¢ime ovo more
spada u topla mora. Takoder treba uzeti u obzir ¢injenicu da mekuSaci obi¢no imaju stalno
prisutnu populaciju bakterija koja u slu¢aju kamenica fluktuira izmedu 10* i 10° CFU/g tkiva,
pri ¢emu je veéi broj prisutan kada su temperature vode visoke (ICMSF, 2005). Vibrio
alginolyticus izoliran je iz $krga kamenica (10%-10° CFU/g), a Vibrio parahaemolyticus iz
meduljusturne tekuéine dagnji (102-10° CFU/g). Vezzulli i sur. (2017) su takoder potvrdili kako

su bakterije roda Vibrio dominirale u bakterijskoj populaciji izoliranoj iz probavne Zlijezde
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mediteranske dagnje (28%) 1 pacificke kamenice (36%) tijekom ljeta. Gayathri 1 sur. (2011)
navode kako vecéa koncentracija Vibrio sp. u morskom okruzenju je obi¢no posljedica toga §to
se vibriji mogu pojaviti u Sirokom rasponu vodenih okolisa, ukljucujuéi estuarije, morske i
obalne vode te sediment. Nadalje, Vibrio parahaemolyticus se lako prilagodava Sirokom
rasponu slanosti te se obi¢no nalazi u §koljkasima i razli¢itim sortama ribe koje se tradicionalno
izlovljavaju iz morskih i obalnih podruc¢ja (Vandenberghe et al., 2003). P. aeruginosa je kod
obje vrste $koljaka izoliran iz uzoraka Zeluca i probavne Zlijezde u koncentraciji od 10° CFU/g
Sto je u skladu s navodom Cruz-Romero i sur. (2008) da je Pseudomonas sp. dominantna
bakterijska skupina svjezih dagnji i kamenica. Medutim, kako je rije¢ o0 humanom patogenu
koja izaziva razliCite infekcije 1 bolesti, moze se zakljuciti kako je pojavnost ove bakterije u
relativno visokoj koncentarciji posljedica fekalnog zagadenja okoliSa, ¢emu ide u prilog
istrazivanje Maravi¢ 1 sur. (2018) koji su detektirali ovu bakteriju u Kastelanskom zaljevu
oneci§¢enom usred pritoka otpadnih voda. E. coli izolirana je iz meduljusturne tekucine i zeluca
dagnji (10?-10* CFU/g) i zeluca i probavne Zlijezde kamenica (10-10° CFU/g). Salmonella sp.
izolirana je iz Zeluca dagnji (102-10° CFU/g) i kamenica (103-10* CFU/g). Prema Baffone i sur.
(2000) razlog ovog enterobakterijskog oneciS¢enja mogao bi biti povezan s pogreskama i
propustima pri rukovanju morskom hranom, ukljuc¢ujuci hladenje svjeze ulovljenih proizvoda
kontaminiranom morskom vodom, prisutnost nelegalnog ispusta otpadnih voda u vodama
namijenjenim za uzgoj mekuSaca i naviku branja Skoljkasa u nekontroliranom podrucju.
Povecani broj enterobakterija zapazili su i Topi¢ Popovi¢ i sur. (2010) prilikom ispitivanja
kvalitete komercijalnih vrsta ribe i $koljkasa iz Jadranskog mora. Najlosiju kvalitetu obzirom
na brojnost obitelji Enterobacteriaceae zabiljezili su kod svjezih $koljkasa i ribe u ljetnom
periodu.

Sulfitoreducirajuéi klostridiji izolirani su iz Zeluca i probavne Zlijezde dagnje (10%-10% CFU/g)
i probavne Zlijezde kamenice (10%-10° CFU/g) (tablice 12, 14). Nesto manju koncentraciju
(1.9x10? CFU/g) zabiljezili su Goulas i sur. (2005) kod mediteranske dagnje. L. monocytogenes
nije detektirana u niti jednom od uzoraka dagnji i kamenica. U pravilu ne detektira se u svjeze
ulovljenoj ribi i Skoljkasima iz otvorenih mora, dok kontaminacija ovom bakterijom moze biti
velika kod riba ulovljenih u vodama s pritokom otpadnih voda (ICMSF, 2005). BMK su
izolirane iz Zzeluca kamenice i meduljusturne tekué¢ine dagnji u koncentraciji od 10* CFU/g
prilikom ¢ega su API biokemijskim testom identificirani sojevi L. plantarum K4 i L. plantarum
D1 (tablica 15). Ovi rezultati su veéi u odnosu na rezultate Caglak i sur. (2008) koji su zabiljezili

pojavnost BMK kod mediteranske dagnje u ljetnom periodu od 6.16x10?> CFU/qg.
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Prevladavaju¢i rodovi BMK u $koljkasima su Pediococcus i Lactobacillus, uklju¢ujuci vrste L.
plantarum, L. sporogenes, L. helveticus i P. acidilactici (Merrifield i sur., 2014). lako BMK
nisu dominantna vrsta kod riba 1 $koljkasa, ne treba zanemariti njihovu vaznost i znacaj za
domacina u obliku antagonistickog djelovanja prema patogenim mikroorganizmima. Kako bi
se utvrdila tocna taksonomska identifikacija izoliranih BMK sojeva provedena je fenotipska
(SDS-PAGE) i proteomicka (MALDI-TOF) analiza izoliranih sojeva. 1z rezultata analize
ukupnih stani¢nih i povr$inskih proteina (slike 2-3) vidi se da je proteinski profil kod svih BMK
sojeva drugaciji Sto je dodatna potvrda razliitosti sojeva. Prednost analize ukupnih stani¢nih
proteina pomoc¢u SDS-PAGE je $to je prili¢no brza i jednostavna metoda kada se izvodi u
visoko standardiziranim uvjetima, te ima dobru razinu taksonomske razlucivosti na razini vrste
ili podvrste. MALDI-TOF metoda potvrdila je rezultate identifikacije API biokemijskog testa
s visokom razinom tocnosti osim za soj L. delbrueckii L2 koji je MALDI-TOF metodom

identificiran kao Enterococcus mundtii te je iskljucen izdaljnji istrazivanja (tablica 15).
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5.2. Karakterizacija bakterijskih izolata kao potencijalnih probioti¢kih sojeva za biolosko

konzerviranje proizvoda akvakulture

Akvakultura je jedan od najbrze rastucih sektora proizvodnje hrane. Zarazne bolesti sve vise
postaju znacajno ograni¢enje u proizvodnji i prodaji morskih proizvoda, S§to utjeCe na
ekonomski razvoj sektora akvakulture u mnogim zemljama (Sica i sur., 2012). Trenutno su ribe
zaSti¢ene od bakterijskih bolesti cijepljenjem ili kemoterapijskim tretmanom. Nijedan od ovih
pristupa ne rjeSava u potpunosti potrebu za terapijom s ciljem sprjeCavanja ili lijecenja
infekcija. Nadalje, iako je prevencija bolesti cijepljenjem sve veca, postupak je Cesto
neucinkovit kada se primjenjuje na imunoloski nezreloj ribi. Povecanje antibioticke rezistencije
Sirom svijeta potaknulo je istrazivanja koja bi poboljSala strategije za kontrolu bolesti. Ove
studije ukljucuju bolji uzgoj i1 prehranu, cjepiva, nespecifiéne imunostimulanse, a sve je vece
zanimanje za upotrebu probiotika (Balcézar i sur., 2008). NajceS¢e se kao probiotici koriste
bakterije mlijecne kiseline te se pokazalo kako one izolirane iz morski