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Identifikacija i genotipizacija kolekcije Bacillus spp. izolata: karakterizacija

bakteriocina liheniocina 50.2

Rezime

Filogenetska raznovrsnost kolekcije 166 izolata roda Bacillus je analizirana
upotrebom PFGE metode profilisanja kombinovane sa sekvenciranjem fuf gena
odabranih izolata. Analiza PFGE profila je pokazala veliku genetiCku raznovrsnost
izolata koja je grupisana u 21 grupu. Po jedan izolat, predstavnik svake grupe,
identifikovan je na osnovu sekvence fuf gena. Pokazano je veoma jasno i nedvosmisleno
grupisanje izolata. Ukupno je identifikovano osam vrsta: Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus safensis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus cereus 1 Bacillus anthracis. Posebno zadovoljavaju¢i rezultati su
postignuti u razdvajanju B. subtilis i B. amyloliquefaciens izolata kao i B. thuringiensis i
B. cereus u posebne klade na filogenetskom stablu.

Ispitivanje antibakterijske aktivnosti ¢itave kolekcije Bacillus spp. je pokazalo da
samo izolat VPS50.2, tada identifikovan kao B. licheniformis, proizvodi antimikrobno
jedinjenje tipa bakteriocina aktivno protiv indikatorskog soja B. subtilis 168 (Berit,
2010). U ovom radu je bakteriocin liheniocin 50.2 okarakterisan kao termostabilni
protein, koji zadrZzava svoju aktivnost i na visokim temperaturama (30 min na 121°C);
tolerantan je na vrlo Sirok opseg pH vrednosti (najvecu aktivnost pokazao je na pH 9);
delimi¢no je otporan na dejstvo proteoliti¢kih enzima i i zadrZava aktivnosti i u prisustvu
razli¢itih katjona. Na osnovu odredenih osobina, liheniocin 50.2 predstavlja novi
bakteriocin koji pripada klasi I1.3.

Sinteza liheniocina 50.2 zavisi od faze rasta soja producenta B. licheniformis
VPS50.2 i koincidira sa pocetkom sporulacije. Testiranjem je utvrdeno da su optimalni
uslovi za proizvodnju bakteriocina: gajenje 42h od pocetka inkubacije, u LB hranljivom
medijumu na 37°C, uz aeraciju. Antibakterijski spektar liheniocina 50.2 pokriva samo
Gram-pozitivne bakterije, ali pokazuje aktivnost protiv velikog broja razli¢itih vrsta,
ukljucujuéi i Listeria monocytogenes, meticilin-rezistentne Staphylococcus aureus, [3-

hemoliticke streptokoke 1 koagulaza negativne stafilokoke (KNS). Sirovi ekstrakt

liheniocina 50.2 je, pri koncentracijama od 2xMIC 1 4xMIC, pokazao znacajnu



baktericidnu aktivnost protiv L. monocytogenes ve¢ u prvom Casu aplikacije. Taj rezultat,
kao 1 veC opisane osobine liheniocina 50.2 preporucuju ga kao kandidata za
biokonzervans za kontrolu patogenih mikroorganizama, kao i onih koji izazivaju
propadanje hrane.

Za ispitivanje aktivnosti liheniocina 50.2 protiv formiranja biofilma i na ve¢
formirani biofilm KNS iz uretralnih briseva i patogenih L. monocytogenes iz vaginalnih
briseva, u istrazivanje je ukljucena i ekstrakt bakteriocina koji proizvodi Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4, zbog toga S$to prepoznaju razliCite

receptore na povrsini osetljivih bakterija. Znacajna inhibicija na formiranje biofilma je

detektovana pri 2 x i ¥4 x MIC za liheniocin 50.2 na KNS 1'2 x i ¥4 x MIC za BGBU1-

4 na L. monocytogenes, ukazujuci tako da su funkcije relevantne za formiranje biofilma
bile ometene pri subinhibitornim koncentracijama bakteriocina liheniocina 50.2 1 eksrakta
bakteriocina soja BGBU1-4. Bakteriocin liheniocin 50.2 i i eksrakt bakteriocina soja
BGBU1-4 su pokazali statisticki znaCajnu aktivnost i na ve¢ formiran biofilm cetiri
izolata koagulaza negativnih stafilokoka 1 CcCetiri izolata L. momnocytogenes pri
koncentracijama od 100 AU/ml 1 200 AU/ml.

Efekat dobijen kombinacijom bakteriocina liheniocina 50.2 1 ekstrakta
bakteriocina soja BGBU1-4 sa antibioticima (gentamicinom i ampicilinom) ide od
sinergizma, aditivnosti i indiferentnog efekta do antagonizma. Najznacajniji sinergizam
je utvrden u kombinaciji liheniocina 50.2 sa gentamicinom protiv Staphylococcus
epidermidis ATCC12228, ekstrakta bakteriocina soja BGBU1-4 sa gentamicinom protiv
izolata S. epidermidis 24 1 u kombinaciji liheniocina 50.2 sa ekstraktom bakteriocina soja

BGBU1-4 protiv izolata S. hominis 10.

Kljuéne re€i: Bacillus; PFGE; tuf gen; bakteriocin; liheniocin 50.2; biofilm;
stafilokoke; Listeria monocytogenes.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija mikroorganizama

UDK broj: [579.852.11+577.18] :577.181.5 (043.3)



Identification and genotyping of the collection of Bacillus spp. isolates:

Characterisation of the bacteriocin licheniocin 50.2

Abstract

The phylogenetic diversity of the Bacillus collection, containing 166 isolates, was
analyzed by using the PFGE fingerprinting method combined with the sequencing of the
tuf gene of the selected isolates. According to the PFGE analysis which showed a high
genetic diversity, the isolates were grouped into 21 clusters. A representative of each
group was identified based on the sequence of the fuf gene. Very clear and unambiguous
grouping of the isolates was demonstrated. In total, eight species were identified: Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
safensis, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus and Bacillus anthracis. Particularly
satisfactory results have been achieved in the separation of B. subtilis and B.
amyloliquefaciens isolates, as well as B. thuringiensis and B. cereus, into the individual
clades on the phylogenetic tree.

Examination of the antibacterial activity of whole collection of Bacillus spp.
showed that only isolate VPS50.2, identified as B. licheniformis produces a bacteriocin
which has antimicrobial activity against indicator strain B. subtilis 168 (Beri¢, 2010). In
this research, the bacteriocin licheniocin 50.2 was characterized as the thermostable
protein, which retains its activity even at the higher temperatures (30 min at 121 ° C);
tolerates a very wide range of pH values (the highest activity was shown at pH 9); it is
partially resistant to the action of proteolytic enzymes and it also maintains activity in the
presence of various cations. Based on certain properties, licheniocine 50.2 represents a
new bacteriocin belongs to the II.3 bacteriocin class.

Production of the licheniocine 50.2 depends on the stage of the growth of the B.
licheniformis VPS50.2 strain and it coincides with the onset of sporulation. The optimal
conditions for the production of this bacteriocin were as followed: 42h cultivation in the
LB medium at 37° C, with aeration. The antibiotic spectrum of licheniocine 50.2 covers
only Gram-positive bacteria. However, it shows activity against the large number of
different species, including Listeria monocytogenes, methicillin-resistant Staphylococcus

aureus, B-hemolytic streptococci and coagulase-negative staphylococci (CNS). Within

the first hour of application, 2xMIC and 4xMIC concentrations of the crude extract of



licheniocin 50.2 showed significant bactericidal activity against L. monocytogenes. Due
to the described properties, licheniocin 50.2 could be considered as a good candidate as a
bio-conservatives for pathogenic microorganisms control, as well as for the control of the
microorganisms that cause food degradation.

In order to investigate the activity of licheniocin 50.2 against the formation of the
CNS biofilm and against the already formed biofilm of the CNS from urethral swabs, as
well as the pathogenic L. monocytogenes from vaginal swabs, this study also includes a
mixture of bacteriocins produced by Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
BGBUI1-4, because they use different receptors on the surface of the sensitive bacteria.
Significant inhibition of biofilm formation was detected at ¥2 X and Y4 x MIC for
licheniocine 50.2 against CNS, but also at %2 x and %4 X MIC for extract of BGBU1-4
against L. monocytogenes, indicating that functions relevant for biofilm formation were
impaired at subinhibitory concentrations of bacteriocin licheniocin 50.2 and extract of
bacteriocins from BGBU1-4. Bacteriocin licheniocin 50.2 and extract of bacteriocins
from BGBUI1-4 showed statistically significant activity against the already formed
biofilm of four isolates of coagulase-negative staphylococci and four L. monocytogenes
isolates at concentrations of 100 AU/ml and 200 AU/ml.

The obtained results showed that combination of bacteriocin licheniocin 50.2 and
extract of bacteriocins from BGBUI-4 with different antibiotics (gentamicin and
ampicillin) on CNS and L. monocytogenes could have distinct effects - synergism,
additivity, indifferent effect as well as antagonism. The most significant synergism was
determined in combination of licheniocin 50.2 with gentamicin against Staphylococcus
epidermidis ATCC12228, in combination of extract of bacteriocins from BGBU1-4 with
gentamicin against isolate S. epidermidis 24 and in combination of licheniocins 50.2 with

extract of bacteriocins from BGBU1-4 against isolate S. hominis 10.

Keywords: Bacillus; PFGE; tuf gene; bacteriocin; licheniocin  50.2; biofilm;
staphylococci; Listeria monocytogenes.

Research field: Biology
Specific research field: Microbial biology
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1. UVOD

1.1. Raznovrsnost roda Bacillus

Gibbons i Murray (1978) su opisali filum Firmicutes obuhvatajuci sve Gram-
pozitivhe Bacteria. Po trenutnoj klasifikaciji filum Firmicutes obuhvata tri klase i to:
Bacilli, Clostridia i Erysipelotrichia. Po Vos i saradnicima (2009) najnovije rRNK
analize podrZavaju u okviru klase Bacilli podelu na dva reda: Bacillales i Lactobacillales.
Red Bacillales je zadrzao 8 od 10 prethodno opisanih familija. Rod Bacillus pripada
familiji Bacillaceae (Slika 1).

Phylum XIII. Firmicutes
Class 1. “Bacilli”
Order 1. Bacillales™ ™
Family 1. Bacillaceae"
Genus 1. Bacillus*-
Genus II. Alkalibacillus’®
Genus III. Amphibacillus™
Genus IV. Anoxybacillus'®
Genus V. Cerasibacillus'®
Genus V1. Filobacillus*®
Genus VII. Geobacillus*"
Genus VIIL. Gracilibacillus'®
Genus IX. Halobacillus'®
Genus X. Halolactibacillus'™
Genus XI. Lentibacillus*®
Genus XII. Marinococcus”
Genus XIII. Oceanobacillus’®
Genus XIV. Paraliobacillus™®
Genus XV. Pontibacillus'®
Genus XVI. Saccharococcus'’
Genus XVII. Tenuibacillus'®
Genus XVIIL. Thalassobacillus*™
Genus XIX. Virgibacillus'"™

r

Slika 1. Familija Bacillaceae (Vos 1i sar., 2009)

Vecina opisanih i okarakterisanih vrsta Bacillus spp. filogenetski su grupisane u
subklastere. Filogenetski klasteri roda Bacillus po Vos i sar. (2009) su:
1:  Bacillus subtilis, amyloliquefaciens, atrophaeus, mojavensis, licheniformis,
sonorensis, vallismortis, Paenibacillus popilliae.

2: Bacillus farraginis, fordii, fortis, lentus, galactosidilyticus



3: Bacillus asahii, bataviensis, benzoevorans, circulans, cohnii, firmus, flexus, fumarioli,
infernus, jeotgali, luciferensis, megaterium, methanolicus, niacini, novalis,
psychrosaccharolyticus, simplex, soli, vireti

4: Bacillus anthracis, cereus, mycoides, thuringiensis, weihenstephanensis

5: Bacillus aquimaris, marisflavi

6:Bacillus  badius,  coagulans,  thermoamylovorans,  acidicola,  oleronius,
sporothermodurans

7: Bacillus alcalophilus, arsenicoselenatis, clausii, gibsonii, halodurans, horikoshii,
krulwichiae, okhensis, okuhidensis, pseudoalcaliphilus, pseudofirmus

8: Bacillus arsenicus, barnaricus, gelatini, decolorationis,

9: Bacillus carboniphilus, endophyticus, smithii,

10: Bacillus pallidus,

11: Bacillus funiculus, panaciterrae.

Vrste roda Bacillus su oblika S$tapi¢a, Gram-pozitivne, aerobne, formiraju
endospore koje im omogucavaju prezivljavanje ekstremnih uslova u spoljasnjoj sredini.
Pronalaze se u razli¢itim okruzenjima, zemljiStu, glini, stenama, vodenim staniStima, kao
1 u hrani i gastrointestinalnom traktu razli¢itih insekata i Zivotinja. Vrste roda Bacillus su
genotipski i fenotipski razlicite (Priest, 1993). To se ogleda u velikom diverzitetu njihovih
fiziolo8kih svojstava, kao Sto su mogucnosti degradacije razli¢itih supstrata (preciS¢enih
iz biljnih 1 Zivotinjskih izvora): celuloza, skrob, proteini, agar i dr. (Lutz i sar., 2006).
Ovakva fizioloSka raznovrsnost dozvoljava ovim bakterijama naseljavanje Sirokog
spektra staniSta. Pored toga, ekoloski diverzitet staniSta koja naseljavaju bakterije iz ovog
roda je omogucen i produkcijom spora. Formiranje spora je najvaznije za identifikaciju
na nivou roda. Endospore ovog roda su dobile takvo ime zbog svog nacina formiranja —
unutarcelijski 1 predstavljaju najotpornije forme Zivota na Zemlji. Razlikuju se od
vegetativnih Celija, veoma su rezistentne na hemijski i fizi¢ki stres koji je letalan za
vegetativne Celije zbog svog hemijskog sastava i ultrastrukture (Madigan i sar., 2012).

StaniSte vecine vrsta ovog roda je zemljisSte i to kako kisela, tako neutralna ali i
alkalna zemljista, topla i hladna, od plodnih oranica do pustinja. lako su izolati mnogih
opisanih vrsta izolovani iz zemljiSta ili iz sredine koja je bila kontaminirana direktno ili
indirektno zemljiStem, spektar sredina je veoma Sirok. Pored zemljiSta ukljucuje i slatke

i slane vode, hranu kao i klini¢ke uzorke. Tako je na primer u vazduhu izolovan Bacillus



carboniphilus; u sedimentima bogatim arsenikom Bacillus arseniciselenatis (Switzer
Blum i sar., 1998); u kompostu: Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus
licheniformis, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis; geotermalno zemljiSte Bacillus
Sfumarioli; unutrasnja tkiva biljaka: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus
endophyticus; invertebrate: Bacillus oleronius, Bacillus sphaericus; prirodno zagrejane
vode: Bacillus methanolicus, Bacillus okuhidensis; reciklirana papirna pulpa Bacillus
pumilus; slana i hiperslana staniSta: Bacillus alcalophilus, Bacillus firmus, Bacillus
halodenitrificans, Bacillus halophilus (Khan i sar., 2001).

Prisustvo ovih vrsta u hrani ne mora da podrazumeva nuzno i kvaranje hrane i
trovanje. Neke vrste, kao npr. B. subtilis koriste se u pripremi tradicionalnog isto¢no
azijskog jela ,,Natto* (Hosoi i Kiuchi, 2003). Specifi¢ni B. subtilis sojevi se koriste kao
starter kulture za fermentaciju soje kod tradicionalnih zapadno africkih zacina
,dawadawa“ (Terlabie 1 sar., 20006) ili u fermentaciji semena afri¢kog gvozdenog drveta
za proizvodnju nigerijskog zacina ,,okpehe* (Oguntoyinbo 1 sar., 2007). Sa druge strane,
ipak, neke vrste ili sojevi mogu izazvati trovanja hranom ili kontaminaciju hrane: B.
cereus, B. coagulans, B. mycoides, B weihenstephanensis, B. licheniformis, B. subtilis, B.
pumilus, B. thuringiensis i B. sphaericus (Jay i sar., 2005). Zbog toga, da bi neki Bacillus
spp. izolat bio razmatran kao kandidat za probiotsku ili starter kulturu, mora da prode
rigorozne selekcione procese (Senesi 1 sar., 2001).

Vecina vrsta roda Bacillus pokazuje mali ili nikakav patogeni potencijal i veoma
retko je povezano sa oboljenjima kod ljudi ili drugih Zivotinja. Glavni izuzeci od ovog
pravila su: Bacillus anthracis (izaziva¢ antraksa), Bacillus thuringiensis (patogen za
invertebrate), ali i Bacillus licheniformis kod trovanja hranom kao i prethodno pomenuti

sojevi.

1.2. Identifikacija bakterija i interspecijska geneticka raznovrsnost

1.2.1. Genotipizacija kao metoda izbora

Genotipizacija kao i filogenetske analize kori§¢ene na rodu Bacillus do sada su
ukljucivale nekoliko metoda. Pored analize gena za 16S rRNK, sekvenciranja ,,core*
gena, analiza nasumi¢no amplifikovanih regiona (Random Amplified Polymorphic DNA
— RADP), najcesce koriS¢ene strategije u analiziranju geneticke srodnosti medu Bacillus

vrstama su bazirane na genomskom ,(fingerprinting“-u, npr. polimorfizam duZine



amplificiranih fragmenata (Amplified Fragment Length Polymorphism) (AFLP) (Ticknor
isar., 2001) ili PCR repetitivnih ponovaka DNK sekvenci (rep-PCR) (Cherif i sar., 2003).

Jo$ od ranih 1980-ih godina, od kada je elektroforeza u pulsiraju¢em polju (Pulse
Field Gel Electrophoresis — PFGE) pocela da se koristi za profilisanje DNK fragmenata
ve¢ih od 40 kb (Schwartz i1 Cantor, 1984), ova tehnika je ostala jedna od
najinformativnijih, najpouzdanijih 1 najefikasnijih alatki za determinaciju genetickog
diverziteta mnogih mikroorganizama (Goering, 2010), ali i zlatni standard za geneticku
karakterizaciju bakterija (Dobbs i sar., 2014). PFGE se pokazala kao veoma prakti¢na
tehnika u epidemioloskim studijama kod infektivnih bolesti 1 epidemija prenosivih
hranom (Dobbs i sar., 2014; Meltzer i sar., 2014).

Odredivanje duzine DNK fragmenata je nesumnjivo najcesS¢e koriS¢en analiticki
metod u molekularnoj biologiji, biohemiji i mikrobiologiji. Konvencionalna gel
elektroforeza, kod koje se koriste Cvrsti polimeri (agaroza ili poliakrilamid) i polje
statiCkog elektriciteta, je prisutan u svim danaSnjim laboratorijama koje se bave
molekularnom biologijom. Ovaj metod rutinski se koristi za razdvajanje DNK fragmenata
manjih od 20 kb. Elektorforeza u pulsiraju¢em polju razvijena od Schwartz i Cantor
(1984) vrsi razdvajanje fragmenata velicine 1 preko 1 Mb (Birren i Lai, 1993). Popularna
primena PFGE je kod bakterijskog profilisanja (,,fingerprint”). Ova metoda se zasniva na
seCenju genomske DNK restriktivnim endonukleazama 1 razdvajanju DNK fragmenata
razli¢ite veli¢ine (Murchan i sar., 2003). Ovakva vrsta bakterijskog profilisanja je nasSla
primenu u kontroli javnog zdravlja i kontroli u prehrambenoj industriji. Centar za
kontrolu 1 prevenciju bolesti (CDC) u SAD-u je formirao PulseNet, Nacionalnu
molekularnu mreZu za nadzor bolesti koje se prenose hranom (Swaminathan 1 sar., 2001;
http://www.cdc.gov/pulsenet).

Dok je PFGE generalno primenjiv za rutinsku bakterijsku identifikaciju, poseduje
1 neka prakti¢na ograniCenja. Kao npr., PFGE zahteva relativno veliku koli¢inu DNK
(>200 ng DNK) ili 107 bakterijskih éelija (Larson i sar., 2000) i relativno dugo traje te se
zbog metodoloskih ograni¢enja PFGE smatra sporom analizom. Genomska DNK
posmatrane bakterije se, prvo izoluje u agaroznim blok¢i¢ima, potom se podvrgava
digestiji restrikcionim enzimima (Tenover 1 sar., 1995). Enzimi koji se najceSce koriste u
genotipizaciji roda Bacillus su Smal 1 Notl, jer Smal seCe DNK bacila u trake iste veli€ine,

dok Notl generiSe fragmente razliCite veliCine, Sto daje informativniji ,,fingerprint*



(Kaminska 1 sar., 2015). Tako dobijeni profili ukazuju najceSce na individualne razlike
izmedu sojeva, a na osnovu posedovanja ili gubitka restrikcionih mesta. U genotipizaciji
odabranih izolata, nuzno je koristiti i komercijalno dostupne standardne referentnih

sojeva (Tenover i sar., 1995).

1.2.2. Sekvenciranje gena

Analiza sekvenci 16S rRNK je najjednostavniji i najceS¢e koriS¢eni metod za
identifikaciju mikroorganizama (Amann 1 sar., 1995). 16S 1 23S rRNK su najcesce
koriS¢eni molekuli za odredivanje prokariotske filogenije. Analiza ovih sekvenci je
donela ogromnu ekspanziju u poznavanju prokariotskog diverziteta (Ludwig i Klenk,
2001). Medutim prve studije radene sa izolatima iz Bacillus cereus grupe otkrile su da
16S rRNK sekvence vrsta iz ove grupe pokazuju sli¢nost od 99 do 100%, te su pokazale
da ova metoda ne moZe biti pouzdana u razdvajanju ¢lanova ove grupe (Ash i sar., 1991).

Sto je duZe metoda bila u primeni, otkriven je sve veéi broj geneti¢kih homologija
u okviru odredenih bakterijskih vrsta Sto je ukazivalo na to da 16S rRNK nema dovoljnu
rezoluciju za bliZze odredivanje blisko srodnih vrsta, kao npr. u okviru B. cereus i B.
subtilis grupe. Vrsta B. cereus je blisko srodna vrstama kao Sto su Bacillus anthracis,
Bacillus thuringiensis (Daffonchio i sar., 2006), Bacillus mycoides (Drobniewski, 1993).
B. subtilis grupa sadrzi bliske taksone kao npr. B. subtilis subsp. subtilis (Nakamura i sar.,
1999), B. licheniformis (Skerman i sar., 1980), B. vallismortis (Roberts i sar., 1996).
Dakle, ukazala se potreba za boljim i preciznijim odredivanjem u okviru roda. Pored 16S
rRNK gena, geni za: 23S rRNK, subjedinicu DNK Ziraze B (gyrB) (Chen i Tsen, 2002),
subjedinicu RNK polimeraze  (Drancourt i Raoult, 2002) i TU elongacioni faktor (zuf)
(Ghebremedhin 1 sar., 2008) su se pokazali kao potencijalno dovoljno visoke rezolucije
da bi mogli da posluze u preciznijoj identifikaciji bakterijskih taksona.

Elongacioni faktor Tu (EF-Tu) je klju¢an za bakterijsku sintezu proteina, te je gen
koji ga kodira (fuf) veoma konzerviran kod prokariota (Filer i Furano, 1980). EF-Tu je
GTP vezujuci protein koji igra centralnu ulogu u sintezi proteina. Kod prokariotskih ¢elija
elongacioni faktor Tu igra glavnu ulogu u elongacionom ciklusu sinteze 1 to kroz
promociju vezivanja aminoacil-tRNK za A mesto na ribozomu. EF-Tu je jedan od
najzastupljenijih proteina u celiji, procenjuje se da je njegov molarni odnos EF-Tu :

ribozomi 5:1 (Subramanian, 1975). Procenjeno je da u celiji B. subtilis tokom



eksponencijalnog rasta postoji oko 100000 molekula EF-Tu po ¢eliji (Maass 1 sar., 2011).
Gen tuf je rasprostranjen uniformno kod vecine Gram-pozitivnih bakterija 1 najcesce
postoji samo jedna njegova kopija u genomu te ga to ¢ini idealnim kandidatom za
filogenetske studije (Sela i sar., 1989). Gen tuf pripada vec¢em transkripcionom regionu,
str operonu, koji kodira viSe ribozomalnih proteina kao i regulatornih proteina (Krasny i
sar., 2000). str operon Escherichia coli je sastavljen od Cetiri gena: rpsL (koji kodira
ribozomalni protein S12), rpsG (ribozomalni protein S7), fus (elongacioni faktor G) i fufA
(EF-Tu). Raspored ovih gena u transkripcionom operonu je sliCan za mnoge vrste,
ukljucujuéi Enterococcus spp., Bacillus subtilis i Neisseria meninditidis (Lathe i sar.,
2001). Kod miksobakterija, EF-Tu je geneticki organizovan u tRNK-7ufB operon, gde fuf
gen prethodi Cetiri tRNK gena koji su kotranskribovani sa fuf genom (Bremaud i sar.,

1995).

1.3. Proizvodnja antimikrobnih supstanci

Gram-pozitivne bakterije imaju razvijenu sposobnost za proizvodnju
antimikrobnih supstanci. Grupa Bacillus sensu lato obuhvata najviSe producenata
antimikrobnih supstanci, koje obuhvataju lipopeptide, kao Sto su iturini, surfaktini,
fengicini, bakteriocine 1 bakteriocinima sli¢ne supstance - BLIS (Stein, 2005). Glavna
grupa antimikrobnih supstanci roda Bacillus ukljucuju peptide koji su ribozomalno
sintetisani 1 posttranslaciono modifikovani (lantibiotici 1 lantibioticima sli¢ni peptidi) ili
neribozomalno sintetisani, kao i nekoliko nepeptidnih jedinjenja kao Sto su poliketidi,
amino Seceri i fosfolipidi (Stein, 2005). Ove supstance naj¢eS¢e imaju antimikrobno

delovanje na druge mikroorganizme, pa na taj na¢in daju prednost za same producente.
1.3.1. Bakteriocini

Bakteriocini su ribozomalno sintetisane supstance koje iako pokazuju specifi¢nu
aktivnost prema srodnim vrstama, uticu i na vrste koje nisu iz iste ekoloSke niSe
(Keymanesh i sar., 2009). Bakteriocini se uobi¢ajeno ne nazivaju antibioticima, upravo
da bi se izbegla konfuzija i da ne bi doSlo do zabune sa teraputskim antibioticima
(Cleveland 1 sar., 2001). Bakteriocini se razlikuju od terapeutskih antibiotika po svojoj

proteinskoj strukturi, ali i po uskoj specifi¢nosti delovanja na blisko srodnim vrstama i



ispoljavaju svoje delovanje u malim koncentarcijama. Gratia je joS 1925. prvi opisao
bakteriocin kolicin izolovan iz E. coli. Na evolutivnoj osnovi, pokazalo se da sinteza
jednog ili viSe bakteriocina daje veliku prednost. Prilika za prezivljavanjem
mikroorganizma moze biti uvecana ukoliko se eliminiSu kompetitivni mikroorganizmi u
ekoloskoj nisi, gde nadmetanje moZe biti veoma intenzivno obzirom na diverzitet i brz
rast bakterija (Montesinos, 2007). Bakteriocini igraju fundamentalnu ulogu u dinamici
bakterijskih populacija iako je nivo bakteriocinskih interakcija veoma kompleksan na
ekoloskom 1 evolutivnom nivou kod meSovitih populacija. Ispitivanja bakteriocina u
prirodnom okruzenju (Leuconostoc plantarum kod fermentacije zelenih maslina, E. coli
kod zamoraca i Streptococus mutans u usnoj duplji kod ljudi) su pokazala da se postepeno
povecava kompetitivna prednost za bakteriocin produkujuce ¢elije nasuprot bakteriocin
senzitivnim bakterijama u istom okruzenju (Riley, 1998). Njihova proteinska priroda
omogucava degradaciju u gastrointestinalnom traktu ljudi i Zivotinja, ukazujuci tako na

njihovu potencijalnu upotrebu kao prirodnih konzervanasa hrane (Cleveland i sar., 2001).

1.3.1.1. Bakteriocini roda Bacillus i njihova Klasifikacija

Bakteriocini Gram-pozitivnih bakterija se razlikuju od bakteriocina Gram-
negativnih bakterija u dve fundamentalne osobine. Prva je da proizvodnja bakteriocina
nije obavezno letalni dogadaj za producenta kao Sto je slucaj kod Gram-negativnih
bakterija. Ova kriticna razlika je posledica transportnog mehanizma za sekreciju
bakteriocina. Neke bakterije su razvile bakteriocin-specificni transportni sistem, dok
druge koriste sec-zavisni na¢in eksporta. Druga osobina je da su Gram-pozitivne bakterije
razvile bakteriocin-specifi¢nu regulaciju, dok se bakteriocini Gram-negativnih bakterija
oslanjaju iskljucivo na regulatornu mrezu domacina (Riley i Wertz, 2002).

Bakteriocini bakterija mle¢ne kiseline (BMK) spadaju u najizucavanije zbog
mogucnosti da se koriste kao biokonzervansi u prehrambenoj industriji. Mnogi njihovi
sojevi imaju status ,,Generally Recognised As Safe* (GRAS) po O'Sullivan (2002).
Medutim, kada nije potvrdena peptidna priroda antimikrobnih jedinjenja (Abriouel i sar.,
2010), ove supstance se karakteriSu kao bakteriocinu-slicne inhibitorne supstance
(Bacteriocin Like Substances - BLIS). Do danas, ne postoji jasna i sveobuhvatna
klasifikaciona Sema osmiSljena za bakteriocine roda Bacillus, uprkos svim naporima

napravljenim u klasifikacijama u sluCaju bakteriocina BMK. Ovo je najverovatnije



posledica nedostatka informacija o mnogim bakteriocinskim aminokiselinskim
sekvencama ili zbog znaCajnog diverziteta peptida/proteina proizvedenih od strane
Bacillus spp. Neki od njihovih antimikrobnih peptida su ve¢ ukljuc¢eni u prethodno
opisane grupe ili klase BMK bakteriocina. Primeri za takav slu¢aj su lantibiotici,
jedinstvena klasa vezana za antimikrobne peptide roda Bacillus koji su pridruzeni Klasi I
bakteriocina BMK u sklopu njihove klasifikacione Seme (Abriouel 1 sar., 2010).
Lantibiotici se ribozomalno sintetiSu kao prekursori peptida. Oni se posttranslaciono
modifikuju dehidratacijom serinskih i treoninskih ostataka i kasnijim intramolekularnim
dodavanjem cisteina, $to dovodi do formiranja (B-metil) lantionin-tioetarskih mostova,
karakteristi¢nih strukturnih elementa za lantibiotike (Bierbaum i Sahl, 2009). Pored toga,
nekoliko bakteriocina/BLIS koje proizvode Bacillus vrste spadaju u Klasu 11 BMK
bakteriocina (Nes i sar., 2007), koja obuhvata pediocinu-sli¢ne bakteriocine (Klasa Ila) i
dvo-peptidne bakteriocine (Klasa IIb).

Geni koji kodiraju produkciju bakteriocina 1 imunost na njih su obic¢no
organizovani u operonske klastere (Abriouel i sar., 2010). Kod linearnih nemodifikovanih
bakteriocina, pokazana je sinteza na istom genskom klasteru (Lohans i sar., 2013).
Bakteriocinski genski klasteri mogu biti locirani na hromozomu, kao u slucaju subtilina
(Banerjee 1 Hansen, 1988), plazmidu kao u slucaju divergicina A (Worobo i sar., 1995)
ili na transpozonu kao u slucaju nizina (Rauch i de Vos, 1992).

Biosintetski operon za lantibiotike sadrZi najces¢e gene koji kodiraju prepetide,
enzime odgovorne za modifikacione reakcije, proteaze odgovorne za uklanjanje vodic¢
peptida, superfamiliju transport proteina uklju€enih u translokaciju peptida, regulatorne
proteine i proteine uklju¢ene u samozastitu. Ovi podaci su prikupljeni iz genetske analize
viSe lantabiotika (Schnell i sar., 1992; Banerjee i Hansen, 1988, Uguen i sar., 2000).

Geni koji kodiraju biosintezu klase II bakteriocina dele mnoge sli¢nosti u njihovoj
genetickoj organizaciji, sastavu strukturnih gena koji kodiraju za prekusorske peptide,
koji su praceni genima koji kodiraju za imunitet na taj bakteriocin, kao i genima za ABC-
transporter (Drider i sar., 2006).

Vecina bakteriocina se sintetiSe kao bioloski inaktivni prepetidi koji imaju N-
terminalni lider peptid zakacen za C-terminalni propeptid. Biosintetski put lantibiotika je
predstavljen slede¢im koracima: formiranje prepetida, reakcije modifikacije,

proteoliticko odvajanje lider peptida i translokacija modifikovanog prepeptida ili zrelog



propeptida kroz citoplazmatsku membranu. Klasa II bakteriocina se sintetiSu kao
prepeptidi koji sadrze konzervirani N-terminalni lider 1 karakteristicna dvostruka
glicinska proteoliticka mesta (Drider i sar., 2006).

Klaenhammer (1993) je prvi uradio klasifikaciju bakteriocina BMK, koja je
kasnije doZivela reklasifikacije kod mnogih autora (van Belkum i Stiles, 2000; Cotter i
sar., 2005; Heng i Tagg, 2006; Nes i sar., 2007; Abriouel i sar., 2010). Lantibiotici, kojima
pripadaju pojedini bakteriocini roda Bacillus (Bierbaum i Sahl, 2009), su prethodno bili
podeljeni u dve grupe ili dva tipa: tip A koji ukljucuje izduZene i pozitivno naelektrisane
lantibiotike, dok tip B ukljucuje globularne i nenaelektrisane lantibiotike (Jung, 1991).
Tip A lantibiotika se moZe dalje podeliti na podgrupe Al i AIl prema enzimima koji su
ukljuceni u sazrevanju molekula lantibiotika (Willey i van der Donk, 2007). Klasa Al
lantibiotika je modifikovana enzimima LanB i LanC i obraduje se namenskom serinskom
proteazom LanP. Klasa All lantibiotika je modifikovana samo jednim enzimom LanM i
aktivira se pomoc¢u ABC transportera LanT koji poseduje N-terminalnu proteaznu
aktivnost. Dvokomponentni lantibiotici sastoje se od dva post-translaciono modifikovana
peptida koji deluju sinergisticki i trebalo bi ih svrstati u tre¢u grupu (Asaduzzaman i
Sonomoto, 2009). Ipak, dvokomponentni lantibiotici podsecaju na podgrupu All
lantibiotika kod kojih je svaka subjedinica obradena tipom jednog enzima LanM. Zaista,
jedna od subjedinica veoma podseca na mersacidin, koji je prototip AIl podgrupe. Drugi
skorije opisani lantibiotici poput penibacilina i sublacina 168 se ne uklapaju ni na koji
nacin u okviru opisanih klasa.

U klasu I spadaju antimikrobni peptidi koji su na razlicite nacine post-translatorno
modifikovani. NajceSc¢a podela se vrsi na Cetiri podklase i to podklase 1I-1, I-2, I-3 koje
obuhvataju peptide sa modifikacijama karakteristicnim za lantibiotike (formiranje
lantionina), a podklasa I-4 ima jedinstvene modifikacije.

Podklasa I-1 ukljuCuje tip A lantibiotike sa izduZenom strukturom, poput
subtilina, ericina S i ericina A. Subtilin je katjonski, pentacikli¢ni antimikrobni peptid
koga produkuje B. subtilis (Guder i sar., 2000). Subtilin pokazuje baktericidnu aktivnost
u nanomolarnom opsegu protiv Sirokog spektra Gram-pozitivnih bakterija. Aktivnost je
bazirana na formiranju pora na citoplazmati¢noj membrani, $to uzrokuje disipaciju
membranskog potencijala 1 naruSava sintezu ATP-a (Hyde 1 sar., 2006; Parisot 1 sar.,

2008). Ericini S i A su dva srodna lantibiotika, vrlo slicna subtilinu, koje proizvodi B.



subtilis A1/3 (Stein i sar, 2002). Precis¢eni ericini su aktivni protiv raznih bakterija,
ukljucujuéi i uzroénika bakterioznog raka paradajza, Clavibacter michiganensis.

Podklasa 1-2 ukljucuje globularni lantibiotik mersacidin tipa B koji proizvodi B.
subtilis HIL Y-85,54728 (Bierbaum i sar., 1995), kao i ostale lantibiotike poput sublacina
168 i penibacilina, koji produkuje Paenibacillus polymyxa OSY-DF koji takode
produkuje 1 peptidni antibiotik polimiksin E1 (He 1 sar., 2007). Sublacin 168 je
hromozomalno kodirani lantibiotik B. subtilis 168 i pokazuje jaku baktericidnu aktivnost
protiv drugih Gram-pozitivnih bakterija ukljuujuci i vaZzne patogene poput B. cereus,
Streptococcus pyogenes i Staphylococcus aureus (Paik i sar., 1998; Stein, 2005).

Podklasa I-3 ukljucuje dvokomponentne lantibiotike, poput haloduracina, kog
produkuje alkalofilni soj Bacillus halodurans C-125 (Takami i sar., 2000) i lihenicidina,
kog produkuju sojevi B. licheniformis ATCC 14580 i B. licheniformis DSM 13 (Begley i
sar., 2009; Dischinger i sar., 2009).

Podklasa I-4 ukljucuje jedinstven cikli¢ni peptid subtilozin A koji sadrZi peptidnu
vezu od glave do repa peptida, kao i odredene sulfidne mostove formirane izmedu
cisteinskih grupa i dehidratisanih aminokiselinskih ostataka. Subtilozin A je visoko post-
translaciono modifikovani makrocikli¢ni, anjonski peptid kog produkuje soj B. subtilis
ATCC 6633 idrugi B. subtilis sojevi, kao i B. amyloliquefaciens (Zheng i sar., 1999; Stein
i sar., 2004; Sutyak i sar., 2008) i Bacillus atrophaeus (Stein i sar., 2004).

Ovakva Kklasifikacija je dobijena komparativnom analizom objavljenih
aminokiselinskih sekvenci (Slika 2). Subtilin i ericin formiraju povezani klaster, koji je
okarakterisan visoko konzerviranim regionima u nativnom peptidu, kao i u sekvencama
vodeceg peptida. Interesantno je i to, da Al i A2 subjedinice haloduracina i lihenicidina
takode formiraju povezane klastere ukazujuc¢i da oba dvopeptidna lantibiotika dele isto
poreklo. Mersacidin takode pokazuje homologiju sa Al subjedinicom dvopeptidnih
lantibiotika, posebno sa Al subjedinicom lihenicidina, sa 25 konzerviranih ostataka na

identi¢noj poziciji, ukazujuc¢i na povezanost sa dvopeptidnim lantibioticima (Slika 2).
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Slika 2. Dendrogram odnosa bakteriocina iz roda Bacillus prema homologiji primarne

aminokiselinske sekvence. (Abriouel 1 sar., 2010).

Klasa II bakteriocina obuhvata ribozomalno sintetisane, nemodifikovane i
linearne peptide, male molekulske mase od 0,7-10 kDa. Podklasa II-1 ukljucuje
pediocinu-sli¢ne peptide sa konzerviranim YGNGVXC motivom blizu N-terminalnog
kraja. U ovu podklasu spadaju koagulin koga produkuje Bacillus coagulans 14 (Le Marrec
i sar., 2000), kao i bakteriocini koje produkuju Bacillus circulans i sojevi P. polymyxa
(SRCAM 37, SRCAM 602, SRCAM 1580) (Svetoch i sar., 2005). Podklasa I1-2 ukljucuje
turicinu-slicne peptide sa konzerviranim motivom DWTXWSXL blizu N-terminalnog
kraja, poput bakturicina F4 (Kamoun i sar., 2005), turincina H (Lee i sar., 2009), turicina
S (Chehimi i sar., 2007) i turicina 17 (Gray i sar., 2006) kog produkuje B. thuringiensis
soj 1 cerein MRX1 kog produkuju B. cereus sojevi (Sebei i sar., 2007). Komparativna
analiza aminokiselinskih sekvenci turicinu-slicnih peptida pokazuje koherentan klaster
(Slika 1). Podklasa II-3 ukljuCuje linearne peptide poput hromozomalno kodiranog
lihenina kog produkuje B. licheniformis 26L.-10/3RA (Pattnaik i sar., 2001) ili cereine 7A
1 7B (Oscariz i Pisabarro, 2000; Oscariz i sar., 2006).

Klasi III pripadaju proteini molekulske mase vece od 30kDa koji imaju
fosfolipaznu aktivnost poput megacina A-216 i A-19213 kog produkuju B. megaterium
sojevi (Ivanovics i Alfoldi, 1954; Von Tersch i Carlton, 1983).
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1.3.1.2. Bakteriocinu-sli¢ne inhibitorne supstance (BLIS) roda Bacillus

Bakteriocinu-sli¢ne inhibitorne supstance (BLIS), pronadene su kod mnogih
Bacillus vrsta, ukljucuju antimikrobne peptide i proteine koji nisu do sada dobro
okarakterisani, ni geneticki ni na aminokiselinskom nivou. Predominantno su aktivni
protiv bakterija, a u manjoj meri protiv kvasaca i gljiva (Urdaci 1 sar., 2004b; Bizani i
sar., 2005; Korenblum i sar., 2005; Aunpad i Na-Bangchang, 2007; Sharma i Gautam,
2008; Haft, 2009; Khalil i sar., 2009; Sharma i sar., 2009; Xie i sar., 2009; Anthony i sar.,
2010; Abriouel i sar., 2010).

Soj B. amyloliquefaciens LBM 5006, izolovan iz tropske Sume na Atlanskom
okeanu u Brazilu, produkuje veoma znacajne BLIS sa Sirokim antibakterijskim spektrom,
ukljuCuju¢i aktivnost na Listeria monocytogenes, B. cereus, Serratia marcescens i
Pasteurella haemolytica (Lisboa i sar., 2010). Spore BLIS produkujuceg soja B.
amyloliquefaciens CECT 5940 iskoriS¢ene su u proizvodnji probiotika za hranjenje Zivine
(Ecobiol®, Norel and Nature Nutrition) i koji u gastrointestinalnom traktu smanjujuéi
patogeni efekat Clostridium perfringens, E. coli i Yersinia spp. redukuju¢i na taj nacin
mortalitet Zivine (Diaz, 2007). Odredeni izolati B. amyloliquefaciens poput soja RC-2
produkuju BLIS aktivne protiv Colletotrichum dematium, gljive dudove antraknoze, kao
i protiv nekoliko drugih fitopatogenih gljiva i bakterija poput Rosellinia necatrix,
Pyricularia oryzae, Agrobacterium tumefaciens 1 Xanthomonas campestris pv.
campestris (Yoshida 1 sar., 2001). Bacilocin 490, koga produkuje termofilni soj B.
licheniformis 490/5 izolovan iz mle¢nog proizvoda, pokazao je antibakterijsku aktivnost
protiv srodnih vrsta poput Geobacillus stearothermophilus, Bacillus smithii, B. subtilis,
Bacillus anthracis, B. cereus i B. licheniformis pod aerobnim i anaerobnim uslovima
(Martirani i sar., 2002). Takode, pokazano je i da peptid niske molarne mase (1,5 kDa)
izolovan iz soja B. licheniformis MKU3 (Kayalvizhi i Gunasekaran, 2008) pokazuje
baktericidnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kao i protiv
nekih filamentoznih gljiva (Aspergillus niger, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus
i Penicillium funiculosum) i kvasca (Candida albicans). Heterocikloantracin peptid vrste
B. anthracis sadrzi oxazole i/ili heterociklicne tiazole (Haft, 2009) je opisan pomocéu
pretrazivanja genoma, ali do sada nije izolovan i nije pokazano njegovo antimikrobno
dejstvo. Bacillocin Bb iz vrste B. brevis Bb, izolovan iz zemljiSta (Saleem i sar., 2009),

je BLIS stabilan u pH opsegu od 1-9, otporan na toplotu i organske rastvarace. B. firmus
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H>O-1 izolovan iz naftnih rezervoara u Brazilu produkuje antimikrobne peptide otporne
na proteazu, stabilne na visoku temperaturu i na alkalni pH (Korenblum i sar., 2005). Ova
vrsta BLIS je pokazala antimikrobnu aktivnost protiv Desulfivibrio alaskensis kao i na
grupi sulfato-redukuju¢ih bakterija sakupljenih u jezgru rezervoara. Komercijalni
probiotik B. polyfermenticus SCD, koji se koristi kod dugotrajnih gastrointestinalnih
poremecaja, produkuje BLIS molekulske mase od priblizno 14,3 kDa (Lee i sar., 2001).
Thermocin 10, izolovan iz Geobacillus stearothermophilus NU-10, je glikoprotein
stabilan na visokim temperaturama, rezistentan na proteoliticke enzime, inhibira RNK i

DNK sintezu, celijske pokrete kao i sintezu ATP (Fikes 1 sar., 1983).

1.3.2. Primena bakteriocina koji proizvode Bacillus spp.

Neki Bacillus sojevi, su iskoriS¢eni kao probiotici, bazirano na fizioloSkim
svojstvima, kao Sto je uvecanje telesne mase domacih Zivotinja i Zivine. Na primer
BioPlus2B probiotik sadrzi meSavinu B. licheniformis i B. subtilis sojeva (Mutus i sar.,
2006). Bacili koji produkuju bakteriocine se mogu koristiti kao probiotici i da bi se
poboljsalo zdravlje Zivotinja i inhibirale patogene bakterije. Za soj B. licheniformis, koji
produkuje lichenin, je zabeleZena antimikrobna aktivnost na Streptococcus bovis i
Eubacterium ruminatium, kao i izvanredna hidroliticka aktivnost na razne polisaharide
(Pattnik i sar., 2001). Bakteriocin produkuju¢i Paenibacillus polymyxa NRRL B-30507,
NRRL B-30508 i NRRL B-30509, kao i soj B. circulans NRRL B-30664, se koriste u
kontroli Campylobacter jejuni kao neantibiotska terapija kod Zivotinjske zoonoze. Jo§
jedna od antimikrobnih supstanci, koja je nasla primenu kod zdravlja Zivotinja, je BLIS
iz B. subtilis LFB112 izolovan iz kineskog Caja koji je aktivan protiv Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija izazivaca bolesti kod domacih Zivotinja (Xie i sar., 2009).

Sojevi Bacillus koji produkuju bakteriocine mogu nac¢i primenu i kao probiotici
za humanu upotrebu zbog njihove inhibitorne aktivnosti na crevne patogene kao sto su C.
perfrigens, C. difficile 1 drugi. Probiotski soj B. dausii O/C produkuje inhibitornu

supstancu koja deluje na S. aureus, E. faecium i C. difficile (Urdaci i sar., 2004a).
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1.3.3. Klinicka primena bakteriocina koji proizvode Bacillus spp.

Terapeutska upotreba penicilina ranih 1940-ih godina smanjila je stopu smrtnosti
izazvanu infekcijama patogenih bakterija. Prvi penicilin rezistentni B-laktamazni soj
stafilokoka je opisan par godina kasnije (Kirby, 1944). Decenijama kasnije, konstantni
rast broja multirezistentnih sojeva stafilokoka, posebno rezistentnih na meticilin i
vankomicin, ponovo rezultuju povecanjem stope smrtnosti od infekcija stafilokokama.
Terapeutski efekat antibiotika, naj¢es¢e koriS¢enih u tretmanima infekcija, vrlo ¢esto biva
umanjen usled problema sa farmakokinetikom samih lekova, adaptacijom bakterija kroz
mehanizme indukovane rezistencije na antibiotike ili kroz mutacije regulatornih gena
stafilokoka (Fowler i sar., 2004; Lewis i Jorgensen, 2005; Garau i sar., 2009). Antibiotska
rezistencija bakterija je jedan od rastuc¢ih problema, koji zahteva obiman i Sirok pristup.
Jedan od pristupa ovom problemu je identifikacija novih antibakterijskih agensa dok se
drugi pristup zasniva na revidiranju ve¢ opisanih antimikrobnih agenasa. S tim u vezi,
postoji poseban fokus na ocenivanje i preispitivanje benefita koriS¢enja bakteriocina u
klini¢koj praksi (Cotter i sar., 2013).

Sve veca bakterijska rezistencija na konvencionalne antibiotike u klinickoj praksi
rezultovala je u sve obimnijem razmatranju bakteriocina kao alternativnih antimikrobnih
supstanci u tretmanu humanih infekcija (Cotter i sar., 2013). Unakrsna rezistencija
bakteriocina i konvencionalnih antibiotika u klini¢koj upotrebi je vrlo retko zabelezZena
jer ove dve vrste antimikrobnih jedinjenja imaju za mete razliCite Celijske strukture.
Nekoliko bakteriocina ili BLIS produkovanih od strane bakterija roda Bacillus pokazali
su antimikrobnu aktivnost protiv patogenih bakterija kao Sto su meticillin-rezistentni
sojevi Staphylococcus aureus (MRSA) ili vankomicin-rezistentni sojevi Enterococcus
spp. (VRE). Neki od primera su BLIS koji proizvodi B. sphaericus, pumilicin 4 (Aunpad
i Na-Bangchang, 2007), lantibiotici lihenicidin (Begley i sar., 2009), haloduracin (Takami
i sar., 2000) i mersacidin (Bierbaum i sar., 1995). Haloduracin deluje kao da moZe biti od
veceg interesa za medicinsku upotrebu jer ostaje stabilan na fizioloSkim vrednostima pH
bolje od nizina (Oman i van der Donk, 2009). Mersacidin je pokazao jako antimikrobnu
aktivnost na S. aureus i u in vitro 1 kod zivotinjskih studija (Molitor i sar., 1996;
Kruszevska i sar., 2004; Sass i sar., 2008). Lantibiotik subitlosin A je pokazao
antimikrobnu aktivnost protiv patogena kao $to su L. monocytogenes, Gardnella vaginalis

i Streptococcus agalactiae (Sutyak i sar., 2008). Subtilosin A ima potencijal u primeni
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protiv vaginalnih patogena kao Sto je G. vaginalis rezistentna na konvencionalnu
antibiotsku terapiju. Pored antibakterijske aktivnosti neki bakteriocini i BLIS roda
Bacillus pokazuju i antifugalnu aktivnost, koja bi mogla biti iskoriS¢ena u klini¢koj praksi
(Abriouel i sar., 2010).

Reproduktivni trakt sisara sadrZi specificne stalne i tranzitne mikroorganizme
usled specifi¢nosti samog genitalnog sistema i njegove veze sa spoljaSnjom sredinom.
Uslovi koji preovladavaju u genitalnom traktu stvaraju povoljnu ekolosku niSu za rast
mikroorganizama. Povecana seksualna aktivnost povecava Sansu za unoSenje patogenih
mikroorganizama. Uprkos tome, visi delovi genitalnog trakta su bez mikroorganizama,
jer postoje efikasni mehanizmi koji ograniCavaju kretanje mikroorganizama u gornje
delove genitalnog trakta.

Neki bakteriocini, kao npr. subtilozin iz B. subtilis ATCC 6633, pokazali su
antimikrobnu aktivnost protiv patogenih mikroorganizama kao Sto su G. vaginalis,
Listeria monocytogenes 1 S. agalactiae (Sutyak i sar., 2008). Inhibiranje rasta G. vaginalis
ima znacaja jer je ona Cesto primarni agens za bakterijske vaginoze (BV), zajednicko
stanje pronadeno kod 30% Zena u Severnoj Americi (Allsworth i Peipert, 2007). BV se
karakteriSe zamenom normalne vaginalne laktobacilne flore sa anaerobnim bakterijama i
mikoplazmama (Gibbs, 2007). BV su naj¢esc¢e asimptomatske, mada mogu biti povezane
sa nizom simptoma i problema. Za tretman, po preporuci Centra za kontrolu bolesti
(CDC), se primenjuje klindamicin i metronidazol ordinirani oralno ili intravaginalno
(Workowski i sar., 2002), ali je izuzetno pozZeljno kao alternativu imati neki preparat koji
bi u potpunosti uklonio infekciju. Bakteriocini su Cesto razmatrani za medicinsku i
farmaceutsku primenu, posebno kao baktericidni agensi kod multi-rezistentnih
mikroorganizama (Kraaij i sar., 1999). Oni su posebno interesantni zbog malih troSkova

proizvodnje u poredenju sa standardnim farmaceutskim proizvodima.

1.4. Patogene bakterije koje formiraju biofilm

Jedno od najvecih dostignu¢a moderne medicine je napredak u borbi protiv
infektivnih bolesti. Zahvaljuju¢i nau¢nim uspesima, najveci broj trenutnih infekcija se
moze leciti efikasno antibioticima. Medutim, dva su izuzetka od ovog pravila. Prvo,

bakterije koje su rezistentne na antibiotike a drugo otpornost bakterija na antibiotike kroz
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stvaranje biofilma. Biofilm je skup mikroorganizama vezanih nepovratno u
ekstracelularne polimerske matrikse za abiotske i/ili biotske povrSine. Biofilm bakterija
moze biti i do 1000 puta otporniji na antibiotske tretmane, nego iste vrste bakterija koje
rastu plantkonski (Gilbert i sar., 1997).

Tranzicija iz planktonskog rasta u biofilm nastaje usled odgovora na sredinske
promene i ukljucuje veliku regulatornu mrezZu, koja prevodi signale za regulisanje genske
ekspresije i reorganizacije bakterijskih celija (Kostakioti i sar., 2017). Ovo ¢elijsko
reprogramiranje obuhvata ekspresiju povrSinskih molekula, prilagodavanje upotrebe
hranljivih materija, faktore virulencije kao 1 opremanje bakterije arsenalom svojstava koji
omogucavaju njihovo preZivljavanje u nepovoljnim uslovima (Lenz 1 sar., 2008).

Bakterijska agregacija i sazrevanje biofilma se sastoji od reverzibilnih i
ireverzibilnih nivoa koji ukljucuju brojne i specifi¢ne faktore. Dva su osnovna procesa u
formiranja biofilma. Prva faza obuhvata vezivanje bakterija za povrSinu, pra¢eno drugom
fazom agregacije bakterija 1 formiranja viSeslojnih struktura. Bakterije u biofilmu su
povezane amorfnim sluzavim materijalom tzv. ekstracelularnim polisaharidnim
matriksom (Gotz, 2004), koji igra posebnu ulogu ¢elijskog lepka, koji €ini da slojevi budu
lepljivi, tolerantni na sredinske faktore (Rode 1 sar., 2007) 1 antimikrobne agense (Heiby
1 sar., 2010). U okviru biofilma postoji razvijena mreza kanala kojima se kre¢e voda i
nutrijenti te tako obezbeduju ¢elijama uslove za rast i deobu (Watnick i Kolter, 2000).

Bakterije organizovane u visSeslojne strukture se fenotipski razlikuju od svojih
,planktonskih‘ srodnika. Biofilm pruZa idealnu niSu za razmenu gena odgovornih za
antimikrobnu rezistenciju (Donlan i Costerton, 2002, Stewart PS, 2002). Po dosadas$njim
saznanjima, viSe od 99% bakterija u prirodnom okruZenju Zivi u biofilmu, a u 80%
slu¢ajeva infekcija kod ljudi biofilm igra vaznu ulogu (Stewart i Costerton, 2001). Kod
stafilokoka u biofilmu postoje 4 razliCita metabolicka stanja in vitro. Postoje Celije koje
obezbeduju energiju procesima fermentacije, ¢elije koje rastu u slojevima bogatim
kiseonikom, metaboli¢ki neaktivne celije kao i mrtve Celije. Po Brady i sar., (2007)
gradijent hranljivih supstanci kroz razliite slojeve biofilma uslovljava i razli¢itu gensku
ekspresiju kao i sintezu proteina medu slojevima celija unutar istog biofilma. Poseban
nacin organizacije Celija u biofilmu stafilokoka im omogucava izbegavanje imunskog

odgovora domacina ali i rezistenciju na antimikrobne agense (Archer i sar., 2011).
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Biofilm, tj njegova kompaktnost predstavlja fizi¢ku barijeru koja onemogucava difuziju
antibiotika kroz slojeve biofilma.

Regulacije genske ekspresije faktora virulencije i formiranja biofilma kod S.
aureus se obavlja kroz nekoliko regulatornih sistema. Dva su najbolje proucena: agr
(engl. accessory gene regulator) i1 sarA (engl. staphylococcal accessory regulator). agr
regulatorni sistem se smatra glavnim regulatorom ekspresije gena kod ove bakterije. Ali
pored ovih regulatornih sistema u procesu formiranja biofilma ucestvuju i dodatni genski
lokusi. Njihovom aktivnos¢u dolazi do povecane ekspresije faktora koji vrSe ulogu u
formiranju biofilma. Vazna komponenta biofilma je i estracelularna DNK koja povecava
adherentnost biofilma za povrSinu za koju se vezuje (Mann i sar., 2009). Rice i sar. (2007)
su pokazali sa gubitkom gena koji kodira enzim za oslobadanje ekstracelularne DNK
dolazi do smanjenja aderentnosti biofilma.

Koagulaza-negativne stafilokoke (KNS) 1 Listeria monocytogenes su Cesto
ukljuceni u mnoga oboljenja ljudi, posebno kod imunokompromitovanih pacijenata. lako
su slabo virulente, KNS su veoma dobro adaptirane da formiraju izraZen biofilm i kako
je nedavno zapazeno, njihov biofilm ima vaznu ulogu u patogenezi velikog broja infekcija
genitalnog trakta, kao Sto su aerobni vaginitis i konstantni nespecificni uretritis (Ivanov,
2007; Tansarli i sar., 2013). L. monocytogenes moZe da kolonizuje genitalni trakt Zena i
da u njemu formira biofilm (Borges i1 sar., 2011). Iako je stopa pojavljivanja L.
monocytogenes veoma mala u vagini Zena (Stepanovi¢ i sar., 2007a) posledice njenog
pojavljivanja mogu biti veoma pogubne, pogotovo u trudno¢i. Ove bakterije mogu biti
prenesene na novorodence ulaskom u uterus ili tokom prolaska fetusa kroz vaginu i mogu
izazvati znacajan morbiditet i mortalitet kod novorodencadi (Borges i sar., 2011).

Stafilokoke su jedan od glavnih uzro¢nika hroni¢nih infekcija koje nastaju usled
formiranja biofilma na medicinskim uredajima i pomagalima. Biofilm se najcesce
obrazuje na ortopedskim implantima, ali i na materijalima na bazi plasti¢nih polimera i
silikona (Costerron i sar., 2003). Kada su medicinski uredaji u pitanju biofilm se moze
formirati na povrsSini ventilatora, defibrilatora i aspiratora. Kod osoba sa poremecajem
periferne arterijske ili venske cirkulacije nastaju hroni¢ne infekcije usled formiranja

stafilokokalnog biofilma.
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1.4.1. Bakteriocini u kontroli formiranja biofilma i njihov sinergizam sa

antibioticima

Penicilin je uveden u terapijsku upotrebu daleke 1944. godine Veé 1948. god.
procenat patogenih sojeva osetljivih na penicilin se sa 98% smanjio na 50% (Barber 1
Rozwadowska-Dowzenko, 1948). Rastu¢a rezistencija na antimikrobna jedinjenja
povecala je interes za bakteriocine kao alternativna teraputska sredstva za tretiranje
infekcija. Antibiofilm aktivnosti mnogih bakteriocina su nedavno opisane, ali uglavnom
uvek na dobro definisane referentne sojeve mikroorganizama (Hassan 1 sar., 2012) ali
retko 1 na klinicke izolate.

Bakteriocinska aktivnost pokazana na Neisseria gonorrhoeae (Ruiz i sar., 2015) i
Giardia lamblia (Amer i sar., 2014) ukazali su na bakteriocine kao obecavajuce
antimikrobne kandidate u tretmanu razli¢itih patogena. Bakteriocini takode mogu
inhibirati rast i multirezistentnih patogena od velikog znaCaja, kao Sto su meticilin-
rezistentni Staphylococcus aureus i1 vankomicin-rezistentni Enterococcus spp. (Cotter i
sar., 2013).

Chopra i sar. (2015) su pokazali da sonorensin izolovan iz Bacillus sonorensis
MTO3 je efikasan kao potencijalni antibiofilm agens i konzervans hrane. U njihovoj
studiji su opisali aktivnost protiv S. aureus, a u isto vreme su pokazali da ne postoji
aktivnost prema normalnim sisarskim celijama. Sonorensin je inhibirao formiranje
biofilma. Pomocu te¢ne hromatografije i SEM mikroskopije je otkriven princip delovanja
samog sonorensina, koji vrSi permeabilizaciju bakterijske membrane. Za razliku od
vecine antibiotika, koji za ciljno mesto imaju ¢elijske komponente bakterija, citoliti¢ki
efekat sonorensina ima prednost u nemogucnosti razvoja rezistencije.

Antibiotici u svom delovanju kada se kombinuju zajedno mogu dati sinergisticki
efekat koji podrazumeva efekat delovanja jaci nego svaki antibiotika pojedinacno. JoS su
1973. Farrar i Newsome zabeleZili sinergisticki efekat kombinacije beta-laktamskih
antibiotika na Gram-negativne bacile. Sinergizam izmedu bakteriocina i polimyxin klase
antibiotika je zabeleZen kod mnogih Gram-negativnih patogena. Polymyxin E se sada
razmatra za koriS¢enje kao zadnja linija odbrane protiv patogenog Pseudomonas
aeruginosa (Biswas 1 sar., 2012). Colistin u kombinaciji sa nizinom A i pediocinom PA

je pokazao znacajnu aktivnost protiv E. coli O157:H7 (Naghmouchi i sar., 2013).
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Kombinacija raznovrsnih bakteriocina, antimikrobnih peptida i1 konvencionalnih

antibiotika najceS¢e uvecava efektivnost i spektar delovanja tretmana protiv patogena.
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2. CILJEVI

Opsti cilj ove disertacije je identifikacija i genotipizacija kolekcije Bacillus spp.

izolata 1 kompletna karakterizacija bakteriocina liheniocina 50.2 koji proizvodi jedan

izolat iz kolekcije. Na osnovu navedenog, specifi¢ni ciljevi ove disertacije su:

Genotipizacija kolekcije Bacillus spp.

Biohemijska i geneticka karakterizacija bakteriocina liheniocina 50.2 koji

proizvodi izolat Bacillus licheniformis VPS50.2

Optimizacija proizvodnje liheniocina 50.2

Odredivanje antimikrobnog spektra liheniocina 50.2

Odredivanje dinamike aktivnosti liheniocina 50.2 protiv L. monocytogenes
Identifikacija patogenih stafilokoka iz uretralnih briseva

Odredivanje MIC liheniocina 50.2 i ekstrakta bakteriocina koje proizvodi

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 na izolatima

stafilokoka i L. monocytogenes

Odredivanje efekta liheniocina 50.2 i ekstrakta bakteriocina soja BGBU1-4 na

formiranje i ve¢ formirani biofilm stafilokoka 1 L. monocytogenes.

Odredivanje efekta pojedinacnih bakteriocina, njihove kombinacije kao i

kombinacije pojedinac¢nih bakteriocina sa odabranim antibioticima na izabranim

izolatima stafilokoka i L. monocytogenes.

Kao krajnji cilj ovog istraZivanja oc¢ekuje se preciznija identifikacija postojece kolekcije

Bacillus spp. izolata; potpuna karakterizacija i optimizacija proizvodnje bakteriocina

liheniocin 50.2 kao i odredivanje antimikrobnog potencijala liheniocina 50.2, samostalno

1 u kombinaciji sa bakteriocinima koje proizvodi Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.

diacetylactis BGBU1-4 i odabranim antibioticima prema patogenim urogenitalnim

izolatima stafilokoka i L. monocytogenes.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Bakterijski sojevi

U ovom radu kori$¢eno je 166 izolata bakterija roda Bacillus spp. izolovanih iz razliitih

uzoraka poreklom iz razli€itih regiona Srbije. Izolati Bacillus sp. izolovani iz zemlje,

sena, slame i stajskog dubriva su morfoloski okarakterisani i potvrdeni bojenjem po

Gramu i katalaza testom (Stankovié¢, 2003; Beri¢, 2010).

Tabela izolata sa poreklom izolacije i geografskom lokacijom data je u Dodatku 1

(Preuzeto iz Stankovi¢, 2003).

Bakterijski sojevi koji su koriS¢eni za testiranje antimikrobne aktivnosti predstavljeni su

u Tabeli 1.

Tabela 1. Bakterijski sojevi koriS¢eni u ovom radu.

Bakterijski soj Medijumi za rast Izvor ili referenca
Aeromonas hydrophila ATCC 49140 MHA ATCC

Bacilus licheniformis ATCC 12759 LA ATCC

Bacillus subtilis ATCC 6633 LA ATCC

Bacillus subtilis 168 LA Laboratorijska kolekcija*
Bacillus subtilis W23 LA Laboratorijska kolekcija*
Enterobacter cloacae ATCC 49141 MHA ATCC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MHA ATCC

E. saccharolyticus ATCC 43076 MHA ATCC
Lactobacillus plantarum LMG92088 MRS Laboratorijska kolekcija**
Lactobacillus zeae MRS Laboratorijska kolekcija**

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. | M17 +0,5% glu

diacetylactis BGBU1-4

Laboratorijska kolekcija**

Lactococcus lactis subsp. lactis 1L1403 M17 +0,5% glu | Laboratorijska kolekcija**
Lactococcus lactis subsp. lactis B464 M17 + 0,5% glu | Laboratorijska kolekcija**
Listeria monocytogenes ATCC 19111 BHI ATCC
Micrococcus luteus ATCC 7468 MHA ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MHA ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 33591 MHA ATCC
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Streptococcus agalactiae ATCC 12386 MHA ATCC
S. equisimillis ATCC 12394 MHA ATCC
Escherichia coli ATCC 25922 MHA ATCC
Proteus mirabilis ATCC 25933 MHA ATCC
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 MHA ATCC
Salmonella enteritidis ATCC 13076 MHA ATCC
S. typhimurium ATCC 14028 MHA ATCC
Shigella flexneri ATCC 9199 MHA ATCC
Candida albicans ATCC 10231 Sabouraud med. ATCC
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 Sabouraud med. ATCC
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 TSA ATCC
Listeria monocytogenes 3 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 4 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 5 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 9 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 10 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 11 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 14 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 16 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 17 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 18 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 19 TSA Klini¢ka kolekcija***
L. monocytogenes 20 TSA Klini¢ka kolekcija***
Staphylococcus spp. (8 izolata) TSA Klinicka kolekcija***

* Katedra za mikrobiologiju BioloSkog fakulteta ,

** Laboratorija za molekularnu mikrobiologiju, Institut za

molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo, ***Institut za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinski fakultet

3.1.2. Prajmeri i restrikcioni enzimi

Prajmeri koriS¢eni u ovom radu predstavljeni su u Tabeli 2.

Tabela 2. Sekvence prajmera koriS¢enih u ovom radu

Oznaka prajmera | Sekvenca prajmera

tufGPF

5’ACGTTGACTGCCCAGGACAC?’

tufGPR

5S’GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA3Z’
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Restrikcioni enzim kori§¢en u ovom radu je Notl (UAB Fermentas, Thermo Scientific).

3.1.3. Izolacija i precis¢avanje ekstrakta bakteriocina BGBU1-4

U ovom radu je koriS¢en bakteriocin izolovan iz soja Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis BGBUI1-4. Sirovi ekstrakt bakteriocina ovog soja je izolovan iz
supernatanta 16. sata prekono¢ne kulture. Supernatant je precipitiran uz pomo¢ amonijum
sulfata na 20, 30, 40, 50 1 60% (w/v) saturacije. Precipitat je potom prikupljen
centrifugiranjem i resuspendovan u 100mM Na-fosfatnom puferu (pH=7) nakon ¢ega je
testirana antimikrobna aktivnost. Precipitat bakteriocina sa najve¢om aktivnoS¢u nakon
amonijum sulfatne precipitacije je pre€iScen dalje hloroformskom ekstrakcijom.
Podjednake zapremine resuspendovanog peleta i hloroforma su intenzivno promuckane
15 min a zatim ostavljene na +4 °C jedan sat. Nakon toga faze su razdvojene
centrifugiranjem na 13000rpm 40min. Interfaza sa bakteriocinom je sakupljena i osusena
u rotacionom vakum evaporatoru (Eppendorf Concentrator 5301; Eppendorf). OsuSena
interfaza je resuspendovana u 100 mM Na-fosfatnom puferu, pH=7 i potom je testirana

antimikrobna aktivnost na indikatorskim sojevima.

3.1.4. Medijumi za kultivisanje bakterija

LB Medijum

Tripton 10g
Ekstrakt kvasca S5¢g
NaCl 5¢g
dH>O 1000 ml
LA Medijum

LB sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml.

Soft LA Medijum

LB sa dodatkom 7 g agara na 1000 ml.
MHB medijum

Mesni ekstrakt 4g
Skrob 1,5¢
Kazein hidrolizat 17,5g
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dH-O
MHA medijum

1000 ml

MHB sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml.

MRS medijum
Pepton

Mesni ekstrakt
Ekstrakt kvasca
D-glukoza

Tween 80

K>HPO4

Natrijum acetat
Tri-amonijum citrat
MgS04.7H,0
MnS0O4.4H,0O

Agar

dH>0O

M17 + 0,5% glu medijum
Neopepton

Baktosoton

Mesni ekstrakt
Ekstrakt kvasca
Askorbinska kiselina
2-Glicerolfosfat.5 H20
25% glukoza

Agar

dH20

BHI medijum
Ekstrakt mozga i srca svinje
Pepton

Glukoza

NaCl

Na;HPOg4

10g
10g
5g
20g
lg
2g
5g
2g
0.2¢g
0.05g
15¢
1000 ml

S5

S5g

5g
2.5¢
0.5¢
lg
40ml
15¢
960 ml

17.5¢
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Agar
dH,O

Schaeffer’s sporulacioni medijum

Bacto-nutrient broth
10% KCl

1.2% MgSO4-TH20
1 M NaOH

1 M Ca(NO3)>
0.010 M MnCl»

1 mM FeSOq4

dH>O

Spizizen’s minimalni medijum

(NH4)2SO4

K>HPO4

KH>POq4

Na; citrate.2H>O
MgS04.7H,0

50% (w/v) D-glucose
L-tryptophan (Smg/ml)
dH>0

Sabouraud medijum
Dextroza

Pepton

Agar

dH>0O

TSA medijum
Tryptone

Soytone

NaCl

Agar

15g
1000 ml

8¢

10 ml

10 ml
0.50 ml
1.0 ml
1.0 ml
1.0 ml
976.5 ml

2g

l4g

6g

lg
0.2¢g
10 ml
10 ml
980 ml

40g
10g
20g
1000 ml

15¢
S5g
5g
15¢
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3.2. METODE

3.2.1. METODE RADA SA BAKTERIJAMA
3.2.1.1. Identifikacija bakterijskih sojeva iz klini¢kih uzoraka

Identifikacija osam izolata koagulaza-negativnih stafilokoka izvedena je na osnovu
morfoloskih osobina analiziranih na preparatu bojenom po Gramu, kulturelnih osobina,
testovima slobodne koagulaze (u epruveti) i potvrdena automatizovanim Vitek2
Sistemom (bioMeArieux, Francuska). Identifikacija sojeva izvriena je VITEK 2 ID
karticama za Gram pozitivne mikroorganizme (VITEK 2 GP, bioMérieux). GP kartica
sadrzi udubljenja sa odgovaraju¢im supstratima za detekciju 43 biohemijske osobine
navedene u Tabeli 3. Bakterijska suspenzija je podeSena pomocu denzitometra (VITEK
Densichek, bioMérieux) sa rastvorom 0.45% NaCl na gustinu od 0.5 po McFarland
standardu. Svaka test kartica je automatski napunjena bakterijskom suspenzijom i
inkubirana tokom 3h u VITEK aparatu. Tokom ovog perioda, svakih 15 minuta je
automatski ocitavano oslobadanje fluorescence koja nastaje kao posledica razgradnje
supstrata usled rasta mikroorganizama u odgovaraju¢im udubljenjima kartice. Analiza
podataka uranena je automatski pomocu VITEK 2 softvera, nakon ¢ega su dobijeni
rezultati za svaki soj.

Tabela 3. Biohemijske osobine na osnovu kojih je izvrSena identifikacija sojeva VITEK

2 GP karticom

Polje | Test Skracenica Koli¢ina po polju
2 D-amigdalin AMY 0.1875 mg
4 Fosfatidilinozitol fosfolipaza C PIPLC 0.015 mg
5 D-ksiloza dXYL 0.3 mg
8 Arginin dihidrolaza 1 ADHI1 0.111 mg
9 Beta-galaktozidaza BGAL 0.036 mg
11 Alfa-glukozidaza AGLU 0.036 mg
13 Ala-Phe-Pro arilamidaza APPA 0.0384 mg
14 Ciklodekstrin CDEX 0.3 mg
15 L-Aspartat arilamidaza AspA 0.024 mg
16 Beta-galaktopiranozidaza BGAR 0.00204 mg
17 Alfa-manozidaza AMAN 0.036 mg
19 Fosfataza PHOS 0.0504 mg
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20 Leucin arilamidaza LeuA 0.0234 mg
23 L-Prolin arilamidaza ProA 0.0234 mg
24 Beta-glukuronidaza BGURr 0.0018 mg
25 Alfa-galaktozidaza AGAL 0.036 mg
26 L-Pirolidonil-arilamidaza PyrA 0.018 mg
27 Beta.glukuronidaza BCUR 0.0378 mg
28 Alanin arilamidaza AlaA 0.0216 mg
29 Tirozin arilamidaza TyrA 0.0276 mg
30 D-sorbitol dSOR 0.1875 mg
31 Ureaza URE 0.15 mg
32 rezistancija na POLIMIKSIN B POLYB 0.00093 mg
37 D-galaktoza dGAL 0.3 mg
38 D-riboza dRIB 0.3 mg
39 L-laktat alkalinizacija ILATk 0.15 mg
42 Laktoza LAC 0.96 mg
44 N-Acetil-D-Glukozamin NAG 0.3 mg
45 D-Maltoza dMAL 0.3 mg
46 rezistancija na BACITRACIN BACI 0.0006 mg
47 rezistancija na NOVOBIOCIN NOVO 0.000075 mg
50 rast u prisustvu 6.5% NaClI NC6.5 1.68 mg
52 D-Manitol dMAN 0.1875 mg
53 D-Manoza dMNE 0.3 mg
54 Metil-B-D-Glukopiranozid MBdG 0.3 mg
56 Pululan (a-1.,4- ;a-1,6-glukan) PUL 0.3 mg
57 D-Rafinoza dRAF 0.3 mg
58 rezistancija na 0/129 (comp. vibrio.) 0129R 0.0084 mg
59 Salicin SAL 0.3 mg
60 Saharoza SAC 0.3 mg
62 D-Trehaloza dTRE 0.3 mg
63 Arginin dihidrolaza 2 ADH2S 0.27 mg
64 rezistancija na OPTOHIN OPTO 0.000399 mg

Klinic¢ki izolati su ¢uvani na -70°C u BHI medijumu (Lab M Limited, UK) sa dodatkom

10% sterilnog glicerola. Nakon odmrzavanja su inokulisani u tryptic soya agar (TSA;
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bioMeArieux) i kultivisani 24h na 35°C u aerobnim uslovima. Bakterijske suspenzije su
pravljene u sterilnom fiziolo§kom rastvoru (bioMeArieux) i podesavana im je gustina po

0,5 McFarland standardu (otprilike 10> CFU/ml) a zatim razblaZivane do 10° CFU/ml.

3.2.2. METODE ZA RAD SA DNK
3.2.2.1. Izolovanje ukupne DNK iz Bacillus spp.

Genomska DNK iz Bacillus spp. je izolovana prema metodi opisanoj kod Le Marrec i sar.
(2000). Nakon centrifugiranja prekono¢ne kulture izolata 10 min na 12000 X g i dva
ispiranja u TE puferu (10mM Tris—=HCI, pH 8; 1mM EDTA, pH 8), celijje su
resuspendovane u 1 ml pufera za lizu (50mM Tris, pH 8; 1mM EDTA, pH 8; 25%
saharoza) koji sadrzi 20 pg/ml lizozima (Serva GMBH, Heidelberg, Germany) i
inkubirane 45 min na 37°C. Reakcija je zatim zaustavljana dodavanjem 1 ml EDTA (250
mM, pH 8). Nakon 5 min uzorci su tretirani sa 400 pl 20% (w/v) SDS-a 1 20 pl rastvora
(20 mg/ml) Proteinase K (Sigma, Sent Louis, USA). Sve je inkubirano na 65°C dok ne
postane bistro i manje viskozno, a zatim je vrSena fenol-hloroformska ekstrakcija. DNK
je precipitirana etanolom i resuspendovana je u 100 pl TE pufera u koji je dodato 1 pl

RNaze (10 mg/ml).

3.2.2.2. Umnozavanje DNK fragmenata PCR metoda (,,Polymerase Chain

Reaction*)

UmnoZzavanje DNK fragmenata PCR metodom je vrSeno tako Sto su totalnoj ili
plazmidnoj DNK (0.1-1 pg) u 1 X reakcionom puferu (10xRP: 500 mM KCI, 100mM
Tris-HCI, 0.8% Nonidet P40 (NP40) finalno pH 8.8 na 25°C) dodavani 25 mM MgCl, u
finalnoj koncentraciji 2.5 mM, dNTP smesa (svaki ANTP po 200 uM), prajmeri (svaki po
2.5 uM) 1 DNK Tagq polimeraza (1 U/ul - Fermentas UAB, Vilnius, Litvanija). Sekvence
koris¢enih prajmera u ovom radu date su u Tabeli 2.

Umnozavanje fuf gen fragmenta je vrSeno uz pomo¢ prajmera tufGPF i tufGPR (S.
Caamano-Antelo i sar., 2015) po slede¢em programu: nakon preinkubacije na 95°C 8
min, 35 ciklusa, svaki sa 30 sec denaturacije na 95°C, 1 min vezivanje prajmera na 55°C
i 30 sec polimerizacije na 72°C; poslednji ciklus polimerizacije 10 min na 72°C

(Chavagnat i sar., 2002).
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3.2.3. ELEKTROFOREZA DNK

3.2.3.1. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu

Elektroforeza totalne i plazmidne DNK je radena na horizontalnim agaroznim gelovima.
Gelovi su pravljeni otapanjem agaroze u 1 X TAE puferu (40 mM Tris-acetat 1 mM
EDTA) uz dodavanje etidijum bromida (0.5 pg/ml). Kao pufer za elektroforezu koriS¢en
je 1 x TAE pufer. KoriS¢eni su 1% agarozni gelovi, a elektroforeza je tekla pri
konstantnom naponu od 1-10 V/cm gela. Veli¢ine linearnih DNK fragmenata dobijenih
posle umnoZzavanja DNK ili seCenja restikcionim enzimima odredivane su na agaroznim
gelovima uporedivanjem duZine predenog puta DNK fragmenta koji se analizira u odnosu
na duZinu puta koju su presli DNK fragmenti poznate veli¢ine (standard). Koris¢en je
komercijalni standard ,,Gene Ruler™* 100 bp DNA Ladder (Fermentas UAB, Vilnius,

Litvanija).

3.2.3.2. Elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE)

PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) se odvijala po modifikovanoj proceduri koju
su koristili Koji¢ i saradnici (2005). Talog ¢elija dobijen centrifugiranjem (2 min, 13 000
rpm, centrifuga 5804, Eppendorf) 100 uL logaritamske kulture je opran dva puta 1 mL
EET pufera (100 mM EDTA, 10 mM EGTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8) i ponovo
centrifugiran (1 min, 13 000 rpm) a dobijen talog je resuspendovan u 50 pLL EET pufera
1 inkubiran 10 min na 42°C. Otopljena agaroza (2% rastvor InCert® agaroze u EET
puferu) temperirana na 42°C je pomesana sa 50 pL celijske suspenzije i nalivena u kalupe
za blok¢ic¢e. U meduvremenu je pripremljen rastvor 0,05% N-lauirl sarkozila i lizozima
u EET puferu, dodati su blok¢ic¢i i inkubirano je 24h na 37°C. Nakon toga, rastvor sa
lizozimom je zamenjen aktiviranim (30 min na 50°C) rastvorom 0,5% SDS 1 proteinaze
K u EET puferu i inkubiran je preko noc¢i na 50°C. Narednog dana je pomenuti rastvor
zamenjen dva puta sa 10 mL sterilnog vodenog rastvora sa PMSF
(phenylmethylsulphonyl-fluoride) i blok¢€ici su Sejkirani na sobnoj temperaturi 30 min.
Nakon toga, ovaj rastvor je zamenjen sa 10 mL sterilne destilovane H>O. Blok¢i¢i su
Sejkirani dva puta po 30 min uz ponovna ispiranja. Nakon ispiranja, blok¢i¢i su iseceni
na dva do Cetiri dela radi vece dostupnosti materijala za digestiju. U svaku ependorficu je

dodato po 300 pL. 1 X pufera O (UAB Fermentas, Thermo Scientific) sa blok¢i¢ima. Radi
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ekvilibrisanja u puferu, blok¢i¢i su inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi. Potom je
dodato po 100 pLL 1 X O pufera sa Notl restrikcionim enzimom (20 U po blok¢icu; UAB
Fermentas, Thermo Scientific). Rastvor blok¢ic¢a sa restrikcionim enzimom je inkubiran
3h nana 37°C. Nakon inkubacije rastvor je zamenjen sa 100 uL. STOP PFGE pufera (40%
saharoza, 10 mM EDTA, 0,01% bromfenol plavo, pH 8) radi zaustavljanja reakcije.
Blok¢ic¢i su ¢uvani na +4°C do upotrebe.

PFGE se odvijala u 1,2% agaroznom gelu. Gel je pravljen rastvaranjem agaroze u 1 x
TBE puferu (90 mM Tris, 90 mM borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8,3). U bunarice
napravljenog gela je stavljen blok¢i¢ sa uzorkom, nakon cega su bunari¢i zalivani
ostatkom rastopljenog gela. Kao marker koriS¢en je Lambda ladder PFGE marker 50 —
1000 kb (New England BIOLABS). PFGE je tekla u 0,5 x TBE puferu (45 mM Tris, 45
mM borna kiselina, 1 mM EDTA, pH 8,3) u,,2015 Pulsafor unit’-u (LKB Instruments),
sa elektrodama rasporedenim u obliku Sestougla, na 9°C pri naponu od 280 V (razlika
izmedu N/S i E/W pravca ne sme biti ve¢a od 3 mA) u trajanju od 18 h. Nakon zavrSetka
programa, dodat je etidijum bromid (0,5 pg/mL) u 0,5 X TBE puferu da bi se omogucila
vizuelizacija DNK. Mesanje u trajanju od 30 min je obezbedilo rastvaranje i ujednaceno
rasporedivanje etidijum bromida. Budu¢i da se etidijum bromid ugraduje u gel, vrSeno je

odbojavanje gela Sejkiranjem u ¢istom 0,5 X TBE puferu u istom vremenskom intervalu.

3.2.4. SEKVENCIRANJE DNK I FILOGENETSKA ANALIZA
3.2.4.1. Sekvenciranje DNK

Eluirani DNK fragmenti ili PCR produkti su nakon prec¢is¢avanja propusStanjem kroz
kolonice QIAquick PCR Purification KIT/250 (QIAGEN GmbH, Hilden, Nemacka) slati
na sekvenciranje u centar za sekvenciranje Macrogen's sequencing service, Seul, Koreja.

Sekvence su uporedivane uz pomo¢ NCBI baze podataka, BLAST programom za

pretrazivanje homologe nukleotidne sekvence (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.2.4.2. Kompjuterska analiza PFGE profila

Dobijeni profili su iskoriS¢eni za odredivanje filogenetskih odnosa predstavnika
kolekcije. Slike gelova su oznaene pomocu programa Phoretix 1D (TotalLab; free trial

licence). Baza sa 166 analiziranih izolata Bacillus spp. i 6 referentnih sojeva je kreirana
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u Phoretix 1D Pro (TotalLab; free trial licence) programu. Nakon pripreme baze, dobijeni
profili su iskoriS¢eni za kreiranje dendrograma primenom Band difference i Complete

Linkage algoritma (Defays, 1977).
3.2.4.3. Filogenetska analiza sekvenci fuf gena

Sa NCBI GenBank (Benson i sar. 2000) baze skinute su referentne sekvence za fuf gen
bakterija iz rodova Bacillus (23 sekvenci) i takozvani “outline” soj koji nije iz roda
Bacillus (1 sekvenca). Sekvence referentnih sojeva su poravnate koriste¢i ClustalW
(Thompson 1 sar., 1994) algoritam za viSestruko poravnanje sekvenci. Na osnovu
poravnatih sekvenci kreirana je konsenzusna sekvenca u programu BioEdit (v7.1.3; Hall
1999). Konsenzusna referentna sekvenca je ponovo poravnata primenom ClustalW
algoritma sa sekvencom za editovanje. Potom je sekvenca od interesa manuelno
editovana. Uklonjeni su 5’ i 3’ krajevi sekvence gde je kvalitet isCitavanja sekvencera bio
los. U lokusima gde su postojale duplikacije ili transverzije, izvrSene su korekcije prema
konsenzusnoj sekvenci. Identifikacija izolata izvrSena je daljom primenom mega BLAST
algoritma (Morgulis i sar., 2008, Altschul i sar., 1990). Koriste¢i Mega 6 (v6.0.6; Tamura
i sar., 2013), editovane sekvence i sekvence gena referentnih sojeva iz GenBank baze
(predstavnici roda Bacillus i 1 “outliner* iz drugog razdela) su ponovo poravnate koriste¢i
ClustalW algoritam.

Utvrdena je najbolja statisticka metoda za konstrukciju dendrograma. Dendrogram je
konstruisan Neighbour joining metodom koristeci odgovarajuci statisti¢ki model sa cutoff
vrednos¢u 50% uz proveru verodostojnosti (bootstrap) od 1000 replikata. Analizom
sekvenci je utvrdeno da je najbolji statisticki model za filogenetsku analizu dobijenih

sekvenci bio Kimurin dvoparametarski model (Kimura, 1980).

3.2.5. METODE RADA SA BAKTERIOCINIMA
3.2.5.1. BakteriocinsKi test

Za detekciju proizvodnje bakteriocina koriS¢en je dufuzioni metod u bunarci¢ima
(modifikacija Harris i sar., 1989). Difuzioni metod u bunarc¢i¢ima je izvoden tako S$to su
petri Solje sa Cvrstim medijumom prelivane sa 10 ml odgovarajuceg soft agara koji je

inokulisan sa oko 10° - 10° ¢elija indikatorskog soja/ml medijuma. U soft agaru su
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pravljeni bunarci¢i pre¢nika 5 mm u koje je sipano po 50 ml uzorka koji se testira. Uz
ivicu bunarcic¢a dodavan je kristal proteaze iz Streptomyces griseus (SIGMA). Prisustvo
bakteriocina u uzorku je detektovano na osnovu pojave svetle zone oko bunarcica, Sirine
nekoliko milimetara, kao posledica inhibicije rasta senzitivnog bakterijskog soja, kao i

odsustva ove zone oko mesta aplikacije proteaze (tzv., srpasta zona inhibicije).

3.2.5.2. Testiranje termostabilnosti i pH opsega bakteriocina

Termostabilnost bakteriocina je testirana kako sledi: bakteriocinski preparati su
inkubirani 15 min i 30 min na slede¢im temperaturama: 50°C, 70°C i 100°C. Nakon
hladenja (stajanjem na sobnoj temperaturi), uzorcima je ispitana bakteriocinska aktivnost
difuzionim metodom u bunar¢i¢ima. U slede¢em eksperimentu, bakteriocinski preparat
je autoklaviran, tj. inkubiran 20 min na 121°C. Ovako tretiranom uzorku je nakon
hladenja odredena bakteriocinska aktivnost difuzionim metodom u bunar¢i¢ima.
Ocuvanje aktivnosti bakteriocina na niskim temperaturama je analizirano tako $to je
supernatant ¢uvan na temperaturi od +4°C 1 svakog meseca je testirana aktivnost u toku
jedne godine. U svim navedenim eksperimentima indikatorski soj je bio Bacillus subtilis
168.

Aktivnost bakteriocina na razli¢itim pH je testirana tako Sto je alikvotima bakteriocinskih
preparata podeSen pH na razlicite vrednosti (od pH 2 do pH 13) koriS§¢enjem 1M HCl ili
1M NaOH, sa razmakom od po jedne pH jedinice. Ovako tretirani uzorci su inkubirani 1
h na 30°C, a zatim im je, nakon vracanja pH vrednosti na pocetnu, odredena
bakteriocinska aktivnost. U svim opisanim eksperimentima, bakteriocinski test je raden

difuzionim metodom u bunarci¢ima na indikatorski soj Bacillus subtilis 168.

3.2.5.3. Efekat delovanja razlicitih enzima na bakteriocin

Ispitivano je delovanje slede¢ih enzima na bakteriocin: proteaze iz Streptomyces griseus
(Sigma), proteinaze K (Sigma), tripsina (Calbiochem), DNaze (Sigma) i RNaze (Sigma).
Proteaza iz Streptomyces griseus 1 proteinaza K su rastvarane u 0,01 M Tris-HCI puferu,
pH 8, tripsin u 0,05 M Tris-HCI puferu, pH 8. Ostali koriS¢eni enzimi rastvarani u 0,05

M Na-fosfatnom puferu, pH 6,5. Enzimi u odgovaraju¢im 2 X puferima su dodavani
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bakteriocinskom preparatu u odnosu 1:1, tako da je njihova finalna koncentracija bila 1
mg/ml. SmeSa bakteriocina i enzima u odgovaraju¢em puferu je inkubirana 1 h na 37°C
i nakon toga joj je testirana bakteriocinska aktivnost difuzionim metodom u bunarci¢ima.

Bacillus subtilis 168 je koriS¢en kao indikatorski soj.

3.2.5.4. Efekat katjona na bakteriocinsku aktivnost

Testiran je uticaj sledec¢ih katjona na bakteriocinsku aktivnost: Ca?*, Fe?, Mg**, Mn?*",
Zn**, K* i Na" u koncentracijama od 5mM, 10mM, 15mM i 20mM. Bakteriocinski
preparat je kao i u prethodno navedenim testovima posle meSanja sa razli¢itim katjonskim
rastvorima u odnosu 1:1 inkubiran 1h na temperaturi od 37°C. Bakteriocinska aktivnost
je testirana difuznom metodom u bunarci¢ima. Kao kontrola kori$¢eni su bakteriocinski
preparati bez katjona. Pored ovog testa uraden je i test u kome je testiran uticaj 10mM
EDTA na aktivnost bakteriocinskog preparata. Indikatorski soj je u svim testovima bio

Bacillus subtilis 168.

3.2.5.5. Odredivanje antibakterijskog spektra delovanja bakteriocina

Antimikrobna aktivnost soja proizvodaca bakteriocina Bacillus licheniformis 50.2,
testirana je na razliCite indikatorske sojeve difuzionim metodom u bunar¢i¢ima. Kao
indikatorski sojevi koris¢eni su razliiti sojevi bakterija, gljiva i kvasaca. Uz ivicu

bunari¢a uvek je dodavan kristal pronaze E.

3.2.5.6. 1zolovanje bakteriocina amonijum-sulfatom

42. sat prekonoc¢ne kulture bakterija je osloboden ¢elija centrifugiranjem 15 min na 10000
X g nakon ¢ega je supernatant profiltriran kroz 0.45 um Durapore™ (Milipore) filter. U
sterilni supernatant dodaje se amonijum sulfat za precipitaciju proteina. Koriste¢i
nomogram, izracuna se koli¢ina kristalnog amonijum sulfata koja se dodaje da bi se
postiglo: 20, 40, 60 i 80% (w/v) saturacije. Radi se sekvencijalno, prvo se dodaje koli¢ina
potrebna za 20% zasi¢enja, rastvori se i drzi na 4°C preko no¢i. Precipitat se zatim
prikuplja centrifugiranjem 20 min na 12000 X g i resuspenduje u 5 mM Na-fosfatnom

puferu (pH 6.8). Prikuplja se i supernatant i u njega se dodaje koli¢ina amonijum sulfata
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koja ¢e, uz prethodno dodatu, €initi ukupno 40% saturacije. Postupak se zatim ponavlja
kao i1 u prethodnom koraku. Precipitat sa 60 i 80% zasiCenosti amonijum sulfatom se
dobija na isti nacin. Precipitati dobijeni sa odgovarajuom zasi¢enoS¢u amonijum
sulfatom se testiraju na prisustvo antimikrobnih supstanci na osetljivom indikatorskom

soju difuznim metodom u bunar¢i¢ima.

wev r

3.2.5.7. PrediSéavanje bakteriocina hloroformom

Precipitat bakteriocina sa najve¢om aktivno$¢u nakon amonijum sulfatne precipitacije se
preciSc¢ava tretiranjem hloroformom u odnosu 1:1 (vol/vol). Dobijena smesSa se intenzivno
mucka 10-15 min a zatim se vr$i odvajanje faza centrifugiranjem 10 min na 5000 x g.
Odbacuju se gornja, vodena faza i donja, hloroformska a prikuplja se interfaza u kojoj je
protein. Dobijena interfaza se zatim uparava do suvog u rotiraju¢em evaporatoru i
resuspenduje u 50 mM Na-fosfatnom puferu (pH 6.8). Antimikrobna aktivnost se testira

na ve¢ opisan nacin.

3.2.5.8. Ultrafiltracija

Dobijeni parcijalno preciSceni bakteriocin je podvrgavan ultrafiltraciji kroz molekularne
filtere sa “cut-off’-om od 3, 10 i 30 kDa (Milipore). Ovaj korak dodatno preciS¢ava i
koncentriSe uzorke i ujedno omogucava orijentaciono odredivanje molekulske mase

aktivne supstance.

3.2.5.9. Kinetika proizvodnje bakteriocina u razli¢itim medijumima i u razli¢itim

uslovima

B. licheniformis VPS50.2 je gajen aerobno u 1000ml Erlenmajerima sa po 200ml LB
medijuma, Schaeffer’s sporucionog medijuma i1 Spizizen’s minimalnog medijuma,
varirajuci temperaturu inkubacije (30°C i 37°C) i brzinu Sejkiranja (180rpm i 220rpm) u
toku 48h. Odredivana je brojnost bakterija (CFU/ml) i spora (CFU/ml) na svaka dva sata
zasejavanjem odgovarajuceg razblazenja na petri Solje sa LA medijumom. Pored toga, u
istim vremenskim intervalima, uziman je i alikvot kulture kome je testirana antimikrobna

aktivnost protiv odgovarajuceg indikatorskog soja na ve¢ opisani nacin.
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3.2.5.10. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija i dinamike

antibakterijske aktivnosti

Mikrodiluciona metoda je koriS¢ena za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC) testiranih bakteriocina. Za odredivanje MIC vrednosti ekstrakata koriS¢ene su
mikrotitracione plofe sa 96 mesta. Serijska razblaZenja su pripremana u svezem MHA
medijumu (bioMeArieux) sa dodatkom 0,05% triphenyl tetrazolium chloride (Sigma-
Aldrich) kao indikatora rasta. Sve je radeno u triplikatu i inokulisano sa 5x10° CFU/ml
indikatorskog soja bakterija. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je odredivana
nakon inkubacije 24h na 35°C u aerobnim uslovima. Svi testovi su ponovljeni tri puta.
Antimikrobna aktivnost je izrazena kao arbitrarne jedinice (AU) po mililitru. AU je
definisana kao recipro¢na vrednost najviSeg serijskog dvostrukog razblaZzenja koje je
pokazalo inhibiciju rasta kod testiranih sojeva.

Inokulum L. monocytogenes je pripreman do eksponencijalne faze a zatim razblazivan u
BHI te¢nom medijumu do otprilike 10° éel/ml. Alikvoti (10ml) kulture su prebacivani u
odvojene flaskove 1 liheniocinski ekstrakt je dodavan iz sterilnog stoka do finalne
koncentracije od 0,5; 1; 2 i 4 X MIC. Kontrolni flask je testiran bez prisustva bakteriocina.
Kultura je inkubirana na 37°C a uzorci su uzimani svakog sata u toku osam sati po
dodatku bakteriocina. Uzorci su ispirani, serijski razblazivani 10 puta u 0,5 mM
fosfatnom puferu 1 10 pl uzorka je u triplikatu zasejavano na odgovarajuci ¢vrsti medijum,

nakon ¢ega je inkubirano na 37°C.

3.2.5.11. Ispitivanje uticaja bakteriocina na produkciju biofilma

Sposobnost produkcije biofilma je ispitana u mikrotitracionim ploCama sa 96 mesta
prema protokolu Stepanovi¢a i sar. (2007b). Napravljena su serijska razblazenja
bakteriocina liheniocina 50.2 i BGBUI1-4 (1/2 x do 1/32 x MIC) u TSB bujonu sa
dodatkom 1% glukoze (za KNS) ili BHI bujonu sa dodatkom 2% glukoze i 2% saharoze
(za L.monocytogenes) prema Knobloch i sar. (2002). U mikrotitracione ploce je dodato
po 180 ul svakog razblazenja u triplikatima. U svako polje ploce je dodato po 20 pul
prethodno pripremljene bakterijske suspenzije. Pozitivna kontrola svakog soja su bile

bakterije kultivisane samo u medijumu bez prisustva bakteriocina. Dva triplikata samog
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medijuma su predstavljala negativnu kontrolu svake ploCe. Nakon 24h kultivacije na
35°C u aerobnim uslovima, plo¢e su odlivene, tri puta isprane sa 300 pl temperiranog
fosfatnog pufera (eng. phosphate-buffered saline, PBS; pH 7.2) i osuSene na vazduhu.
Ploce su fiksirane tokom 20 min. sa 150 pl metanola po polju ploce, osuSene i obojene sa
150 pl rastvora 2% kristal violeta (bioMeArieux) tokom 15 min. Visak nevezane boje je
ispran teku¢om vodom a boja vezana za adherentne bakterije je oslobodena sa 150 pl 96%
etanola tokom 20 min. Opti¢ka gustina je procitana na 570 nm (ICN Flow Titertek
Multiscan Plus) nakon Cega su izraCunate srednje vrednosti triplikata za sve testirane
sojeve 1 negativne kontrole. Da bi se odredila kategorija produkcije biofilma, za svaku
mikrotitracionu plocu je definisana ,,cut off* vrednost (ODc) kao srednja vrednost
apsorbance negativnih kontrola uvecana za vrednost 3 SD (srednja vrednost OD
negativne kontrole +3SD). Prema dobijenoj vrednosti ODc su preracunati rezultati prema
sledecoj Semi (Stepanovi€ 1 sar., 2000):

OD < ODc - nema produkcije biofilma (kategorija 0)

ODc < OD <2 x ODc - slaba produkcija biofilma (kategorija 1 ili +)

2 x ODc < OD <4 x ODc — umerena produkcija biofilma (kategorija 2 ili ++)

4 x ODc < OD - izrazena produkcija biofilma (kategorija 3 ili +++)

Svaki eksperiment je ponovljen tri puta tokom tri uzastopna dana. Podaci su statisticki
obradeni pomoc¢u SPSS statistickog programa (PASW statistika za Windows, Verzija
18.0, Chicago: SPSS Inc. USA) koriS¢enjem metoda deskriptivne statistike, Chi kvadrat
testa i Mann-Whitney U testa.

3.2.5.12. Ispitivanje uticaja bakteriocina na ve¢ formiran biofilm

Za ispitivanje efekta bakteriocina liheniocina 50.2 i BGBU1-4 na ve¢ formiran biofilm
bakterije su kultivisane u mikrotitracionim plo¢ama sa 96 mesta u TSB ili BHI medijumu,
kako je prethodno opisano. Nakon 24h kultivacije na 35°C u aerobnim uslovima, ploce
su odlivene i paZljivo isprane tri puta sa 300 pl sterilnog PBS. Zatim je 24h ve¢ formiran
biofilm izloZen koncentracijama bakteriocina od 100 AU/ml i 200 AU/ml liheniocina
50.2 1 200ul/bunari¢cu BGBU1-4 bakteriocina. Ploce su inkubirane dodatnih 24h na 35°C
u aerobnim uslovima, isprane, fiksirane i obojene po prethodno opisanoj proceduri a

zatim izracunata kategorija biofilma.
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3.2.5.13. Ispitivanje efekta kombinovane primene bakteriocina i antibiotika sa

razli¢itim mehanizmima delovanja na rast izolovanih sojeva

Efekat kombinacije bakteriocina sa antibioticima na rast izolovanih sojeva je ispitan
pomocu tzv. “checkerboard” metoda prema White i sar. (1996). Testiranje je izvrSeno sa
dva antibiotika sa razli¢itim mehanizmom delovanja: [B-laktamskim antibiotikom
ampicilinom (AMP) 1 aminoglikozidom gentamicinom (GEN) (Sigma-Aldrich).
Ispitivanje je izvrSeno u mikrotitracionim plo¢ama sa 96 mesta sa serijskim razblaZenjima
ampicilina i gentamicina (4-0,125 pug/ml), bakteriocina liheniocina 50.2 i BGBU1-4 (25-
0,38 AU/ml) i dva bakteriocina medusobno. Dodato je po 20 ul bakterijske suspenzije
gustine 0,5 po McFarland standardu. Interakcija izmedu antibiotika i bakteriocina je
procenjena nakon izraCunavanja frakcione inhibitorne koncentracije (eng fractional
inhibitory concentration; FIC) i indeksa frakcione inhibitorne koncentracije (eng.
fractional inhibitory concentration indices; FICI).

FIC za svaku supstancu je preracunat deljenjem MIC supstance u kombinaciji
bakteriocina 1 antibiotika sa MIC same supstance (FICbakteriocina =
MICkombinacijebakteriocin-antibiotik/MICbakteriocin).

FICI vrednosti su izraCunate kao suma FICbakteriocina i FICantibiotika i tumacene
prema sledecem kriterijumu: FICI < 0.5 sinergizam; 0.5 < FICI < 1 aditivnost; 1 < FICI
<2 indiferentan efekat i FICI > 2 antagonizam (Hu i sar., 2002; Orhan i sar., 2005). Svaki

test je ponovljen tri puta.
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4. REZULTATI
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4. REZULTATI

4.1. Izolovanje ukupne DNK iz Bacillus spp.

Ukupna genomska DNK iz kolekcije 166 prirodnih izolata Bacillus sp. je izolovana po
opisanom protokolu. Provera prinosa izolacije je vrSena horizontalnom elektroforezom

na agaroznom gelu (Slika 3.)

123
122 126 128 131 133 143 152 lﬁ-l 16*‘ ”2 122 126

114 123 127 129 132 134 =

uv-|";"ﬂ-“i".'" s

'

—

Slika 3. Horizontalna elektroforeza ukupne genomske DNK izabranih izolata

Bacillus spp.

4.2. Elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE)

Notl enzim prepoznaje sekvencu GCGGCCGC 1 vrsi seCenje hromozomalne DNK
Bacillus spp. izolata na 6-24 fragmenata. Upotrebom ovog restrikcionog enzima dobijeni
su fragmenti veli¢ine od 48.5 kb do 1000 kb sa ve¢inom fragmenata veli¢ine izmedu 48 i
727 kb. ,,Complete linkage* analizom profila dobijenih primenom PFGE totalne DNK za
svaki od 166 izolata i 6 referentnih sojeva, odredeni su filogenetski odnosi izmedu izolata

i referentnih sojeva i konstruisano je filogenetsko stablo, §to je i prikazano na Slici 4.
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Dendrogram: Complete Linkage(Band Difference)
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Slika 4. Dendrogram filogenetskih odnosa unutar kolekcije Bacillus spp. dobijen
koriS¢enjem Complete Linkage metode bazirane na profilima genoma nakon digestije i PFGE

razdvajanja. Crvena uspravna linija predstavlja cutoff distancu od 0,18.

Na osnovu odabrane Cut off vrednosti distance (0,18), dobije se 21 klaster iz kojih je
odabran po jedan predstavnik za dalju molekularnu analizu. Ukupan broj izolata koji su
svrstani u odgovarajuce filogenetske grupe na osnovu PFGE profila dat je u Tabeli 4. Na
Slici 5 gde je prikazan gel nakon razdvajanja, mogu se uociti predstavnici svake grupe

profila dobijenih nakon digestije Notl restrikcionim enzimom.
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Slika 5. Kompozitna slika PFGE profila 21 Bacillus spp. izolata nakon analiziranja u
grupi od 166 profila. Profili reprezentativnih izolata i Lambda ladder kao molekularnog markera

su prikazani na slici.

4.3. Filogenetska analiza skevenci fuf gena

Za dalju molekularnu identifikaciju sekvenciranjem fuf gena, koji kodira elongacioni
faktor Tu, odabran je 21 predstavnik. Svi izolati su nakon PCR analize dali proizvod od
priblizno 790 bp. Nakon sekvenciranja PCR proizvoda i analize sekvenci, konstruisano
je filogenetsko stablo (Slika 6).

U Tabeli 4. prikazane su PFGE grupe sa identifikovanim izolatima predstavnicima grupa.
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S$8-36.5
VPS-50.2
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 (KC510253)
SS-2.5
Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 ATCC 6051 (KC510262)
S§S-12.2
100 | SS-21.4
731 SS-35.4
Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC510260)
SS-5.4
§§-22.1
gaf Bacillus safensis KCTC 12796BP (CP018197)
941 S8-33.2
100  Bacillus megaterium NBRC 15308 ATCC 14581 (CP009920)
— $5-9.1
74 Bacillus cereus ATCC 9634 (KF028778)
941 SS-30.4
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Bacillus anthracis SPV842 15 (CP019588)
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9940 Bacillus thuringiensis MYBT18246 (CP015350)
S§S-12.3
99]S8-23.2
SS-9.4
4] SS-23.4
73/8S-11.1
Clostridium botulinum 2318 (NR 036786)

b

0.1

Slika 6. Neighbour joining filogenetsko stablo bazirano na sekvencama fuf gena (790 bp)

koje pokazuje odnose referentnih sojeva i testiranih izolata roda Bacillus.

Izolati predstavnici grupa: SS-6.1, SS-13.1, SS-14.3, SS-36.5, VPS-50.2 i SS-2.5 su
svrstani filogenetski najblize B. amyloliquefaciens, $to je, kada se ubroje svi izolati iz
navedenih grupa ukupno 52 izolata. Izolati predstavnici grupa: SS-12.2, SS-21.4 1 SS-
35.4 grupisali su zajedno sa B. subtilis (ukupno 54 izolata). Izolati predstavnici grupa:
SS-9.4, SS-23.4 1 SS-23.2, SS-11.1, SS-12.3 grupisali su zajedno sa B. thuringiensis
(ukupno 22 izolata). Izolati predstavnici grupa: SS-30.4, SS-37.7 1 SS-32.5, pokazivali su
srodnost i sa B. anthracis i sa B. cereus (ukupno 14 izolata). Samo je izolat SS-9.1, kao
predstavnik grupe od 4 izolata, pokazao nedvosmislenu srodnost sa B. megaterium. Izolati
predstavnici grupa: SS-5.4, SS-22.1 i SS-33.2 su grupisali zajedno sa B. pumilus i B.

safensis (ukupno 20 izolata).
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Tabela 4. Uporedni pregled raznovrsnosti 21 odabranog izolata Bacillus spp.

Izolat Lokacija StaniSte PFGE Broj tuf identifikacija
grupa izolata
u grupi
SS-9.1 Paracin Zemljiste I 4 B. megaterium NBRC 15308
dvoriste ATCC 14581
SS-9.4 Paracin ZemljiSte II 4 B. thuringiensis MYBT18246
dvoriSte
SS-5.4 TocCane Slama I 2 B. pumilus ATCC 14884
SS-37.7 Ov¢a Zemljiste v 4 B. cereus ATCC 9634
SS-30.4 Lokacija 30 Bubrivo v 2 B. cereus ATCC 9634
SS-23.4 Valjevo ZemljiSte VI 3 B. thuringiensis MYBT18246
SS-14.3 Paracin kej ZemljiSte VII 8 B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum UCMB5113
SS-21.4 Mala Plana ZemljiSte VIII 10 B. subtilis subsp. subtilis NCIB
potok 3610 ATCC 6051
SS-36.5 Erdevik Zemljiste IX 5 B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum UCMB5113
SS-2.5 Bresnica Slama X 8 B. amyloliquefaciens ATCC
23842
SS-6.1 Paracin ZemljiSte XI 10 B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum UCMB5113
SS-22.1 Valjevo Zemljiste XII 12 B. pumilus ATCC 14884
SS-23.2 Valjevo - Zemljiste X1II 3 B. thuringiensis MYBT18246
Petnica
SS-11.1 Mala Plana ZemljiSte XIV 4 B. thuringiensis MYBT18246
oranica
SS-12.3 Paracin park Zemljiste XV 8 B. thuringiensis MYBT18246
SS-12.2 Paracin park Zemljiste XVI 13 B. subtilis subsp. subtilis NCIB
3610 ATCC 6051
VPS50.2 | Beograd - Visa Zemljiste XVII 15 B. amyloliquefaciens subsp.
pedagoska plantarum UCMBS5113
SS-33.2 Lokacija 33 Dubrivo XVIII 6 B. safensis KCTC 12796BP
SS-13.1 | Donje Vidovo ZemljiSte XIX 6 B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum UCMB5113
SS-32.5 Lokacija 32 DBubrivo XX 8 B. anthracis SPV842_15
SS-35.4 Kaluderica Zemljiste XXI 31 B. subtilis subsp. subtilis NCIB

3610 ATCC 6051

4.4. Bakteriocinski test

Difuzionim metodom u bunarci¢ima je dobijena karakteristicna polumesecasta zona

inhibicije rasta senzitivnog soja koja nedvosmisleno govori o antimikorbnoj supstanci

proteinske prirode, bakteriocinu koji sintetiSe soj Bacillus lichenfiormis VPS50.2 (Slika

7).
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Slika 7. Zona inhibicije rasta senzitivnog soja B. subtilis 168 bakteriocinom koji sintetise

s0j B. lichenfiormis VPS50.2, liheniocina 50.2.

4.5. Biohemijska karakterizacija liheniocina 50.2

Liheniocin 50.2 zadrZzava ~70% aktivnosti inkubiranjem 20 min na 121°C (Slika 8). Kod
uzoraka koji su Cuvani na +4°C tokom 12 meseci konstatovana je nepromenjena
antimikrobna aktivnost.

Testiranjem bakteriocinske aktivnosti na razli¢itim pH vrednostima pokazano je da
liheniocin 50.2 zadrZzava svoju aktivnost u Sirokom opsegu pH vrednosti od 2 do 13.
Aktivnost bakteriocina bila je najve¢a na pH 9. Na pH 12-13 liheniocin 50.2 je zadrZavao

~78% svoje aktivnosti.

Slika 8. Zona aktivnosti bakteriocina nakon inkubiranja na 121°C.

U Tabeli 5 je prikazan uticaj razliCitih enzima na bakteriocinisku aktivnost liheniocina

50.2. B. subtilis 168 je koriS¢en kao indikatorski soj.
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Tabela 5. Uticaj razli€itih enzima na bakteriocinsku aktivnost liheniocina 50.2

Aktivnost liheniocina 50.2%
Bez enzima 18
Pronaza E 9
Proteinaza K 9
Tripsin 10
DNK-aza 17
RNK-aza 17

*precnik zone inhibicije dat je u milimetrima.

Nakon tretmana razli¢itim katjonima (Ca**, Mg?', Mn*', Fe’*, K', Na') u
koncentracijama od 20 mM 1 trajanju od 1 h, inhibitorna aktivnost bakteriocina
liheniocina 50.2 je ostala nepromenjena, izuzev u sludaju Fe** gde je doslo do pada
aktivnosti na ~60%. Pri testiranju aktivnosti kod tretmana bakteriocina 10 mM heliraji¢im
agensom EDTA, kontrola samog EDTA je dala identi¢an rezultat kao i sa bakteriocinskim

preparatom.

4.6. Kinetika proizvodnje bakteriocina u razlifitim medijumima i u

razli¢itim uslovima

Sinteza bakteriocina pracena je u LB, Schaeffer’s sporulacionom i Spizizen’s
minimalnom medijumu na temperaturama od 30°C i 37°C, uz aeraciju, na 180 rpm i 220
rpm, u intervalima od 2 sata u toku 48h. Odredivan je ukupan broj bakterija, broj spora i
antimikrobna aktivnost supernatanta protiv B. subtilis 168. Pracenje krive rasta zapoceto
je zasejavanjem 1 kolonije izolata VPS50.2 u po 200 ml medijuma. U LB medijumu,
proizvodnja bakteriocina je detektovana nakon 14h rasta, a najintenzivnija je (tj., dobijaju
se najvece zone inhibicije) posle 36h inkubacije i odrZzava se do kraja pracenog perioda.
Vreme u kome pocinje sinteza bakteriocina je na prelazu iz eksponencijalne u stacionarnu
fazu rasta, i donekle se poklapa sa pocetkom sporulacije (prve zabeleZene spore se
pojavljuju posle 12 sati inkubacije a bakteriocin posle 14h). Takode, moze se uociti da se

sa povecanjem broja spora, povecava i aktivnost bakteriocina (Slika 9).

47



(a) 10
9
B -
? -
—_ £
= =
H‘\ e
:g St E
[¢}]
2 4 E
a £
o 3 <
i)
2 =
it
0 & i i n i L i i i i n I L i i i i 0
0 2 46 81012141618202224 2628303234 363840424446
Vreme (h)
(b) 10r 125
g.
B 120
TF
€
— &t 1
= 6 5 £
e
Q c
T = 10 E
0
<
uﬂ s
o 3
2}t 5
4L
0 T e
0 2 4 6 8101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Vreme (h)

Slika 9. Antimikrobna aktivnost tokom rasta i sporulacije VPS50.2 u LB (a) i Schaeffer’s
sporulacionom (b) medijumu. (m) log ¢el/ml, (@) log spore/ml i ( A) antimikrobna aktivnost
(precnici zone inhibicije u mm). B. subtilis 168 je koriS¢en kao indikatorski soj. Svaka tacka

predstavlja srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta.
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Efekat razliCitih medijuma na proizvodnju bakteriocina je ispitivan u ve¢ opisanim
medijumima. U minimalnom medijumu je pokazan veoma mali rast celija, a sama
produkcija bakteriocina nije zabeleZena. Schaeffer’s sporulacioni medijum je pokazao
veoma sli¢ne rezultate kao i LB medijum. Najbolja produkcija bakteriocina, tj najveca
zona inhibicije na indikatorskom soju B. subtilis 168, zabeleZena je pod slede¢im
uslovima: u 42h od pocetka inkubacije na 37°C 1 pri brzini Sejkiranja od 180 rpm. Da bi
se povecala produkcija bakteriocina pokuSana je koinkubacija sa indikatorskim sojem B.
subtilis 168 tokom rasta u optimalnom medijumu i pod optimalnim fizickim uslovima.

Ovakav pokusaj nije dao povoljan rezultat.

4.7. Odredivanje antibakterijskog spektra delovanja bakteriocina

U Tabeli 6 je prikazan antimikrobni spektar liheniocina 50.2.

Tabela 6. Antimikrobni spektar bakteriocina iz B. licheniformis VPS50.2.

Indikatorski soj Temperatura (°C) Zona inhibicije
(mm)*
Bacillus licheniformis VPS50.2 37 0
Aeromonas hydrophila ATCC 49140 37 0
B. licheniformis ATCC 12759 37 0
B. subtilis ATCC 6633 37 16
B. subtilis 168 37 25
B. subtilis W23 37 25
Enterobacter cloacae ATCC 49141 37 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 37 23
E. saccharolyticus ATCC 43076 37 25
Lactobacillus plantarum LMG92088 30 13
Lbactobacillus zeae 30 22
Lactococcus lactis subsp. lactis 11.1403 30 26
Lactococcus lactis subsp. lactis B464 30 0
Listeria monocytogenes ATCC 19111 37 25
Micrococcus luteus ATCC 7468 37 31
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37 15
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Staphylococcus aureus' ATCC 33591 37 21
Streptococcus agalactiae* ATCC 12386 37 15
S. equisimillis®* ATCC 12394 37 0
Escherichia coli ATCC 25922 37 0
Proteus mirabilis ATCC 25933 37 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 37 0
Salmonella enteritidis ATCC 13076 37 0
S. typhimurium ATCC 14028 37 0
Shigella flexneri ATCC 9199 37 0
Candida albicans ATCC10231 30 0
Aspergillus brasiliensis ATCC16404 37 0
Staphylococcus  epidermidis ~ ATCC 35 9
12228

S. epidermidis 1 35 10
S. epidermidis 18 35 12
S. epidermidis 20 35 12
S. epidermidis 24 35 15
S. lugdunensis 9 35 8
S. hominis 10 35 15
S. hominis 27 35 8
S. haemolyticus 16 35 13
Listeria monocytogenes 3 35 10
L. monocytogenes 4 35 9
L. monocytogenes 5 35 9
L. monocytogenes 9 35 8
L. monocytogenes 10 35 8
L. monocytogenes 11 35 8
L. monocytogenes 14 35 9
L. monocytogenes 16 35 9
L. monocytogenes 17 35 8
L. monocytogenes 18 35 8
L. monocytogenes 19 35 9
L. monocytogenes 20 35 8
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* Pre¢nik zone inhibicije (mm).! meticillin-rezistentni, 2 B-hemoliti¢ka), 3(y- hemoliti¢ka), 4 klini¢ki izolati. ATCC —
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA, LMG - Belgian Coordinated Collections of

Microorganisms/LMG Bacteria Collection

4.8. Identifikacija bakterijskih sojeva iz klini¢kih uzoraka

Identifikacija osam izolata koagulaza-negativnih stafilokoka (KNS) iz uretralnih briseva
izvedena je na osnovu morfoloSkih osobina analiziranih na preparatu bojenom po Gramu,
kulturalnih osobina, testovima slobodne koagulaze i potvrdena je automatizovanim
Vitek2 Sistemom (bioMeArieux, Francuska). Na ovaj naéin identifikovano je: 4 izolata
Staphylococcus epidermidis, 2 izolata Staphylococcus hominis, 1 izolat Staphylococcus

lugdunensis i 1 izolat Staphylococcus haemolyticus.

4.9. Odredivanje dinamike antibakterijske aktivnosti

Za odredivanje dinamike antibakterijske aktivnosti liheniocina 50.2 odabrana je L.
monocytogenes ATCC 19111, za koju je pokazano da je osetljiva na dejstvo ovog
bakteriocina (Tabela 6). Antibakterijski efekat je uoCen u prvih 2h inkubacije sa svim
testiranim koncentracijma bakteriocina (Slika 10). Ponovni rast L. monocytogenes je
zabeleZen na manjim koncentracijama bakteriocinskog ekstrakta (0,5% i 1x MIC), ali ne
i na koncentracijama 2x i 4x MIC. Vreme do 99,9% prestanka rasta je bilo 2h za

koncentracije 0,5x 1 1x MIC, dok je kod koncentracija 2x 1 4x MIC to bilo nakon 1h.
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log br. celija/ml

Vreme (h)

Slika 10. Bakteriocinska aktivnost licheniocina 50.2 na L. monocytogenes.

m, kontrola; @, 0.5 x MI[J; A, 1 x MILJ; A, 2 x MI[J; o, 4 x MIL..

4.10. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija

Za soj Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 je ranije pokazano
da deluje na soj L. lactis subsp. lactis B464 derivat soja [L.1403 kod koga su deletirane
komponente manozno-fosfotransferaznog sistema (man-PTS). Taj podatak ukazuje da
bakteriocini ovog soja ne koriste ove komponente kao receptore na memebrani
senzitivnih ¢elija za razliku od liheniocina 50.2. Analizirani bakteriocini, liheniocin 50.2
1 ekstrakt soja BGBUI1-4 koji sintetiSe bakteriocine, inhibirali su rast koagulaza-
negativnih stafilokoka (4 soja S. epidermidis, dva soja S. hominis i po 1 soj S. lugdunensis
i 8. haemolyticus), referentni soj S. epidermidis ATCC 12228, 13 klinickih izolata L.
monocytogenes 1 referentni soj L. monocytogenes ATCC 19111 pri minimalnim
inhibitornim koncentracijama od 200 AU/ml i 400 AU/ml za liheniocin 50.2 i izmedu
400 i 3200 AU/ml za BGBU1-4 bakteriocine. Minimalne inhibitorne koncentracije
bakteriocina liheniocina 50.2 i ekstrakta soja BGBU1-4 su prikazane u Tabeli 7.
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Tabela 7. Minimalne inhibitorne koncentracije liheniocina 50.2 1 1 ekstrakta bakteriocina

soja BGBU1-4 (AU/ml)

Soj MIC liheniocin MIC BGBUL4 Kategorija prod. Srednja
50.2 biofilma vrednostSD
S. epidermidis 1 200 200 2 0.25%0.04
S. epidermidis 18 200 200 3 0.62+0.04
S. epidermidis 20 200 200 2 0.23+0.06
S. epidermidis 24 200 200 3 0.62+0.07
S. haemolyticus 16 400 200 3 0.63+0.30
S. hominis 10 400 200 2 0.28+0.08
S. hominis 27 400 200 3 0.41+0.07
S. lugdunensis 9 400 200 2 0.2020.02
L.monocytogenes 3 400 3200 1 0.25+0.03
L. monocytogenes 4 400 3200 3 1.03+£0.09
L. monocytogenes 5 400 3200 3 0.97+0.06
L. monocytogenes 9 400 3200 2 0.55+0.02
L. monocytogenes 10 400 3200 2 0.29+0.04
L. monocytogenes 11 400 3200 2 0.3620.01
L. monocytogenes 14 400 3200 3 0.38+0.01
L. monocytogenes 16 400 3200 3 1.13%0.07
L. monocytogenes 17 400 3200 3 0.79+0.04
L. monocytogenes 18 400 3200 3 0.59+0.03
L. monocytogenes 19 400 3200 3 0.68+0.04
L. monocytogenes 20 400 3200 3 1.11%0.08
S. epidermidis ATCC
19298 200 200 3 0.58+0.06
L. monocytogenes 400 3200 2 0.25+0.02

ATCC 19111
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4.11.Ispitivanje uticaja liheniocina 50.2 i ekstrakta bakteriocina soja

BGBU1-4 na produkciju biofilma

Uticaj liheniocina 50.2 na produkciju biofilma je ispitan u pet opadajucih koncentracija
(12.5-0.75 AU/ml) kod 8 klini¢kih izolata Staphylococcus spp. a rezulatati su prikazani
na Slici 11. Kultivacija sa 12.5 AU/ml liheniocina 50.2 je dovela do statisticki znacajnog
smanjenja produkcije biofilma kod 5 od 9 izolata (55.6%) na sledeci nacin: dva izolata
(22.2%) su smanjila produkciju biofilma sa izraZzene na malu, dva izolata (22.2%) sa
izraZene na umerenu i jedan izolat (11.1%) sa umerene na malu (p<0.05). Dvostruko niZa
koncentracija liheniocina 50.2 (6.25 AU/ml) je takode dovela do statisticki znac¢ajnog
smanjenja produkcije biofilma kod 5 od 9 izolata (55.6%) na sledeci nacin: dva izolata
(22.2%) su smanjila produkciju biofilma sa izraZzene na malu, dva izolata (22.2%) sa
izraZene na umerenu i jedan izolat (11.1%) sa umerene na malu (p<0.05). Kultivacija sa
nizim koncentracijama liheniocina 50.2 je dovela do smanjenja kategorije produkcije
biofilma kod 3 izolata (3.12 AU/ml), 2 izolata (1.5 AU/ml) i 2 izolata (0.75 AU/ml) bez
statsistiCki znaCajne razlike u produkciji biofilma u odnosu na pozitivnu kontrolu

(p>0.05).
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Slika 11. Uticaj liheniocina 50.2 na produkciju biofilma stafilokoka. Efekat
subinhibitornih koncentracija (1/2 — 1/32 x MIC) liheniocina 50.2 na formiranje biofilma S.
epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus and S. lugdunensis. Kategorija 2 — umerena produkcija

biofilma, kategorija 3 — izraZena produkcija biofilma
Rezultati testiranja uticaja liheniocina 50.2 na formiranje biofilma 12 klini¢kih izolata L.

monocytogenes i jednog referentnog soja prikazani su na Slici 12. Efekat je ispitivan u

pet opadajucih koncentracija (25-1,5 AU/ml).
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Slika 12. Uticaj liheniocina 50.2 na produkciju biofilma L. monocytogenes. Efekat
subinhibitornih koncentracija (1/2 — 1/256 x MIC) liheniocina 50.2 na formiranje biofilma L.
monocytogenes. Kategorija 1 — slaba produkcija biofilma, kategorija 2 — umerena produkcija

biofilma, kategorija 3 — izraZena produkcija biofilma

Uticaj ekstrakta bakteriocina soja BGBUI1-4 na formiranje biofilma izolata
Staphylococcus spp. je ispitan kod osam klini¢kih izolata Staphylococcus spp. koji su
pripadali razli¢itim vrstama koagulaza-negativnih stafilokoka (4 izolata S. epidermidis,
dvaizolata S. hominis i po 1 izolat S. lugdunensis i S. haemolyticus) i referentnom soju S.
epidermidis ATCC 12228, u pet opadajucih koncentracija (25-1.5 AU/ml). Rezultati su

prikazani na Slici 13.
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Slika 13. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na produkciju biofilma stafilokoka. Efekat
subinhibitornih koncentracija (1/2 — 1/32 x MIC) BGBUI1-4 na formiranje biofilma S.
epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus 1 S. lugdunensis. Kategorija 2 — umerena produkcija

biofilma, kategorija 3 — izraZena produkcija biofilma

Ekstrakt soja BGBU1-4 je ispitan u osam opadajuc¢ih koncentracija (6.25-0.03 AU/ml)
kod 12 klini¢kih izolata L. monocytogenes i referentnom soju L. monocytogenes ATCC
19111. Najbolji efekat na smanjenje produkcije biofilma se javio pri koncentracijama
ekstrakta od 6,25 AU/ml i 3,12 AU/ml, pri kojima je su svi sojevi smanjili kategoriju
produkcije biofilma (Slika 14).

Kultivacija sa 6,25 AU/ml ekstraktom soja BGBU1-4 je dovela do potpunog odsustva
produkcije biofilma kod 6 sojeva (46.1%) koji su prethodno produkovali malu (7.7%),
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umerenu (23.0%) ili izraZenu koli¢inu biofilma (15.4%). Sest sojeva (46.1%) koji su
prethodno produkovali umerenu (7.7%) ili izrazenu (38.4%) koli¢inu biofilma je tokom
kultivacije sa 6.25 AU/ml ekstrakta soja BGBU1-4 smanjilo produkciju biofilma na malu
kolic¢inu biofilma, a kod jednog soja (7.7%) koji je produkovao izraZenu koli¢inu biofilma

je doslo do smanjenja produkcije na umerenu koli¢inu biofilma (p<0.01).
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Slika 14. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na produkciju biofilma L. monocytogenes.
Efekat subinhibitornih koncentracija (1/2 — 1/256 x MIC) BGBU1-4 na formiranje biofilma L.
monocytogenes. Kategorija 1 — slaba produkcija biofilma, kategorija 2 — umerena produkcija

biofilma, kategorija 3 — izraZena produkcija biofilma

Dvostruko niza koncentracija ekstrakta soja BGBU1-4 (3.12 AU/ml) je takode dovela do
statisticki znacajnog smanjenja produkcije biofilma kod 9 od 13 izolata (69.2%) na
slede¢i nacin: 4 izolata (30.8%) su smanjila produkciju biofilma sa umerene na malu, tri
izolata (23.1%) sa izraZene na malu i dva izolata (15.3%) sa izraZene na umerenu
(p<0.05). Kultivacija sa nizim koncentracijama ekstrakta soja BGBU1-4 je dovela do
smanjenja kategorije produkcije biofilma kod 5 od 13 (38.4%) izolata (1.50 AU/ml), 3/13
(23.0%) izolata (0.75 AU/ml) 1 1/13 (7.7%) izolata (0.31 AU/ml) bez statsisticki znacajne
razlike u produkciji biofilma u odnosu na pozitivhu kontrolu (p>0.05). U prisustvu
najnizih koncentracija ekstrakta soja BGBU1-4 (0.15-0.03 AU/ml), svi izolati L.

monocytogenes su produkovali istu koli¢inu biofilma kao i kontrolni sojevi.
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4.12. Ispitivanje uticaja bakteriocina na ve¢ formiran biofilm

Uticaj liheniocina 50.2 na prethodno formiran biofilm je ispitan kod tri klinicka izolata
Staphylococcus spp. koji su pripadali razli¢itim vrstama koagulaza-negativnih stafilokoka
(S. epidermidis, S. lugdunensis 1 S. hominis), referentnom soju S. epidermidis ATCC
12228, tri klini¢ka izolata L. monocytogenes i referentnom soju L. monocytogenes ATCC
19111. Liheniocin 50.2 je doveo do statisticki znacajnog smanjenja koli€ine
preformiranog biofilma u koncentracijama od 100 AU/ml (p<0.05) i 50 AU/ml (p<0.01)
kod svih ispitanih izolata Staphylococcus spp. (Tabela 8).

Tabela 8. Uticaj liheniocina 50.2 na ve¢ formiran biofilm stafilokoka

. Liheniocin 50.2 (AU/ml)
5] 100 AU/ml | 50 AU/ml Kontrola
S. epidermidis 1 1* 1 2
S. lugdunensis 9 1 0 2
S. hominis 10 0 0 2
S. epidermidis ATCC 12228 1 0 3
Statisticka znacajnost p<0.05 p<0.01

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma;

3 - izraZena produkcija biofilma

Sli¢an efekat liheniocina 50.2 je uocen i na biofilm koji su prethodno formirali izolati L.
monocytogenes, sa statisticki zna¢ajnim smanjenjem koliine biofilma nakon kultivacije

sa 100 AU/ml (p<0.01) 1 50 AU/ml (p<0.001) (Tabela 9).
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Tabela 9. Uticaj liheniocina 50.2 na ve¢ formiran biofilm L. monocytogenes

Liheniocin 50.2 (AU/ml)
L. monocytogenes
100 AU/ml | 50 AU/ml kontrola
2 0%* 0 2
3 0 0 1
4 1 0 3
ATCC 19111 0 0 2
Statisticka znacajnost p<0.01 p<0.001

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma;

3 - izraZena produkcija biofilma

Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na prethodno formiran biofilm je ispitan kod osam
klinickih izolata Staphylococcus spp. koji su pripadali razli¢itim vrstama koagulaza-
negativnih stafilokoka (4 izolata S. epidermidis, dva soja S. hominis i po 1 soj S.
lugdunensis 1 S. haemolyticus), referentnom soju S. epidermidis ATCC 12228, 13
klini¢kih izolata L. monocytogenes i standardnom soju L. monocytogenes ATCC 19111.
Ekstrakt soja BGBUI1-4 je doveo do statistiCki znacajnog smanjenja koliine
preformiranog biofilma u koncentracijama od 100 AU/ml 1 50 AU/ml kod svih ispitanih
izolata Staphylococcus spp. (Tabela 10).
Tabela 10. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na ve¢ formirani biofilm stafilokoka

Soj Ekstrakt soja BGBU1-4 (AU/ml)
100 AU/ml | 50 AU/ml kontrola
S. epidermidis 1 0* 1 2
S. lugdunensis 9 1 0 2
S. hominis 10 0 0 2
S. haemolyticus 16 1 0 3
S. epidermidis 18 0 2 3
S. epidermidis 20 0 0 2
S. epidermidis 24 0 0 3
S. hominis 27 0 1 3
S. epidermidis
ATCC 12228 : : .
Statisti¢ka znacajnost p<0.01 p<0.01

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma;

3 - izrazena produkcija biofilma
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U prisustvu 100 AU/ml ekstrakta soja BGBU1-4, od 9 izolata koji su prethodno
produkovali umerenu (44.4%) ili izrazenu koli¢inu biofilma (55.5%), doslo je do potpune
razgradnje prethodno formiranog biofilma kod 6 izolata (66.7%), dok se kod ostala tri
soja koli¢ina biofilma smanjila sa umerene na malu (11.1% sojeva) ili sa izraZene na malu
(22.2% sojeva) (p<0.01).

NiZa koncentracija ekstrakta soja BGBU1-4 (50 AU/ml) je dovela do potpune razgradnje
biofilma kod 5 izolata (55.5%) koji su prethodno produkovali umerenu (33.3% sojeva) ili
izraZzenu koli¢inu biofilma (22.2% izolata). Kod ostalih izolata je doslo do smanjenja
kolic¢ine biofilma sa umerene na malu (11.1%) i izraZene na umerenu (11.1%) 1 malu
koli¢inu biofilma (22.2%) (p<0.01). Sli¢an efekat ekstrakta soja BGBU1-4 je uocen i na
biofilm koji su prethodno formirali izolati L. monocytogenes, sa statisticki znacajnim

smanjenjem koli¢ine biofilma nakon kultivacije sa 100 AU/ml i 50 AU/ml (Tabela 11).

Tabela 11. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na ve¢ formirani biofilm L. monocytogenes

L. monocytogenes Ekstrakt soja BGBU1-4 (AU/ml)
izolat 100 AU/ml | 50 AU/ml kontrola
2 0* 0 2
3 0 0 1
4 1 1 3
5 0 0 3
9 0 0 2
10 1 0 2
11 0 1 2
14 0 1 3
16 0 2 3
17 1 2 3
18 1 1 3
19 0 1 3
20 0 2 3
ATCC 19111 0 1 2
Statisticka znacajnost p<0.001 p<0.01

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma;

3 - izraZena produkcija biofilma
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U prisustvu 100 AU/ml ekstrakta soja BGBU1-4 kod 10 od 14 izolata (71.4%) je uocena
potpuna razgradnja prethodno formiranog biofilma (1 izolat koji je prethodno produkovao
malu koli¢inu biofilma, 4 izolata koja su imala umerenu produkciju biofilma i 5 izolata
koji su imali izraZzenu produkciju biofilma). Kod preostala 4 izolata (28.5%) doslo je do
smanjenja koli¢ine produkovanog biofilma sa umerene na malu (7.1%) 1 izraZene na malu
(21.4%) (p<0.001).

U prisustvu 50 AU/ml ekstrakta soja BGBU1-4 je uoc¢ena potpuna razgradnja prethodno
formiranog biofilma kod 5 izolata (35.7%) koji su prethodno produkovali malu (7.1%)
umerenu (21.4%) ili izrazenu koli¢inu biofilma (7.1%). Kod 6 izolata (42.8%) je uoceno
smanjenje koli¢ine biofilma sa umerene (14.2%) ili izraZene (28.6%) na malu, dok je kod
3 izolata (21.4%) koja su prethodno produkovala izrazenu koli¢inu biofilma doslo do

smanjenja koli¢ine biofilma na umerenu (p<0.01).

4.13. Ispitivanje efekta kombinovane primene bakteriocina liheniocina

50.2, ekstrakta soja BGBU1-4 i antibiotika na rast izabranih izolata

Ispitivanje efekta kombinacije bakteriocina sa antibioticima je izvrSeno na tri odabrana
izolata kojima su prethodno utvrdene najniZze MIC vrednosti za bakteriocine. Ispitivanje
je izvrSeno sa dva antibiotika koji imaju razli¢ite mehanizme delovanja: B-laktamskim
antibiotikom - ampicilinom (AMP) i aminoglikozidom - gentamicinom (GEN). IzvrSeno
je ispitivanje i antibakterijskog efekta kombinacije dva bakteriocina. Odredene su
vrednosti MIC za antibiotike koje su bile u opsegu od 0,038-1,0 pg/ml (AMP) 1 0,125-
12,50 pg/ml (GEN). Minimalne infibitorne aktivnosti bakteriocina su iznosile: 0,75-3,20
AU/ml za liheniocin 50.2 1 0,38-6,25 AU/ml za BGBU1-4.

Efekat dobijen kombinacijom bakteriocina sa antibioticima ide od sinergizma (FICI<0.5)
do antagonizma (FICI > 2). Najznacajniji sinergizam utvrden je u kombinaciji liheniocina
50.2 sa gentamicinom kod S. epidermidis ATCC 12228 (FICI=0,015-0,023) (Tabela 12).
Sinergizam je ostvaren i u kombinaciji liheniocina 50.2 sa gentamicinom za klinicki
izolate S. hominis (FICI=0,017-0,063) i S. epidermidis (FIC1=0,030-0,038) kao i za S.
epidermidis ATCC (FICI=0,015-0,023) (Tabela 12).
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Tabela 12. Efekat kombinacije liheniocina 50.2 1 gentamicina

Broj iz Liheniocin 50.2/GEN Vrsta
kolekcije Vrsta FIct interakcije
MIC

10 S. hominis 3,120 1,000 0,070 sin
10 S. hominis 3,120 0,500 0,066 sin
10 S. hominis 3,120 0,250 0,064 sin
10 S. hominis 3,120 0,125 0,063 sin
10 S. hominis 3,120 0,075 0,063 sin
10 S. hominis 3,120 0,038 0,063 sin
24 S. epidermidis 0,750 1,000 0,038 sin
24 S. epidermidis 0,750 0,500 0,034 sin
24 S. epidermidis 0,750 0,250 0,032 sin
24 S. epidermidis 0,750 0,125 0,031 sin
24 S. epidermidis 0,750 0,075 0,031 sin
24 S. epidermidis 0,750 0,038 0,030 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 1,000 0,023 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 0,500 0,019 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 0,250 0,017 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 0,125 0,016 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 0,075 0,016 sin
ATCC? S. epidermidis 0,750 0,038 0,015 sin

“FICI < 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FICI < 1 aditivnost (adi) i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat (ind), FICI > 2

antagonizam (ant). MIC vrednosti su izraZene u AU/ml i ug/ml. ¥ ATCC12228.

Znacajan sinergizam utvrden je i u kombinaciji ekstrakta soja BGBU1-4 sa gentamicinom

za klinicki izolat S. epidermidis 24 (FICI1=0,039-0,129) (Tabela 13).
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Tabela 13. Efekat kombinacije ekstrakta soja BGBU1-4 i gentamicina

Broj iz BGBU1-4/GEN Vrsta
Vrsta FICI

kolekcije MIC interakcije

10 S. hominis >4 12,500 /

24 S. epidermidis 1,560 1,000 0,039 sin

24 S. epidermidis 6,250 0,500 0,129 sin

ATCC 12228 | S. epidermidis >4 12,500 /

“FICI < 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FICI < 1 aditivnost (adi) i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat (ind), FICI > 2

antagonizam (ant). MIC vrednosti su izrazene u AU/ml i pg/ml.

Sinergizam je ostvaren i u kombinaciji liheniocina 50.2 i ampicilina za klinicke izolate L.
monocytogenes 18 sa FICI vrednostima od 0,106-0,330 i za L. monocytegenes ATCC
19111 sa FICI=0,053-0,265 (Tabela 14).

Tabela 14. Efekat kombinacije liheniocina 50.2 i ampicilina

Broj 1z Vrsta liheniocin 50.2/AMP FICI . Vrsta“
kolekcije interakcije
MIC
4 L. monocytogenes 0,750 1,000 4,030 ant
4 L. monocytogenes 0,750 0,500 2,030 ant
4 L. monocytogenes 0,750 0,250 1,030 ind
4 L. monocytogenes 0,750 0,125 0,530 adi
4 L. monocytogenes 0,750 0,075 0,330 sin
4 L. monocytogenes 0,750 0,038 0,182 sin
18 L. monocytogenes 0,750 1,000 2,030 ind
18 L. monocytogenes 0,750 0,500 1,030 ind
18 L. monocytogenes 0,750 0,250 0,530 adi
18 L. monocytogenes 0,750 0,125 0,280 sin
18 L. monocytogenes 0,750 0,075 0,180 sin
18 L. monocytogenes 0,750 0,038 0,106 sin
ATCC? L. monocytogenes 0,750 1,000 1,015 ind
ATCC? L. monocytogenes 0,750 0,500 0,515 adi
ATCC? L. monocytogenes 0,750 0,250 0,265 sin
ATCC? L. monocytogenes 0,750 0,125 0,140 sin
ATCCS L. monocytogenes 0,750 0,075 0,090 sin
ATCC? L. monocytogenes 0,750 0,038 0,053 sin

“FICI < 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FICI < 1 aditivnost (adi) i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat (ind), FICI > 2
antagonizam (ant). MIC vrednosti su izraZene u AU/ml i ug/ml, ¥ ATCC19111.
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Sinergizam je ostvaren i u kombinaciji ekstrakta soja BGBU1-4 i ampicilina kod
klinickog izolata L. monocytogenes 4 (FICI=0,420), izolata L. monocytogenes 18
(FICI=0,311) i L. monocytogenes ATCC 19111 (FICI=0,372) (Tabela 15).

Tabela 15. Efekat kombinacije ekstrakta soja BGBU1-4 i ampicilina

E;fejkci jiez Vrsta PORULAAME FICI inter;lt;ije
MIC
4 L. monocytogenes 0,38 1,000 4,061 ant
4 L. monocytogenes 0,38 0,500 2,061 ant
4 L. monocytogenes 0,38 0,250 1,061 ind
4 L. monocytogenes 0,38 0,125 0,561 adi
4 L. monocytogenes 0,75 0,075 0,420 sin
4 L. monocytogenes 3,12 0,038 0,651 adi
18 L. monocytogenes 0,38 1,000 2,061 ant
18 L. monocytogenes 0,38 0,500 1,061 ind
18 L. monocytogenes 0,38 0,250 0,561 adi
18 L. monocytogenes 0,38 0,125 0,311 sin
18 L. monocytogenes 3,12 0,075 0,649 adi
18 L. monocytogenes 3,12 0,038 0,575 adi
ATCC? L. monocytogenes 0,38 1,000 1,122 ind
ATCC? L. monocytogenes 0,38 0,500 0,622 adi
ATCCS L. monocytogenes 0,38 0,250 0,372 sin
ATCC? L. monocytogenes 1,56 0,125 0,625 adi
ATCC? L. monocytogenes 3,12 0,075 1,075 ind
ATCC? L. monocytogenes 3,12 0,038 1,038 ind

“FICI < 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FICI < 1 aditivnost (adi) i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat (ind), FICI > 2
antagonizam (ant). MIC vrednosti su izraZene u AU/ml i pg/ml, 8 ATCC19111.

U Tabeli 16. prikazan je antibakterijski efekat kombinacije liheniocina 50.2 i ekstrakta

soja BGBU1-4 na klinicke izolate stafilokoka i L. monocytogenes.
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Tabela 16. Efekat kombinacije liheniocina 50.2 i ekstrakta soja BGBUI-4 na klinicke

izolate stafilokoka i L. monocytogenes

Liheniocin 50.2/
Broj . .iZ Vrsta ekstrakta soja BGBU1-4 FICI eff
kolekcije
MIC

10 S. hominis 25,000 0,750 0,515 adi
10 S. hominis 12,500 0,750 0,265 sin
10 S. hominis 6,250 0,750 0,140 sin
10 S. hominis 3,120 0,750 0,077 sin
24 S. epidermidis 25,000 0,750 1,015 ind
24 S. epidermidis 12,500 0,750 0,515 adi
24 S. epidermidis 6,250 0,750 0,265 sin
24 S. epidermidis 3,120 0,750 0,140 sin
24 S. epidermidis 1,560 0,750 0,077 sin
ATCC" S. epidermidis 25,000 0,750 0,515 adi
ATCC" S. epidermidis 12,500 0,750 0,265 sin
ATCC” S. epidermidis 6,250 0,750 0,140 sin
ATCC" S. epidermidis 3,120 0,750 0,077 sin
ATCC" S. epidermidis 1,560 0,750 0,046 sin
4 L. monocytogenes 25,000 0,750 1,120 ind
4 L. monocytogenes 12,500 0,750 0,620 adi
4 L. monocytogenes 6,250 0,750 0,370 sin
4 L. monocytogenes 3,120 0,750 0,245 sin
4 L. monocytogenes 1,560 0,750 0,182 sin
4 L. monocytogenes 0,750 0,750 0,150 sin
18 L. monocytogenes 25,000 0,750 1,240 ind
18 L. monocytogenes 12,500 0,750 0,740 adi
18 L. monocytogenes 6,250 0,750 0,490 sin
18 L. monocytogenes 3,120 0,750 0,365 sin
18 L. monocytogenes 1,560 0,750 0,303 sin
18 L. monocytogenes 0,750 0,750 0,270 sin
ATCC L. monocytogenes 25,000 0,750 0,740 adi
ATCC L. monocytogenes 12,500 0,750 0,490 sin
ATCC L. monocytogenes 6,250 0,750 0,365 sin
ATCCt L. monocytogenes 3,120 0,750 0,303 sin
ATCCt L. monocytogenes 1,560 0,750 0,272 sin
ATCC L. monocytogenes 0,750 0,750 0,255 sin

“FICI < 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FICI < 1 aditivnost (adi) i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat (ind), FICI > 2
antagonizam (ant). MIC vrednosti su izraZene u AU/ml, * ATCC12228, ¥ ATCC19111.
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Najznacajniji efekat kombinovane primene bakteriocina liheniocina 50.2 1 ekstrakta soja
BGBU1-4 je uocen kod klinickog izolata S. hominis sa FICI vrednostima od 0,077-0,265.
Medutim, sinergizam je uocen i u slede¢im slucajevima: S. epidermidis sa FICI
vrednostima od 0,077 — 0,144; S. epidermidis ATCC12228 sa FICI vrednostima od 0,046
—0,265; L. monocytogenes 4 sa FICI vrednostima od 0,150 — 0,370; L. monocytogenes
18 sa FICI vrednostima od 0,270 - 0,490; L. monocytogenes ATCC19111 sa FICI
vrednostima od 0,255 — 0,490.

67



5. DISKUSIJA
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5. DISKUSIJA

Predmet istrazivanja u ovom radu bila je kolekcija bakterija izolovanih iz razli¢itih
sredina 1 sa razliCitih lokaliteta iz Srbije. Preliminarna identifikacija izolata Bacillus spp.
iz sena i slame, zemljiSta i stajskog dubriva uradena je klasiénim metodama
mikrobiologije (Stankovi¢, 2003). Ova kolekcija je potom okarakterisana analizom
RAPD profila, kao 1 sekvenciranjem dela gena za 16S rRNK odabranih predstavnika
grupa (Beri¢ 1 sar., 2009). Ova analiza je pokazala znacajan geneticki diverzitet. Svi
izolati su klasifikovani u 13 razli¢itih RAPD grupa sa 6 podgrupa. Detaljnijom analizom
dela gena za 16S rRNK i kombinovanjem ovih metoda odreden je geneticki diverzitet
celokupne kolekcije. Na ovaj naéin svi izolati su svrstani u 5 vrsta roda Bacillus. Cak 110
izolata je determinisano kao B. subtilis. Naravno, kako i vrste B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. sonorensis, B. mojavensis, B. valismortis i B. antrophaeus
pripadaju subtilis grupi sensu lato ako ih karakteriSemo samo 16S rRNK genom (Asch i
sar., 1991), jasno je da je diverzitet u ovom slucaju znacajno podcenjen. S druge strane,
34 izolata su determinisana kao B. pumilus, vrsta koja takode pripada subtilis grupi ali za
koju je RAPD analiza pokazala mo¢ razdvajanja od ostalih subtilis vrsta (Beri¢ 1 sar.,
2009). B. cereus grupa, kojoj pripadaju i vrste B. thuringiensis, B. mycoides i B. anthracis
je obuhvatila 60 izolata iz ove kolekcije. Prema RAPD profilima ovih 60 izolata je
pokazalo znacajan diverzitet predstavljen sa 5 razliitih grupa profila. Kako su vrste B.
cereus 1 B. thuringiensis identi¢ne (Carlson i sar., 1994) te se ne mogu razdvojiti
analiziranjem 16S rRNK u ovoj studiji su predstavljene kao jedna grupa (Beri¢ i sar.,
2009).

Dakle, u istrazivanju koja su prethodila ovom, diverzitet kolekcije izolata Bacillus
spp. je grubo odreden koriS¢enjem jedne od ,,fingerprint” metoda (RAPD) u kombinaciji
sa sekvenciranjem dela gena za 16S rRNK. U pokusaju da se detaljnije okarakteriSe
filogenetska raznovrsnost kolekcije u ovoj studiji ona je analizirana upotrebom takode
,fingerprint” metode, ali mnogo finije rezolucije, PFGE analize kombinuju¢i je ovaj put
sa sekvenciranjem fuf gena odabranih izolata. Dendrogram jasno pokazuje filogenetske
odnose svih ispitivanih izolata Bacillus spp. kao i referentnih sojeva. Pokazano je veoma
jasno i nedvosmisleno grupisanje izolata, osim u nekoliko izuzetaka od kojih je posebno

znacajan taj Sto se referentni soj B. subtilis Marburg nije grupisao zajedno sa drugim
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referentnim sojevima iz subtilis grupe (kao npr. B. subtilis ATCC 6633), koji su opet dali
sli¢ne profile te su tako se grupisali blisko na dendrogramu. Sojevi iz cereus grupe su
grupisani blisko i posebno su se izdvojili.

Analiza sekvenci fuf gena odabranih predstavnika dala je posebno
zadovoljavajuce rezultate u razdvajanju B. subtilis 1 B. amyloliquefaciens izolata kao i B.
thuringiensis i B. cereus u posebne klade na filogenetskom stablu. lako su izolati oznaceni
kao B. cereus, B. thuringiensis i B. athracis grupisali zajedno, cereus i thuringiensis grupa
su definitivno razdvojene sekvenciranjem fuf gena Sto je tesko posti¢i na osnovu sekvence
16S rRNK gena. U ovom istrazivanju uspeli smo da izdvojimo i izolate identifikovane
kao B. pumilus 1 B. safensis, vrste koje su inace klasifikovane u okviru subtilis grupe, ali
su se u ovom istrazivanju odvojile od subtilis grupe u posebnu kladu.

PFGE profil grupe I izolata, predstavljenu sa SS-9.1 (B. megaterium) je odvojen i
blisko ukotvljen sa grupom II, koja je predstavljena izolatima identifikovanim kao B.
thuringiensis. Slicno se moZe primetiti da grana B. megaterium, na filogenetskom stablu
konstruisanom na osnovu sekvenci fuf gena, je bliska grani cereus/thuringiensis/anthracis
izolata. Dakle i u ovom slucaju, rezultati dobijeni PFGE analizom podrzavaju one
dobijene analizom sekvenci gena. Samo za PFGE grupe III i XIII, sa izolatima
identifikovanim kao B. pumilus (SS-5.4 1 SS-22.1), nema grupisanje sa subtilis grupom,
Sto je bilo ocekivano. Isto tako, PFGE grupa XXI, koja obuhvata sedam izolata
predstavljenim sa SS-32.5, identifikovanim kao B. anthracis, ne pokazuje vezu sa PFGE
grupama identifikovanim kao B. cereus i B. thuringiensis. Nakon analize rezultata PFGE
profilisanja i poredenjem sa rezultatima dobijenim analizom sekvenci fuf gena moZemo
zakljuciti sledece: iako ne postoji velika preciznost u identifikaciji i razdvajanju izmedu
Bacillus grupa, grupe profila su dovoljno precizne da podrze generalnu podelu u okviru
subtilis grupe i donekle u okviru cereus grupe. Kako je ve¢ zakljucila Otlewska i sar.
(2013), PFGE analiza se moZe koristiti za diverzifikaciju sojeva, ali nije pogodna za
taksonomsko grupisanje blisko srodnih sojeva B. cereus i B. thuringiensis. Medutim u
nasoj studiji iako se B. thuringiensis profili izolata SS-9.4 1 SS-23.4 grupiSu zajedno sa
B. cereus, tri grupe izolata (XII, XIV I XV) identifikovane kao B. thuringiensis formiraju
posebnu kladu ukotvljenu daleko od prethodno pomenute. Trazeéi korelaciju izmedu
PFGE profila i sredine i lokacije izolovanja samih sojeva nije pronadena veza. To samo

ukazuje na ogroman geneticki diverzitet Bacillus izolata u bilo kom okruZenju. To je,
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svakako, 1 o¢ekivani rezultat s obzirom da se u brojnim istraZzivanjima koja su ukljucivala
molekularne metode profilisanja u okviru vrsta iz roda Bacillus pokazano da je
polimorfizam veoma veliki i samo u okviru pojedinacnih vrsta (grupa) B. cereus, npr.
(Bartoszewicz i sar., 2008) ili B. pumilus (Branquinho i sar., 2014).

Na osnovu iznetog moze se re¢i da PFGE moZe biti metoda izbora za inicijalnu
genotipizaciju bakterija iz roda Bacillus, ali ne daje detaljniji niti precizniji uvid u
identifikaciju nego $to to ¢ini primena RAPD metode. Ako se uzme u obzir i neefikasan
i vremenski zahtevan protokol koji se primenjuje u pripremi uzoraka za PFGE analizu,
jaina argumenata je na strani RAPD analize. Medutim, kada se PFGE analiza upari sa
sekvenciranjem fuf gena, dobija se bolja karakterizacija kolekcije nego RAPD analiza
kombinovana sa sekvencom gena za 16S rRNK. Od 5 identifikovanih vrsta u slucaju
RAPD/16S rRNK dosli smo do 8 vrsta kada koristimo kombinaciju PFGE/fuf. To moZe
biti preporuka za koriS¢enje kombinacije PFGE/fuf za karakterizaciju velikih kolekcija
izolata Bacillus spp. Tome u prilog ide i Cinjenica da su Kaminska i sar. (2015) razvili
PFGE protokol koji omoguc¢ava pripremu i razdvajanje uzoraka za manje od 48h Sto bi
moglo da poveca efikasnost i daje bolju preporuku za brz skrining izolata.

Svakako treba naglasiti, da bez obzira Sto su i PFGE profilisanje i odredivanje
sekvence fuf gena metode koje su u Sirokoj upotrebi, nezavisno jedna od druge; po naSim
saznanjima, ovo je prvi put da su metode koriS¢ene u kombinaciji da bi se identifikovali
izolati Bacillus spp.

Posto u zadnje vreme metode sekvenciranja polako potiskuju metode profilisanja,
na osnovu nasih rezultata, a ako je sekvenciranje gena metoda izbora za identifikaciju,
odredivanje sekvence gena za elongacioni faktor Tu sa specificnim prajmerima koje su
dizajnirali Caamano-Antelo i sar. (2015) se pokazalo kao adekvatna i dovoljna analiza za
dobijanje vrlo jasnih i nedvosmislenih rezultata, sa visokom rezolucijom za razdvajanje
vrsta u okviru roda Bacillus.

Preliminarna identifikacija izolata Bacillus sp. VPS50.2, koji je od posebnog
interesa za ovo istrazivanje zato Sto je jedini u kolekciji Bacillus spp. koji proizvodi
antimikrobno jedinjenje tipa bakteriocina, izvrSena na osnovu RAPD profila
kombinovanog sa sekvenciranjem dela gena za 16S rRNK, pokazala je da je u pitanju B.
subtilis, odnosno da pripada subtilis grupi sensu lato (Beri¢ i sar, 2009). Ovaj izolat je na

osnovu sekvence celog gena za 16S rRNK identifikovan kao B. licheniformis (Beri¢,
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2010). U ovom radu, koji je za cilj imao precizniju identifikaciju Citave kolekcije,
analizom PFGE profila i sekvenciranjem gena za elongacioni faktor Tu, dobijena je neSto
drugacija filogenetska slika izolata VPS50.2. Na osnovu PFGE profila svrstan je u grupu
XVII koja ima ishodnu granu zajedno sa grupom XVI koju predstavljaju izolati vrste B.
subtilis sensu stricto, $to je donekle u saglasnosti sa prethodnim rezultatima. Medutim,
analizom sekvence fuf gena pokazana je visoka srodnost izolata VPS50.2 sa vrstom B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum, a ne sa B. licheniformis. Ono Sto je zacudujuce je,
da ni jedan izabrani predstavnik izolata ne pokazuje dovoljno visoku sli¢nost, tj., nije
identifikovan kao B. licheniformis. Dakle, pripadnost subtilis grupi nije dovedena u
pitanje, ali za precizan odgovor koja je vrsta/podvrsta u pitanju, morala bi da se uradi
sekvenca jo$ nekog od klju¢nih gena, npr. gyrB gen koji kodira sekvencu za subjedinicu
B proteina ziraze, DNK topomeraze tipa II, koji igra klju¢nu ulogu u DNK replikaciji i
distribuiran je uniformno medu bakterijskim vrstama (Huang, 1996). Wang i saradnici
(2007) su pokazali da gyrB gen moZe biti informativan za identifikaciju ¢lanova B.
subtilis grupe.

Sposobnost produkcije antimikrobnih peptida je Siroko rasprostranjena medu
Gram-pozitivnim bakterijama. Bakteriocini su mali, hidrofobni, ribozomalno sintetisani
proteini. Analiza produkcije bakteriocina u celoj kolekciji Bacillus spp. je pokazala da
samo soj B. licheniformis VPS50.2 proizvodi bakteriocin. Proteinsku prirodu ovog
bakteriocina potvrduje srpasta zona inhibicije na osetljivom soju B. licheniformis 168 , a
SDS-PAGE analizom je utvrdeno da mu je molekulska masa 3,25 kDa (Beri¢, 2010). N-
terminalno sekvenciranje izolovanog proteina je potvrdilo da se radi o novom do sada
neokarakterisanom bakteriocinu koji je nazvan liheniocin 50.2 (Beri€ i sar, 2014).

Utvrdeno je da se najbolja produkcija liheniocina postize u LB medijumu,
inkubacijom na 37°C uz aeraciju, da zavisi od faze rasta i pocinje tranzicijom iz
eksponencijalne u stacionarnu fazu, polako dostize maksimum aktivnosti u kasnoj
stacionarnoj fazi rasta i zadrZava taj nivo (BeriC i sar., 2014). To je osobina po kojoj se
ovaj bakteriocin razlikuje od vecine ranije opisanih (Martirani i sar, 2002; Cladera-
Olivera i sar, 2004; He i sar, 2006), kod kojih se aktivnost uoCava sredinom
eksponencijalne faze a dostize svoj maksimum na pocetku stacionarne faze. Krivu
produkcije sli¢nu liheniocinu 50.2, gde aktivnost pocinje na kraju eksponencijalne faze i

koincidira sa sporulacijom, pokazuje bakteriocin koji su opisali Korenblum i sar. (2005).
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Uocena je i pozitivna korelacija izmedu broja spora i bakteriocinske aktivnosti. Moglo bi
se Cak re¢i da je verovatno proizvodnja bakteriocina posledica zapocinjanja
sporulacionog procesa ili su pak, u njegovu biosintezu ukljuceni neki drugi regulatorni
putevi, kao §to je slucaj za neka druga antimikrobna jedinjenja (Leifert i sar. 1995; Zheng
i sar. 1999). Korelaciju izmedu antibiotske aktivnosti i sporulacije uocili su Usta i
Demirkan (2013) istrazujuci aktivnost antimikrobnog jedinjenja koje proizvodi soj
Bacillus sp. EA62 koje je pokazalo najvecu inhibiciju rasta nakon 72 Casa gajenja
producentskog soja i to Gram-negativne Shigella sonnei.

Biohemijska karakterizacija liheniocina 50.2 je pokazala da je u pitanju
termostabilan molekul, aktivan u Sirokom pH opsegu, osetljiv na delovanje proteolitickih
enzima. Na osnovu navedenih osobina i male molekulske mase (3,25 kDa) liheniocin 50.2
bi se mogao klasifikovati kao Klasa II bakteriocina koje proizvode bakterije roda Bacillus
koji ukljuc¢uju male (0,77-10 kDa), ribozomalno sintetisane, linearne i nemodifikovane
proteine, koji su otporni na visoku temperature i aktivnost obavljaju na nivou membrane
(Abriouel i sar, 2010; Zhao i Kuipers, 2016). Podklasa I1.3, koju predstavljaju lihenin koji
proizvodi B. licheniformis 26L-10/3RA (Pattnaik i sar. 2001), cerein 7A (Oscariz i
Pisabarro, 2000) i 7B (Oscariz 1 sar. 2006) koje proizvodi B. cereus Bc7 kao 1 turicin 439
koji proizvodi B. thuringiensis B439 (Ahern i sar., 2003), ukljucuje linearne peptide.
Lihenin je mali molekul (oko 1,5 kDa) koji se proizvodi pod anaerobnim uslovima,
hidrofoban je, osetljiv na kiseonik, stabilan na visokim temperaturama i u Sirokom
rasponu pH. Cerein 7A ima molekulsku masu vrlo sli¢nu liheniocinu 50.2 (3,94 kDa) kao
1 spektar delovanja (inhibira samo Gram-pozitivne bakterije). Turicin grade 2 termo- i
pH- stabilna aktivna peptide (A i1 B) sa sliénim molekulskim masama (oko 2,9 kDa) i
uskim spektrom aktivnosti protiv B. cereus, B. thuringiensis 1 Listeria innocua. Na
osnovu iznetog smatramo da je liheniocin 50.2 novi bakteriocin koji verovatno pripada
podklasi I1.3.

Posto se bakteriocini bakterija mlecne kiseline koriste i kao konzervansi u
industriji hrane (Ramu i sar., 2015), a kako smo odredili da liheniocin 50.2 poseduje
biohemijske osobine koje su pozeljne u tom slucaju (stabilnost u Sirokom rasponu pH
vrednosti 1 temperature; kao 1 Sirok antimikrobni spektar), u cilju testiranja njegovih
konzervansnih osobina, L. monocytogenes je izabrana kao predstavnik patogena koji

moze biti prenet hranom. Naime, pokazano je da je L. monocytogenes ukljucena u
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izbijanje bolesti usled konzumacije povr¢éa i mle¢nih proizvoda kontaminiranih ovom
bakterijom (Jemmi i Stephan, 2006). I ranije su bakteriocini kori§¢eni kako bi se inhibirala
L. monocytogenes (O’Sullivan i sar. 2002). Medutim, isto tako, pokazano je da sojevi L.
monocytogenes mogu biti rezistentni na bakteriocine koji su konvencionalno u upotrebi,
kao Sto su nizin 1 pediocin (Macwana i Muriana, 2012). Zbog toga je potraga za novim,
aktivnim bakteriocinima potrebna i opravdana. Sirovi ekstrakt liheniocina 50.2 je pri
koncentracijama od 2x i 4x MIC pokazao znacajnu baktericidnu aktivnost protiv L.
monocytogenes ve¢ u prvom casu aplikacije. Taj rezultat, kao i ve¢ opisane osobine
liheniocina 50.2 preporucuju ga kao kandidata za biokonzervans za kontrolu patogenih
mikroorganizama, kao i onih koji izazivaju propadanje hrane. Naravno, dodatna
istrazivanja u smislu njegove bezbednosti za ljudsku upotrebu bi morala da se urade.
Pored aktivnosti protiv L. monocytogenes, liheniocin 50.2 ispoljava inhibiciju
rasta veceg broja bakterija, ukljucujuéi i meticilin-rezistentne S. aureus i B-hemoliticke
streptokoke. Prema ovim rezultatima, antimikrobni spektar je ograni¢en na Gram-
pozitivne bakterije dok inhibitorna aktivnost prema gljivama nije registrovana.
Istrazivanja bazirana na potencijalnoj primeni bakteriocina u medicini su u
konstantnom porastu. Do sada su zabeleZena neka istraZivanja potencijalne genitalne
aplikacije bakteriocina (Borges 1 sar., 2013). Kao $to je ve¢ naglaseno, KNS kao i L.
monocytogenes su Cesti uzro€nici upala urogenitalnog trakta Zena i muSkaraca koje mogu
imati znaCajne posledice po zdravlje i plodnost (Ivanov, 2007, Tansarli i sar., 2013). S
druge strane, primena bakteriocina aktivnih u Sirokom pH opsegu moZe biti vazna za
tretman infekcija kao 1 za odrZavanje urogenitalnog zdravlja. Da bismo ispitali
potencijalnu upotrebu liheniocina 50.2 kao terapijskog agensa za leCenje infekcija
izazvanih KNS 1 L. monocytogenes testirana je kolekcija od dvadeset izolata L.
monocytogenes iz vaginalnih briseva pacijentkinja i kolekcija osam izolata
Staphylococcus spp., koji su identifikovani kao koagulaza-negativne stafilokoke iz
uretralnih briseva. U ovoj fazi, u istraZivanje je bio ukljucen i sirovi ekstrakt bakteriocina
koje proizvodi Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4. Naime,
pokazano je da receptor na ¢elijama koji prepoznaje liheniocin 50.2 je man-PTS receptor
zbog toga Sto liheniocin nije pokazivao antibakterijsku aktivnost protiv Lactococcus
lactis ssp. lactis soja B464, koji je derivat L1403 koji nosu deleciju man-PTS. I drugi

bakteriocini Klase II, kao Sto su oni nalik pediocinu kao i laktokokcin A takode koriste
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man-PTS receptor (Robichon i sar., 1997, Diep i sar., 2007). S druge strane, preliminarni
testovi su pokazali da ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-4 ima antibakterijsko dejstvo
protiv B464, ukazujuci na to da ovi bakteriocini koriste drugi receptor. Ideja je bila da se
kombinovanjem bakteriocina koji imaju razliite celijske receptore postigne eventualni
sinergizam u aktivnosti. Poznato je da klasa II bakteriocina ima veliku baktericidnu
aktivnost protiv mnogih Gram-pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterija, ukljuujuc¢i i KNS
i L. monocytogenes sojeve (Hassan i sar., 2012, Yang i sar., 2014). U ovom radu, utvrdena
je razlicita osetljivost stafilokokalnih sojeva, posebno na liheniocin 50.2. Dok je S.
epidermidis pokazao MIC vrednost od 200 AU/ml za liheniocin 50.2, neke druge KNS
kao nepatogene S. hominis, S. haemolyticus ili S. lugdunensis su bile osetljivije. Sa druge
strane, i liheniocin 50.2 i ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-4 pokazali su bolju
antimikrobnu aktivnost prema sojevima L. monocytogenes. Poznato je da su KNS mnogo
rezistentnije na konvencionalne antimikrobne agense u poredenju sa L. monocytogenes
sojevima. Medutim u ovoj studiji je pokazano da su KNS ipak dovoljno osetljive prema
liheniocinu 50.2 i ekstraktu bakteriocina soja BGBU1-4 da bi se oni mogli uzeli u
razmatranje kao potencijalni antimikrobni terapeutski agensi.

Formiranje biofilma je zna¢ajan problem kako u medicini, tako i u prehrambenoj
industriji. Mnogi antibiotici koji su efikasni protiv planktonskih celija bakterija, slabije
su efikasni ili su potpuno neefikasni protiv bakterija u biofilmu (Shanks i sar., 2012).
Brojna istrazivanja su vrSena poslednjih godina a sa ciljem otkrivanja jedinjenja, koja bi
vrsila inhibiranje formiranja biofilma ili bi pak dovodila do razgradnje ve¢ formiranog
biofilma (Saising i sar., 2012, Balaji i sar., 2013, BoZi¢ 1 sar., 2014). Posebnu paZnju
privlae jedinjenja malih molekula, koja bi bila pogodna za upotrebu in vivo.
Identifikovana su neka od jedinjenja koja kod S. aureus preko agr lokusa, sinteze
nukleotida i replikacije DNK reguliSu formiranje biofilma (Landini i sar., 2010,
Worthington i sar., 2012). Poput fagom kodiranih endolizina, bakteriocini svoju funkciju
ostvaruju ulaskom kroz celijsku membranu ciljne bakterije, formiranjem pora i
izazivanjem lize Celije. Infekcije povezane sa biofilmom znatno uti¢u na ljudsko zdravlje,
postavljaju¢i velike izazove u borbi protiv njihove antimikrobne razistencije (Donlan i
Costerton, 2002, Stewart, 2002, Stewart 1 Costerton, 2001). Zbog toga je prevencija
formiranja biofilma jedna od najvaznijih stvari u modernoj medicini. Cinjenica je da

subinhibitorne koncentracije raznih antimikrobnih agensa poseduju inhibitorni efekat na
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formiranje biofilma kod razli¢itih mikroorganizama (BoZi¢ i sar., 2014, Balaji i sar.,
2013). Ali, pokazano je i da subinhibitorne koncentracije nekih antimikrobnih jedinjenja
¢ak 1 poboljSavaju formiranje biofilma, kao npr. eritromicin, nafcilin, tetraciklin i
vankomicin kod formiranja biofilma stafilokoka (Saising i sar., 2012). U nasoj studiji
znacCajna inhibicija formiranja biofilma je detektovana pri %2 X i ¥4 X MIC za liheniocin
50.2 na KNS 1 %2 x 1 ¥4 x MIC za ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-4 na L.
monocytogenes, ukazujuci tako da su funkcije relevantne za formiranje biofilma ometene
pri subinhibitornim koncentracijama oba testirana agensa. Ovi rezultati ukazuju na to da
liheniocin 50.2 1 ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-4 ve¢ vrSe inhibirajuci efekat na
formiranje biofilma pre nego Sto inhibiraju sam rast KNS 1 L. monocytogenes. Ranije
studije pokazuju da klasa I i klasa II bakteriocina inhibiraju transkripciju gena uklju¢enih
u vezivanje i produkciju ekstracelularnih polimernih supstanci kod stafilokoka (Saising i
sar., 2012, Nishie i sar., 2012), ukazujuci tako da bi to mogao biti mehanizam delovanja
liheniocina 50.2 i ekstrakta bakteriocina soja BGBU1-4 na formiranje biofilma. Ipak, iako
je liheniocin 50.2 pokazao slicnu aktivnost na planktonskim c¢elijama KNS i L.
monocytogenes, subinhibitorne koncentracije ovog bakteriocina su uticale na formiranje
biofilma samo kod stafilokoka. Jedna od hipoteza koje objaSnjavaju ovakve rezultate
moze biti efekat doze ili dokaz za postojanje razli¢itih mesta bakteriocinske aktivnosti na
procese za formiranje biofilma kod razlicitih bakterija. Takode je biofilm koji formiraju
razliCite vrste bakterija razliCit po sastavu i relativnom udelu razliCitih jedinjenja koja
ulaze u sastav ekstracelularnog matriksa biofilma, ¢ime se moZe objasniti bolje efekat
prema KNS.

Nakon formiranja biofilma, bakterijske c¢elije postaju otpornije na sve vrste
antimikrobnih jedinjenja tako da su agensi koji mogu da naruSe ve¢ formirani biofilm
izuzetno bitni. Zbog toga smo proucavali i uticaj bakteriocina liheniocina 50.2 i ekstrakta
bakteriocina soja BGBU1-4 na ve¢ formirani biofilm star 24 Casa. Posto je ideja ovakvog
istrazivanja bila 1 moguc¢a genitalna primena ovih bakteriocina, dve koncentracije su
ispitivane (100 AU/ml i 200 AU/ml). Statisticki znacajan rezultat je zabelezen kod
testiranih koncentracija liheniocina 50.2 i BGBU1-4 na formirani biofilm i kod KNS i
kod L. monocytogenes sojeva. Stavise, oba agensa imaju uticaj na formirani biofilm obe
bakterije, u poredenju sa efektima subinhibitornih koncentracija u kojima je liheniocin

50.2 bio aktivan samo na formiranje biofilma KNS, a ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-
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4 na formiranje biofilma L. monocitogenes. Dobijeni rezultati zahtevaju dodatna
istrazivanja kako bi se pokazalo da li dolazi do uniStavanja ekstracelularnog matriksa i
¢iS¢enja biofilma sa povrSine ili da do stanjivanja biofilma dolazi zbog redukcije
vijabilnosti bakterija koje se ne dele, tj., ipak baktericidnog efekta. U slucaju bakteriocina
sonorensisa koji proizvodi marinski izolat Bacillus sonorensis MT93, kada se primeni na
ve¢ formirani biofilm S. aureus dovodi do znaCajne redukcije vijabilnosti ¢elija u
biofilmu Sto se videlo kao stanjivanje biofilma na SEM mikroskopu (Chopra i sar., 2015).
Oni su predlozili da je mehanizam delovanja sonorensisa permeabilizacija membrane. Jos$
jedna hipoteza ide u korist baktericidnog efekta kao posrednog uzro¢nika stanjivanja
biofilma a ne eradikacije nekim drugim mehanizmom. Naime, Okuda 1 sar. (2013) su
pokazali da je nizin A mnogo efikasniji u stanjivanju biofilma od jos jednog bakteriocina,
lakticina Q. Njihovo objaSnjenje je da kako nizin A prepoznaje lipid II kao specifi¢ni
receptor (koga lakticin Q nema) to mu omogucava, u relativno niskim koncentracijama,
u uslovima obilja razli¢itih makromolekula vezanih slabim vezama u ekstracelularnom
matriksu, vecu uspesnost vezivanja za povrsinu osetljivih ¢elija pa samim tim i aktivnost.

Broj i raznovrsnost novih antimikrobnih jedinjenja koja pokazuju sinergiju sa
klasi¢nim antibioticima je znacajan. Mnoga od ovih jedinjenja se ve¢ Kkoriste kao
alternativa konvencionalnoj terapiji u medicini, dok se mnoga od njih potencijalno mogu
koristiti 1 u terapijske svrhe (Snyder i sar., 2014). Sinergisti¢ki antimikrobni efekat
kombinovanog antibiotika i nekog drugog agensa zahteva interakciju ove druge supstance
sa mehanizmom bakterijske rezistencije (Wolska i sar., 2012). EGCg (epigallocatechin
gallate) inhibira aktivnost penicilinaze, te tako povecava efikasnost penicilina protiv S.
aureus (Zhao 1 sar., 2002), i povecava efikasnost ampicilina protiv MRSA (Hu 1 sar.,
2001). Drugi nacin sinergizma je povecavanje intracelularne koncentracije antibiotika,
Sto moze biti postignuto prevazilazenjem celijske barijere koja spreCava antibiotike da
prodiru u cCelije ili blokiranjem bakterijske efluksne pumpe da izbacuju takve supstance
iz ¢elije (Wolska i sar., 2012). Efekat dobijen kombinacijom bakteriocina sa antibioticima
u ovom radu ide od sinergizma, aditivnosti i indiferentnog efekta do antagonizma.
Ispitivanje je izvrSeno na tri odabrana izolata kojima su prethodno utvrdene najnize MIC
vrednosti za bakteriocine. U kombinaciji liheniocina 50.2 sa gentamicinom najznacajniji
sinergizam je utvrden kod referentnog soja S. epidermidis ATCC 12228. Ekstrakt

bakteriocina soja BGBU1-4 sa gentamicinom nije pokazao efekat kod izolata S. hominis,
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kao ni kod referentnog soja S. epidermidis ATCC 12228. Sinergisticki efekat sa
gentamicinom najverovatnije se ostvaruje usled olakSanog ulaska antibiotika kroz
¢elijsku membranu bakterija, koja je oSteCena dejstvom bakteriocina, Sto omogucava
gentamicinu da u niZim koncentracijama od inhibitornih blokira sintezu proteina u
¢elijama. Ovaj mehanizam bi bio u skladu sa rezultatima drugih autora (Wolska i sar.,
2012). U kombinaciji liheniocina 50.2 sa ampicilinom kod izolata L. monocytogenes 4 je
zabeleZen antagonizam pri maksimalnim vrednostima MIC za obe supstance, dok je pri
subinhibitornim vrednostima ampicilina kod istog soja zabeleZen sinergisticki efekat.
Kombinacija ekstrakta bakteriocina soja BGBUI1-4 sa ampicilinom kod izolata L.
monocytogenes 18 je pokazala antagonizam, ali takode i aditivni efekat pri
subinhibitornim koncentracijama ampicilina. Sinergizam sa ampicilinom mogao bi da
bude posledica istovremenog dejstva ova dva jedinjenja na omotace bakterijske celije,
bakteriocina na ¢elijsku membranu, a ampicilina na celijski zid, Sto ubrzava osmotsku
lizu ¢elije. Ono §to je posebno znacajno je da je sinergizam uocen i kada su testirani
liheniocin 50.2 i ekstrakt bakteriocina soja BGBUI1-4 u kombinaciji i to kod svih
ispitivanih izolata i referentnih sojeva. U ranijim istrazivanjima, uglavnom je sinergizam
bakteriocina uo€avan kod sojeva koji inace produkuju viSe od jednog bakteriocina. Na
primer, u istraZzivanju Casaus i sar. (1997) pokazano je da enterocin A i enterocin B, koje
proizvodi Enterococcus faecium T136, dovode do drasticnog smanjenja broja preZivelih
osetljivih bakterija kada se koriste u kombinaciji. Isto tako, dva enterocina (L50A i L50B)
iz E. faecium imaju sinergisticki efekat protiv bakterija koje izazivaju kvarenje piva,
Lactococcus brevis 1 Pediococcus damnosus (Basanta i sar., 2008).

Prednost upotrebe bakteriocina je manja verovatnoca razvijanja rezistencije nego
prema antibioticima. Cak i sa iroko rasprostranjenom upotrebom nizina A, gotovo da
nije zabelezZen ni jedan slucaj razvijene rezistencije u rutinskoj upotrebi ovog bakteriocina
(Zendo, 2013). Medutim, zabeleZena je razvijena rezistencija prema bakteriocinima u in
vitro studiji. Ta studija je pokazala bakteriocin rezistentne sojeve E. coli i L.
monocytogenes koji su razvili rezistenciju kroz dugotrajno izlaganje postepeno
povecavanim koncentracijama bakteriocina (Naghmouchi i sar., 2011). Zbog toga, Siroka
upotreba bakteriocinske terapije mora biti pod kontrolisanom primenom da bi se sprecilo
moguce razvijanje rezistencije. KoriS¢enje koktela bakteriocina bi bilo jedno od mogucih

reSenja za prevazilazenje rezistencije.
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Na osnovu svega iznetog, smatramo da je dalje proucavanje liheniocina 50.2, koji
proizvodi izolat Bacillus VPS 50.2, u cilju upotrebe, bilo kao konzervansa hrane, bilo kao
potencijalnog agensa u medicini, opravdano i poZeljno. Dalja istraZivanja bi se odnosila
pre svega na testiranje bezbednosti upotrebe, tj., odsustvo toksi¢nog i genotoksi¢nog
efekta 1 precizniju identifikaciju producentskog izolata do nivoa vrste/podvrste/soja
sekvenciranjem vise gena ili Citavog genoma S$to bi omogucilo i novi pristup odredivanju

gena za proizvodnju, rezistenciju i eksport liheniocina 50.2.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata predstavljenih u ovom radu, mogu se doneti slede¢i zakljucci:

. Primenom PFGE metode i Phoretix 1D Pro programa odredeni su filogenetski
odnosi u kolekciji od 166 izolata, ukupna raznovrsnost je svrstana u 21 grupu.
Sekvenciranjem konzerviranog gena za elongacioni faktor Ef-Tu, tuf, izvrSeno je
identifikovanje 21 grupe izolata kao pripadnike 8 vrsta roda Bacillus: B.
amyloliquefaciens (ukupno 52 izolata), B. subtilis (ukupno 54 izolata), B.
thuringiensis (ukupno 22 izolata), B. anthracis / B. cereus (ukupno 14 izolata), B.
pumilus / B. safensis (ukupno 20 izolat) i B. megaterium (ukupno 4 izolata).

. Na osnovu PFGE profila i1 sekvence tuf gena izolat koji proizvodi bakteriocin
liheniocin 50.2 je identifikovan kao B. amyloliquefaciens subsp. plantarum.

. Bakteriocin, liheniocin 50.2 je okarakterisan kao termostabilan protein, aktivan u
Sirokom opsegu pH vrednosti, dok je najvecu aktivnost pokazao na pH 9, osetljiv
je na delovanje proteolitickih enzima i zadrZava aktivnost u prisustvu razlicitih
katjona.

. Najbolja produkcija bakteriocina, zabeleZena je pod slede¢im uslovima: u 42h od
pocetka inkubacije na 37°C u LB medijumu pri aeraciji.

. Antimikrobni spektar liheniocina 50.2 je pokazao inhibiciju rasta znacajnog broja
Gram-pozitivnih bakterija, ukljuCujuci 1 patogene L. monocytogenes, meticilin-
zavisne S. aureus, B-hemoliticku streptokoke i koagulaza negativne stafilokoke.
Sirovi ekstrakt liheniocina 50.2 je, na koncentracijama od 2X i 4x MIC, pokazao
baktericidnu aktivnost protiv L. monocytogenes ve¢ u prvom casu aplikacije.

. Izolati patogenih stafilokoka iz uretralnih briseva identifikovani su kao:
Staphylococcus epidermidis (4 izolata), Staphylococcus hominis (2 izolata),
Staphylococcus lungdunensis (1 izolat) i Staphylococcus haemolyticus (1 izolat).
. Odredene su minimalna inhibitorne koncentracije za bakteriocin liheniocin 50.2
(200 AU/ml za koagulaza negativne stafilokoke i 400 AU/ml za L.
monocytogenes) i ekstrakt bakteriocina soja BGBU1-4 (200 AU/ml za koagulaza

negativne stafilokoke i 3200 AU/ml za L. monocytogenes).
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Bakteriocin liheniocin 50.2 je pokazao aktivnost na formiranje biofilma koagulaza
negativnih stafilokoka pri vrednostima Y2 1 %4 MIC koncentracije dok je ekstrakt
bakteriocina soja BGBUI1-4 pokazao aktivnost na formiranje biofilma L.
monocytogenes pri vrednostima %2 i ¥4 MIC koncentracije.

Bakteriocin liheniocin 50.2 1 ekstrakt bakteriocina soja BGBUI1-4 su pokazali
aktivnost na ve¢ formiran biofilm cetiri izolata koagulaza negativnih stafilokoka
i Cetiri izolata L. monocytogenes na koncentracijama od 100 AU/ml i 200 AU/ml.
Efekat kombinacije ispitanivanih bakteriocina sa antibioticima: ampicilinom i
gentamicinom na odabrane sojeve Staphyloccus spp. i L. monocytogenes je bio u
kategoriji sinergizma, aditivnosti, indiferentnog efekta 1 antagonizma.
Najznacajniji  sinergizam je utvrden u kombinaciji liheniocina 50.2 sa
gentamicinom protiv S. epidermidis ATCC12228, ekstrakt soja BGBU1-4 sa
gentamicinom protiv S. epidermidis 24 i u kombinaciji liheniocina 50.2 sa

ekstraktom bakteriocina soja BGBU1-4 protiv S. hominis 10.
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8. DODACI

Dodatak 1. Kolekcija prirodnih izolata Bacillus sp. koji su koriSéeni u ovom radu,

sa lokalitetom izolovanja i opisom Kkolonija (Stankovi¢, 2003; Beri¢, 2010).

a) Uzorci iz sena i slame

Lokalitet Izolat | Opis kolonije
Tocane 1.1 Jedna kolonija: okrugla, ispupCena i sjajna
Bresnica 2.1 okrugla, ispupCena, zatamnjena

2.2 okrugla, sjajna, sitna

2.3 okrugla, nepravilnih ivica, velika

2.4 krugla, unutra$nji prsten, ispupcena.

2.5 nepravilnih ivica, dosta ispupCena, velika

2.6 okrugla, mat

2.7 okrugla, prosarana brazdama

2.8 nepravilnih ivica, velika, mat

2.9 okrugla, sjajna

2.10 | veoma sitna

2.11 | okrugla, zatamnjena u sredini, mala.

2.12 | okrugla, sa ispupCenim tackama u sredini.

2.13 | okrugla, prosusena, iSarana brazdama, malo

ispupcena.

2.14 | okrugla, sitna

2.15 | okrugla sa smenjivanjem koncentri¢nih krugova sa

taCkama

Tocane 3.1 okrugla, nepravilnih ivica, u sredini zatamnjena i

ispupcena.

3.2 okrugla, mat.

Konjusa 4.1 Jedna kolonija okrugla, mala, ispupcena.

Tocane 5.1 okrugla, sjajna, ispupena

105



5.2

okrugla, mat, ispupcena.

5.3 okrugla, ispupcena, delimic¢no sjajna.
5.4 okrugla, veoma sitna.
b) Uzorci iz zemljiSta
Lokalitet Izolat | Opis kolonije
Paracin 6.1 okrugla, nepravilnih ivica, dosta ispupcena,
izbrazdana.
6.2 nepravilan krug, oivi¢en belom trakom
izdignutom od kolonije.
6.3 okrugla, sjajna, malo ispupcena.
6.4 nepravilan krug i ivice, u sredini ispupcena i
izbrazdana.
6.5 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
6.6 okrugla, mat-sjajna, izdignuta tacka u sredini.
Mala Plana 7.1 veoma sitne 1 okrugle kolonije.
Paracin-kej 8.1 okrugla, mat.
8.2 okrugla, sjajna, malo izdignuta.
8.3 okrugla, sitna sa tackom u sredini.
8.4 okrugla, sa taCkom u sredini.
Paracin dvoriSte 9.1 okrugla, mat.
9.2 okrugla, sjajna, malo izdignuta.
9.3 okrugla, sitna sa tackom u sredini.
94 okrugla, sa tackom u sredini.
Mala Plana-njiva 10.1 nepravilnog oblika, velika, mat, plato izdignuta.
10.2 nepravilnog oblika, velika, mat, ispupena na
jednom mestu.
10.3 okrugla sa izdignutim ivicama.
104 nepravilnog oblika, velika, izbrazdana po obodu

(bela), ispup€ena na jednom mestu.
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10.5

okrugla, mat-sjajna, sa tackom u sredini.

10.6 okrugla, mat-sjajna
10.7 okrugla, veoma sitna, sjajna.
10.8 okrugla, izbrazdana na sredini, mala.
11.1 okrugla, mat-sjajna, u sredini malo izdignuta.
11.2 okrugla, mat, izbrazdane ivice.
11.3 okrugla, sjajna, mala.
11.4 | okrugla, nepravilnih ivica, mat.
Paracin-park 12.1 nepravilnog oblika, bela, izdignut ¢ep u sredini.
12.2 | kao prethodna sa jo§ dosta nepravilnih izraslina.
12.3 okruglasta, Zu¢kasto pigmentisana.
12.4 nepravilnog oblika, mukoidan rast, mat.
12.5 okrugla, beliCasta, sjajna.
12.6 | nepravilnog oblika, izbrazdana po obodu, sa
ispupcenjem.
12.7 okrugla, mala, belicasta.
12.8 | kao prethodna i joS delimi¢no prozirna.
12.9 okrugla, mat-prozirna.
Donje Vidovo 13.1 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
13.2 sitne kolonije, okrugle, Zu¢kasto pigmentisane u
sredini.
13.3 okrugla, mat sjajna sa taCkom u sredini.
13.4 okrugla, mat.
13.5 okrugla, mala, sjajna.
Paracin-kej 14.1 okrugla, mat-sjajna.
14.2 okrugla, mala,sa prstenom u centru.
14.3 okrugla, sjajna.
14.4 | okrugla, mat-sjajna sa taCkom u sredini.
14.5 nepravilnog oblika, bela sa cepom u sredini.
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14.6

okruglasta, nepravilnih ivica, mat.

Donje Vidovo-plac 15.1 okrugla, mat, nepravilnih ivica, izdignuta u
sredini.
15.2 | okrugla, mat-sjajna, mala tacka u sredini.
15.3 okrugla, nepravilnih ivica, izbrazdano uzviSenje.
15.4 | okrugla, mala, mat-sjajna.
Striza-put 16.1 okrugla, nepravilnih ivica, sa izdignutom tackom
u sredini.
16.2 okrugla, mat-sjajna.
16.3 okrugla, mat-sjajna sa izdignutom tatkom u
sredini.
16.4 okrugla, mat.
16.5 nepravilnog oblika, sa izdignutim prstenom
unutra.
17.1 okrugla, prozirna, sa tamnijim tackama u sredini.
17.2 okrugla, Zuckasta.
17.3 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
17.4 okruglasta, nepravilnih ivica, mat.
17.5 sitne, sjajne u grozdu.
Zvecka put 18.1 nepravilnog oblika, prozirna.
18.2 | okrugla, mat-sjajna.
18.3 okrugla, nepravilnih ivica, sitna.
18.4 | Nepravilnog oblika,prozirna
Zvecka-njiva 19.1 u obliku rozete, mat.
19.2 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
19.3 okrugla, mat-sjajna 1 ispupcena.
19.4 | okrugla, Zuckasto sjajna.
Zvecka-dvoriSte 20.1 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
20.2 | okrugla, sjajna.
20.3 okrugla, mat-sjajna, ispupcena u sredini.
20.4 | okrugla, Zuc¢kasto sjajna.
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Mala Plana-potok 21.1 okrugla, bela, smeZurana u sredini.

21.2 okrugla, Zu¢kasto-sjajna.

21.3 okrugla, mat, prozirna u centru.

214 okrugla, mat-sjajna, Zuckasta u sredini.

21.5 okrugla, mat-sjajna.

21.6 okrugla, Zuta.

21.7 okrugla, mat, beliCasta zona po obodu.
Valjevo 22.1 okrugla, Zu¢kasto-narandZasta tacka u sredini.

22.2 Okrugla, mat

22.3 okrugla, mat-bela.

22.4 | nepravilnog oblika, sjajna.

22.5 okrugla, sa izdignutom tackom, mat.
Valjevo 23.1 okrugla, sa izraZzenim prstenom, mat.

23.2 | okrugla, mat-sjajna.

23.3 okrugla sa izraZzenim prstenom, u centru bela.

23.4 | okrugla mat
Beograd 31.1 okrugla, nepravilnih ivica, mat.

31.2 okrugla, bela, cela ispupcena.

31.3 nepravilnog oblika, mat-prozirna.

35.1 okrugla, bela, mat, sa istaknutim prstenom po

obodu.

Kaluderica 35.2 nepravilnog oblika, Zu¢kasto-prozirna.

353 okrugla, bela, sjajna.

35.4 | okrugla, bela, mat-sjajna, izdignuta u sredini.
Kaluderica 35.5 okrugla, bela, mat.

35.6 | okruglasta, nepravilnih ivica, prozirna.

35.7 okrugla, Zuc¢kasta, mala.

35.8 okrugla, Zuta, sjajna.
Erdevik 36.1 okrugla, nepravilnih ivica, mat-bela.

36.2 okrugla, mala, sa prstenom u sredini.

36.3 okrugla, mat bela, izdignuta u centru.
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36.4

okrugla, sjajna, bela, izdignuta u centru.

36.5 okruglasta, velika, mat.
36.6 okruglasta, mala, sjajna.
Ovca 37.1 okrugla, mat-bela.
37.2 okrugla, sjajna, bela.
37.3 okrugla, mat-bela, sa istaknutim prstenom po
obodu.
37.4 | nepravilnog oblika i ivica, prozracna.
37.5 okrugla, mat, deluje izbrazdano i isuseno.
37.6 okrugla, Zu€kasta, prozirna.
37.7 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
D.Vidovo 38.1 okrugla, mat, nepravilnih ivica.
38.2 | okrugla, mat-sjajna, izdignuta u sredini, bela.
38.3 okrugla, sitna, sjajna, bela.
38.4 okrugla, sitna, sjajna, Zuta.
KoSutnjak 39.1 okrugla, bela, mat, izdignuta u sredini.
39.2 | okrugla, bela, sjajna.
393 okrugla, bela, sa istaknutim prstenom po obodu.
Prokuplje 40.1 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
40.2 okrugla, Zu€kasta, prozirna.
40.3 okrugla, po povrSini iSarana, deluje isuseno, tacka
u centru.
40.4 | okrugla, deluje isuSeno.
40.5 okrugla, sa izdignutim ¢epom u sredini.
40.6 okrugla, bela, sjajna.
Beograd 50.1 okrugla, nepravilnih ivica, suva, Zuckasta
50.2 okrugla, nepravilnih ivica, pahuljiasta, suva,
Zuckasta
50.4 | okrugla, podseca na plik, vlaZna, beZ
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¢) Uzorci iz dubriva

Lokalitet Izolat | Opis kolonije

26 26.1 nepravilnog oblika, mat, sa izdignutim pecatom.

26.2 okrugla, nepravilnih ivica, mat.

26.3 nepravilnog oblika, mukoidna, mat.

26.4 okrugla, mat bela.

26.5 okrugla, sjajna, bela.

26.6 okrugla sa ispupCenjem u sredini.

26.7 okrugla, prozra¢na sa mat ivicama.

26 26.8 * | okrugla, prozrana sa mat ivicama.

26.9 * | okrugla, prozra¢na sa mat ivicama.

26.10* | okrugla, deluje paucinasta sa belim uzviSenjem.

27 27.1 okrugla, mat, nepravilnih ivica.

27.2 okrugla, mat-sjajna, malo izdignuta u sredini.

27.3 okrugla, mat-sjajna, sa sjajnim uzdignu¢em u

sredini.

27.4 okrugla, deluje isuSeno, nabrana ka sredini

uzduzZno.

27.5 okrugla, bela, sjajna.

27.6 okrugla, bela, sa ¢epom u sredini.

27.7 okrugla, oivicena belim prstenom, u sredini

providna.

27.8 * | pravilnog oblika, velika

27.9 * | okrugla, mala, prozracni prsten,

28 28.1 okrugla, bela, sjajna.

28.2 okruglasta, beliCast prsten po ivici, prozirno-Zuta.

28.3 nepravilnog oblika i ivica, mat.

28.4 okrugla, belicast prsten okolo i u centru belicasto

uzvisenje.

28.5 okrugla, mat-bela.
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28.6

okruglasta, mat, malo uzviSena u sredini.

29 29.1 okrugla, Zuckasta, sjajna.
29.2 okrugla, nepravilnih ivica, mat.
29.3 okrugla, bela, sjajna.
294 okrugla, sa prstenom, mat-sjajna.
29.5 okrugla, mat, izdignuta u sredini.
29.6 okrugla, belo-prozirna, sjajna.
29.7 * | okrugla, belo-Zuta, sa velikom belom povr§inom u
centru.
30 30.1 okrugla, bela sa nepravilnim uzdignué¢em u
sredini.
30.2 okruglasta, mat providna.
30.3 okrugla, veoma sitna.
304 okruglasta, nepravilna, Zuckasto-prozirna.
30.5 * | nepravilnih ivica, mat, prozirna.
30.6 * | nepravilnog oblika, velika, deluje sluzavo.
30.7 * | ogromna, prekriva polovinu petri kutije, prozirna.
32 32.1 okrugla, beliCasta, mat.
32.2 okrugla, Zuta, sa tatkom u sredini.
32.3 okrugla, bela, bela, izdignuta u sredini.
324 okrugla, beliCasta sa crnom tackom u sredini.
32.5 * | okrugla, bela, prikrivena drugom.
32.6 * | okrugla, sa prstenom, u sredini providna.
32.7 * | nepravilnog oblika i deluje sluzavo.
32.8 * | okrugla i sa providnim prstenom, u sredini mat.
33 33.1 okrugla, nepravilnog oblika po svim nivoima.
33.2 okrugla, nepravilnih ivica, malo zatamnjena u
centru.
33.3 beliCasta, prozirna, nepravilnih ivica.
33 334 okrugla, bela, mat.
33.5 * | nepravilnog oblika, smeZurana.
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33.6*

bela, izdignuta, okrugla.

33.7 * | okruglasta sa prstenom spolja i tamnija u centru.
33.8 * | prekriva celu petri kutiju.
34 34.1 nepravilnog oblika po svim nivoima, sjajna.
34.2 okrugla, mat-ptovidna.
34.3 okrugla, bela-mat.
344 okrugla, Zuckasta, providna.
34.5 * | okrugla, bela, sa tackicama u sredini.
34.6 * | okrugla, mat, sa belim tackicama.
34.7 * | prekriva celu petri kutiju.
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Dodatak 2. Uticaj bakteriocina liheniocina i ekstrakta bakteriocina soja BGBU1-4

na produkciju biofilma stafilokoka i L. monocytogenes

Tabela 21. Uticaj liheniocina 50.2 na produkciju biofilma stafilokoka

Liheniocin 50.2 (AU/ml)

0] 12,5AU | 625AU | 3,12AU | 1,5AU | 0,75AU | Kontrola
S. epidermidis 1 2 2 2 2 2 2
S. epidermidis 18 2 2 3 3 3
S. epidermidis 20 2 1 2 2 2 2
S. epidermidis 24 2 2 3 3 3 3
S. lugdunensis 9 1 2 2 2 2 2
S. hominis 10 2 2 2 2 2 2
S. hominis 27 1 1 1 1 2 3
S. haemolyticus 16 1 1 1 1 1 3
S. epidermidis

ATCC 12228 . . . . . .
Statist. znacajnost p<0.05 p<0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma; 3 - izraZena produkcija biofilma
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Tabela 22. Uticaj liheniocina 50.2 na produkciju biofilma L. monocytogenes

L. monocytogenes Liheniocin 50.2 (AU/ml)
25 AU 125AU | 625AU | 3,12AU | 1,5AU | Kontrola
3 2 3 2 2 2 1
4 3 3 3 3 3 3
5 3 3 3 3 3 3
9 3 2 2 2 2 2
10 3 3 3 3 3 2
11 3 3 3 3 2 2
14 3 3 3 3 2 3
16 3 3 3 3 3 3
17 3 2 3 2 2 3
18 2 2 3 3 2 3
19 2 2 2 2 2 3
20 1 1 2 1 2 3
ATCC 19111 2 1 1 1 2 2
Statist. znac¢ajnost | p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma; 3 - izraZena produkcija biofilma
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Tabela 23. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na produkciju biofilma stafilokoka

Soj

Ekstrakt soja BGBU1-4 (AU/ml)

25 AU

12,5 AU

6,25 AU

3,12 AU

1,5 AU

Kontrola

S. epidermidis 1

3

3

3

2

S. epidermidis 18

S. epidermidis 20

S. epidermidis 24

S. haemolyticus 16

S. hominis 10

S. hominis 27

S. lugdunensis 9

W W[ W] W] W| Wl W| W

DI W W] W] W Wl W

W W[ W| W] W| W] W

N W W | W W W

DN W W N W W W W

3
2
3
3
2
3
2

S. epidermidis
ATCC 12228

Statist. znacajnost

p>0.05

p>0.05

p>0.05

p>0.05

p>0.05

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma; 3 - izraZena produkcija biofilma
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Tabela 24. Uticaj ekstrakta soja BGBU1-4 na produkciju biofilma L. monocytogenes

L. monocytogenes

Ekstrakt soja BGBU1-4 (AU/ml)

ot 625 | 3,12 | 1,50 | 0,75 | 0,31 | 0,15 [ 0,07 | 0,03 Kontrola
AU AU AU AU AU AU AU AU
3 0 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 3 3 3 3 3 3 3 3
5 0 1 3 3 3 3 3 3 3
9 0 1 1 1 2 2 2 2 2
10 1 1 1 1 2 2 2 2 2
11 0 1 1 2 2 2 2 2 2
14 0 2 2 2 2 3 3 3 3
16 2 3 3 3 3 3 3 3 3
17 1 1 2 3 3 3 3 3 3
18 1 2 3 3 3 3 3 3 3
19 1 3 3 3 3 3 3 3 3
20 1 1 3 3 3 3 3 3 3
21 0 1 2 2 2 2 2 2 2
Statist.
p<0.01 | p<0.05 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05
znacajnost

* 0 — ne formira se biofilm; 1- slaba produkcija biofilma; 2 - umerena produkcija biofilma; 3 - izraZena produkcija biofilma
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N3jaBa o0 ayTopcTBY

IMornucanu Beceann /1. Aparanuh

6poj ymuca b3036/2010

N3sjaBibyjem

Jla je JOKTOpCKa ucepTalija moj HaclIOBOM

LAnedaTudukanyia v reHoTUIIM3aNMia Koekuuje Bacillus spp. nzonara:

KapakTepu3almja OakTepuolHa JuxeHnormaa 50.2¢

®  pe3yJNTaT CONCTBEHOT MCTPAKUBAYKOT Pajia,

® Jla IpeaIoKeHa JucepTalija y IeIMHN HU Y JISJIOBHHA HUje Onla MpeioKeHa 3a
nobujambe OWIIO KOje IUIUIOME IIpeMa CTYAMjCKMM MporpaMuMa JApYyrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HAaBEJICHU U

® J1a HUCaAM KpIIIHO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO UHTEIEKTYaTHy CBOJUHY APYTUX

Juna.

IHoTnuc KoKTOpaH A
V¥ Beorpany, 29.07.2017.
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N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH HITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje

JTOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3nme aytopa Becenun /1. JIparanuh

Bpoj ymuca b3036/2010

Cryaujcku mporpam buonoruja/Mukpobuomnoruja

Hacrnos pana LAnenTudukanyja ¥ reHOTUNU3aM]a Konekiuje Bacillus
Spp. u3oJaTa: KapakTepu3aluja OaKTepUOIIMHA

nuxennormHa 50.2°

MenTopu npod. np Tama bepuh
npod. np Enuana [Napanejuh

[Mornucanu Becemun 1. Iparaguh

U3jaBJbyjeM Jia je ITaMIaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA E€JIIEKTPOHCKO]
BEep3UjU KOjy caM Tpenao/ma 3a o0jaBjbuMBamke Ha TopTany JUruragaHor
peno3utopujyma YHuBep3ureray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM 1a ce 00jaBe MOjH JIMYHH MOJAIM BE3aHH 3a J00H]jambe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pol)ema u 1aTyM oJ0paHe
pana.

OB JTMYHHM TIOJIAIA MOTY C€ 00jaBUTH Ha MPEKHHUM CTpaHHUIaMa TUTUTAITHE OMOINOTEKE,

y €JIEeKTPOHCKOM KaTajory u y myOnukanujama YHuBep3uTera y beorpany.

IHoTrnue fokTOpaHga

¥ beorpany, 29.07.2017. DAL
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N3jaBa o kopumhemwy

Omnamthyjem YHuBep3utercky Oubianoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y JurutamHu
peno3uTopujyM YHHUBEp3uTeTa y beorpamy yHece Mojy TOKTOPCKY MHUCEpTaIdjy MO
HaCJIOBOM:

Unenrudukanyja u reHorunuzanuija kojaekuuje Bacillus spp. nzonara:

KapakTepusanuja bakrepuounHa guxesuonuua 50.2

KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJO.

Jucepranujy ca CBUM NMPHIIO3UMa MPEAao/jia caM y eeKTPOHCKOM (opMaTy MOrogHOM

3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy TOKTOPCKY IUCEpTaIn]jy TOXpameHy y JuruTanau perno3utoprjym Y HUBEp3UTETa
y beorpagy Mory na kopucTte CBHM KOjH MOIITY]Y oJpeade caapkaHe y oJabpaHoM THILY
munenne Kpeatusne 3ajeqauie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OTy4no/na.

1. AytopcTtBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaaHO — 0e3 mpepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjATHO — JCIIUTH TI0]] HICTUM yCIIOBUMA

5. AytopcTBo — 6e3 mipepaze

6. AyTOpPCTBO — JEIHUTH MOl UCTUM YCIOBHMA

(Monumo 512 3a0KpYXHTE CaMO jeIHY O] IIECT MOHYyheHHX IHUIeHLH, KpaTaK OIHC

JUICHIIN JaT je Ha ToJiehuHu JtucTa).

IMoTnue fokTOpanga

V¥ Beorpany, 29.07.2017. DA e,
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1. AyropcTBo - /lo3BoJbaBaTe yMHOKABaKbE, TUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAOTILTaBamkE Jea,
U Tpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa Wiy 1aBaola
JUIIEHIIe, YaK ¥ y KoMepuujasiHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTtBO — HeKoMepuHjasHo. Jl03Bo/baBaTe yMHOXKABamke, JUCTPUOYIIH]Y M jaBHO
CaoIIIITaBamkEe JIeNa, ¥ mpepajie, ako Ce HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4MH ojipel)eH o cTpaHe
ayTopa Wiu naBaora juieHie. OBa JIMIEHIIA HE T03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY yIOTpeOy
nena.

3. AyrtopcTBO - HEKoMeplujamHo — 0e3 mpepane. Jlo3BospaBaTe yMHOXKAaBame,
IUCTpHOYIIM]Y ¥ jaBHO CaoMIITaBambe Jeia, 0e3 MpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK YIOTpeoe
JieNia y CBOM JIeNTy, aKO Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH o cTpaHe ayropa uimn
naBaotia tuneHne. OBa JuieHIla He J03B0JbaBa KOMEPLIUjaliHy ynoTpeOy nemna. Y ogHoCcy
Ha CBE OCTajie JIMIICHIIC, OBOM JIMIICHIIOM C€ orpaHuW4aBa HajBehu oOuWM TmpaBa
Koputhema nena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPIHjaTHO — JACTUTH TOJ WCTUM YycloBuMa. Jlo3BospaBaTe
YMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JeNIa, U Ipepasie, ako CE HaBeAC UME
ayTopa Ha HauuH oApeheH o cTpaHe ayTopa WM JlaBaolla JUIEHIIE U aKo ce mpepaja
TUCTpUOyHpa TOJ WCTOM WJIH CIMYHOM JnieHIoM. OBa JUIEHIIa HE J03BOJhaBa
KOMepIHjaHy yrnoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepazne. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYIH]Y U jaBHO
CaoTIITaBamke Jiea, 0€3 MPOMEHa, MPEOOIMKOBakA HIIH YIIOTpeOe Aeiia y CBOM ey, aKo
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HAuMH ojpel)eH o/ cTpaHe ayTopa WiM JaBaola JuieHme. OBa
JUIICHIIA T03BOJhaBa KOMEPIUjaAIHY YIIOTpeOy Aena.

6. AyTOpCTBO - JEIUTH TIOJ UCTUM YyciuoBuMma. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBambe,
JTUCTPUOYIIH]Y W JaBHO CAOIIITaBamke Jieia, U Mpepajse, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HauMH oJipel)eH o cTpaHe ayTopa UiU JlaBaolia JHUIIEHIIE ¥ aKo ce pepaaa AUCTpudyupa
MOJT UCTOM WJIH CITMYHOM JuIieHIIoM. OBa JIMIIEHIIa 103B0JhaBa KOMEPIIHjaTTHY yIIOTPeOy
nena u npepana. CivyHa je COPTBEPCKUM JIMIICHIIaMa, OJTHOCHO JIUIIEHI[aMa OTBOPEHOT

KoJa.
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