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POPIS I OBJAŠNJENJE KRATICA KORIŠTENIH U RADU

BMK = bakterije mliječne kiseline
BSA = bovine serum album 
CFU = (eng. colony forming unit) broj kolonija formiranih po ml ili g uzorka
DNA = (eng. deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleinska kiselina 
dNTP = deoksinukleotidtrifosfat

EtBr = etidij bromid 
g = gram

ID = (eng. identity level)  identifikacijska razina

L.= Lactobacillus

LMG = Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms
MIC = (eng. Minimal inhibitory concentration) minimalna inhibitorna koncentracija

min = minuta

mL = mililitar

mM = mini molarna

NSLAB = Non Starter Lactic Acid Bacteria (autohtone bakterije mliječne kiseline)

OPG = obiteljsko poljoprivredno gospodarstvo

pb = parova baza

PCR = (eng. polymerase chain reaction)  metoda lančane reakcije polimerazom

PhP = Phane Plate

rDNA = (eng. ribosomal deoxyribonucleic acid) ribosomska deoksiribonukleinska kiselina

rpm = (eng. revolutions per minute) broj okretaja po minuti

s = sekunda

UV = ultra violet

V = volt

μl = mikro litra

° C = stupnjeva Celzijusa
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1. UVOD

U mnogim Mediteranskim zemljama stoljećima se proizvode sirevi od kravljeg, ovčjeg, kozijeg i bivoljeg mlijeka tradicionalnim tehnikama sirarstva (Čanžek Majhenič i sur., 2007). Jedinstvenost aromatskih svojstava i teksture takvih sireva rezultat su složenih biokemijskih i mikrobnih interakcija među kojima značajan utjecaj ima metabolizam bakterija mliječne kiseline (BMK). Bakterije mliječne kiseline predmet su brojnih istraživanja obzirom na njihovu značajnu ulogu u fermentacijama komercijalno važnih mliječnih proizvoda (Daly i sur., 1998).
Upotreba sirovog mlijeka u tehnologiji proizvodnje tradicijskih sireva, kao što je Istarski sir, izvor je raznolike autohtone mikrobne zajednice, NSLAB (Non Starter Lactic Acid Bacteria) koja svojim metabolizmom utječe na proces zrenja, teksturu i razvoj specifičnih senzornih svojstava. 

NSLAB su definirane kao autohtona mikrobna populacija BMK koja se se sastoji od četiri glavne skupine bakterija: mezofilni laktobacili, pediokoki, enterokoki i leukonostok vrste (Casey i sur., 2006). Glavni izvor NSLAB je svježe mlijeko, mljekarska oprema, feces mliječnih životinja te kontaminirana voda. Zajedno s različitim mikroorganizmima prisutnim u NSLAB, rod Lactobacillus ima značajnu ulogu u procesu zrenja sira (Čanžek Majhenič i sur., 2007). Rod Lactobacillus je vrlo heterogena mikrobna grupa. Najčešće izolirani laktobacili iz tradicijskih sireva koji su dio autohtone mikroflore članovi su fakultativno heterofermentativne skupine, te pripadaju mezofilnoj grupi organizama među kojima su najčešće izolirane vrste:  Lactobacillus casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. buchneri, L. curvatus, L. acidophilus i L. pentosus (Čanžek Majhenič i sur., 2007).

Istraživanja pokazuju da je koncentracija prirodne mikroflore laktobacila u sirevima obično veća tijekom zrenja nego u sirovom mlijeku, te da je broj laktobacila pri završetku zrenja veći u sirevima proizvedenim od sirovog mlijeka u odnosu na sireve proizvedene od pasteriziranog mlijeka (Robinson, 2002). Također, istraživanja su pokazala da u odnosu na laktobacile u starter kulturama, laktobacili u prirodnoj mikroflori tolerantniji su na uvjete tijekom zrenja sira. Imaju sposobnost rasta pri  slijedećim uvjetima: 32- 39% relativne vlažnosti, u 4- 6% NaCl, pri pH 4.9- 5.3 (De Angelis i sur.,2001). Dokazano je da uključivanje dodatnih sojeva NSLAB ili korištenje sirovog mlijeka tijekom proizvodnje povećava razinu slobodnih aminokiselina, peptida i slobodnih masnih kiselina, što dovodi do pojačanog intenziteta okusa u krajnjem proizvodu te ubrzava zrenje sira (De Angelis i sur., 2001). Iz navedenog razloga, nastao je interes za dodavanje NSLAB kao starter kultura u pasterizirano mlijeko. 

Kontrola sastava i aktivnosti autohtone mikrobne zajednice  predstavlja najvažniji dio tehnologije u proizvodnji sira (Beresdorf i sur., 2001). Tradicionalno, najviše saznanja o bakterijskoj raznolikosti u siru proizašlo je iz istraživanja bakterija klasičnim mikrobiološkim metodama na različitim selektivnim podlogama te na osnovu fenotipskih karakterizacija. Iako te metode mogu biti senzitivne, one ne omogućavaju razlikovanje vrsta i sojeva, a pogotovo filogenetičke odnose između određenih grupa bakterija (Skelin, 2010). Identifikacija srodnih vrsta  L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbueckii subsp. lactis, L. rhamnosus, L. plantarum, L. casei i L. paracasei na temelju njihovih fizioloških i biokemijskih svojstava je vrlo problematična  zato što te bakterije dijele mnoge zajedničke karakteristike (Giraffa i sur., 2004). Posljednjih desetak godina, primjena suvremenih metoda molekularne biologije, osobito baziranih na sekvencijskoj analizi 16S rDNA gena značajno je proširila saznanja o raznolikosti i dinamici kompleksnih mikrobnih zajednica uključenih u fermentacijske procese (Skelin, 2010). Primjena osnovne PCR metode (Metoda lančane reakcije polimerazom) i njenih modifikacija postala je značajan znanstveni alat za određivanje strukture mikrobnih zajednica. Danas postoji čitav niz molekularnih pristupa a metode koje se primjenjuju podijeljene su na: (i) metode ovisne o uzgoju na hranjivoj podlozi uz koje slijedi fenotipska i molekularna karakterizacija, a koje su prikazane u okviru znanstvenog rada te (ii) metode za neposrednu identifikaciju koje su neovisne o uzgoju na hranjivoj podlozi i koje su važan alat za praćenje cjelokupne mikrobne zajednice sira.

Istarski sir predstavlja vrijedan izvor mikrobne raznolikosti laktobacila čija je dinamika tijekom zrenja uvjetovana brojnim čimbenicima zbog čega je kvaliteta zrelog sira vrlo često  varijabilna. Iz navedenog razloga nužna je izolacija i karakterizacija autohtonih vrsta laktobacila kako bi se dobio detaljan uvid u sastav i raznolikost mikrobne populacije laktobacila iz Istarskog sira. Osnovna je pretpostavka da  autohtoni  sojevi laktobacila  mogu poslužiti kao temelj za selekciju dominantnih sojeva s potencijalom za daljnju tehnološku karakterizaciju s ciljem očuvanja visoke kvalitete autohtonog Istarskog ovčjeg sira.
U ovom istraživanju pristupilo se utvrđivanju raznolikosti mikrobne zajednice laktobacila izoliranih iz autohtonog Istarskog sira kako bi se razumjela varijabilnost u teksturi, senzornim i organoleptičkim svojstvima krajnjeg proizvoda.
2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Autohtona mikroflora NSLAB čini značajan udio mikrobne zajednice bakterija mliječne kiseline tijekom zrenja sira. Tradicionalni Istarski sir proizvodi se od sirovog ovčjeg mlijeka bez dodatka starter kultura te su njegov jedinstveni okus i tekstura rezultat metaboličkih procesa NSLAB tijekom zrenja. Rod Lactobacillus čini dominantan dio te mikroflore te značajno utječe na fermentaciju, zrenje i senzorna svojstva zrelog sira. Zbog česte varijabilnosti u kvaliteti zrelog Istarskog sira nužno je utvrditi genetsku raznolikost autohtonih sojeva Lactobacillus spp. te njihovu brojnost. 
Postavljeni su specifični ciljevi istraživanja:

1. Izolacija laktobacila iz uzoraka svježeg ovčjeg mlijeka i sireva 0, 30, 60, 90 i 120 dana zrenja na selektivnim podlogama Rogosa agar i MRS agar.
2. Utvrđivanje brojnosti laktobacila u uzorcima svježeg mlijeka i sireva 0, 30, 60, 90 i 120 dana zrenja.
3. Fenotipska karakterizacija izolata laktobacila pomoću PhP-LB sustava i odabir  reprezentativnih PhP izolata.
4. Utvrđivanje antibiotske rezistencije reprezentativnih izolata laktobacila.

5. Genotipska identifikacija izolata laktobacila na razini roda i vrste uz pomoć PCR metode.
3. MATERIJALI I METODE

3.1. Kratki opis tehnologije autohtonog Istarskog sira

Istarski sir je jedan od najvažnijih autohtonih proizvoda sa područja Istre, čija tradicija proizvodnje traje već dugi niz godina. To je tvrdi tip sira čija tehnologija proizvodnje uključuje upotrebu svježeg ovčjeg mlijeka bez upotrebe starter kultura. U tradicionalnoj tehnologiji proizvodnje Istarskog sira upotrebljava se mlijeko iz večernje ili jutarnje mužnje ili njihova mješavina. Mlijeko večernje mužnje čuva se u rashladnom uređaju pri temperaturi od 4 °C. Tijekom pripreme Istarskog sira mlijeko se zagrijava do 35° C te se nakon dodavanja komercijalnog sirila ostavlja oko 1 sat da odstoji. Nakon formiranja gruša, sir se stavlja u cilindričan kalup te se ostavi oko 2 sata kako bi se ocijedila sirutka. Nakon prešanja, sir se soli morskom solju te time završava prvi dio tehnološkog procesa proizvodnje sira nakon čega se sir odnosi u zrionicu. Istarski sir zrije na konstantnoj temperaturi od 14-19° C i relativnoj vlažnosti zraka 70 do 80 %  kroz razdoblje od 60 do 120 dana (Mrkonjić Fuka i sur., 2010).
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Slike 1. i 2. Izgled autohtonog ovčjeg Istarskog sira
3.2. Uzorkovanje ovčjeg mlijeka i Istarskog sira

Uzorkovanje ovčjeg mlijeka i sira provodilo se tijekom 2007. godine na području Istre na jednom obiteljsko- poljoprivrednom gospodarstvu (OPG) koji su proizvođači tradicijskog Istarskog sira iz sirovog ovčjeg mlijeka. Uzorkovani su uzorci mlijeka (M) prikupljeni kao skupni uzorak večernje i jutarnje mužnje, uzorci svježeg sira 0-tog dana (SIR4) i uzorci sira 30 (SIR4 I), 60 (SIR4 II), 90 (SIR4 III) i 120-ti (SIR4 IV) dan zrenja (Tablica 1). Svi uzorci su prikupljeni u sterilnim uvjetima te su transportirani na 4° C u hladnjaku  i pohranjeni na Zavodu za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta na - 20° C do njihove primjene u mikrobiološkim analizama.

Tablica 1. Vrsta i oznaka uzoraka
	Vrsta i oznaka uzoraka

	Mlijeko
	Sir

0 dan
	Sir I

30 dana
	Sir II

60 dana
	Sir III

90 dana
	Sir IV

120 dana
	Sveukupno uzoraka

	M4
	Sir4
	Sir4(I)
	Sir4(II)
	Sir4(III)
	Sir4(IV)
	6


Svi uzorci sirovog mlijeka i sira analizirani su metodama ovisnim o uzgoju na hranjivim poglogama.
3.2.1. Hranjive podloge
Selektivne hranjive podloge koje su primjenjene u ovom istraživanju za izolaciju laktobacila i karakteristični uvjeti uzgoja navedeni su u Tablici 2.
Tablica2. Hranjiva podloga, temperatura i vrijeme inkubacije te atmosferski uvjeti uzgoja za kvantitativnu mikrobiološku analizu uzoraka

	Skupina MO
	Hranjiva podloga
	Temperatura inkubacije
	Vrijeme inkubacije
	Uvijeti uzgoja

	mezofilni laktobacili
	ROGOSA

MRS (de Man, Rogosa and Sharpe agar)
	25ºC
	48 sati
	Anaerobno


3.3. Izolacija laktobacila
Za početnu izolaciju mezofilne  populacije bakterija mliječne kiseline iz uzoraka mlijeka i sira (Tablica 1.) korištene su hranjive podloge Rogosa Agar (Merck, Darmstadt, Njemačka) i MRS Agar (deMan, Rogosa and Sharpe agar; Merck, Darmstadt, Njemačka) prema uvjetima navedenim u Tablici 2.
Ukupno 10 g uzorka sira iz svake faze zrenja, otopljeno je u 90 ml sterilne fiziološke otopine (9 g NaCl/1000 ml destilirane vode) i homogenizirano 3 min u BagMixer 400 miješalici (Interscience, St Nom, Francuska) do dobivanja homogene otopine koja je poslužila za pripremu serije razrjeđenja. Izolacija laktobacila provedena je serijom razrijeđenja od 10-1 do 10-6 u omjeru 1 ml homogenizata  na 9 ml fiziološke otopine. Serija razrjeđenja napravljena je za uzorak svježeg mlijeka, svježeg sira i sireva kroz sve faze zrenja (30, 60, 90 i 120 dan). Iz odgovarajućeg razrjeđenja svakog od uzoraka sira prebačeno  je po 100 μl uzoraka na 3 Rogosa (Merck, Darmstadt, Njemačka) selektivne podloge koje su stavljene na inkubaciju prema uvjetima iz Tablice 2. Uzorci mlijeka prebačeni su na 4 selektivne podloge, na prvu hranjivu podlogu stavilo se 100 μl mlijeka bez razrjeđenja iz razloga što je broj laktobacila u mlijeku vrlo mali. Mikroaerofilni uvjeti uzgoja postignuti su primjenom GeneBox Systema (Bio-Mérieux, Francuska).

3.3.1. Brojanje pojedinačnih kolonija

Ukupan broj naraslih laktobacila na Rogosa (Merck, Darmstadt, Njemačka) selektivnoj podlozi određen je brojanjem mikroorganizama koji formiraju kolonije (CFU/ ml ili CFU/ g). Broj laktobacila u mililitru mlijeka ili gramu sira određen je prema formuli: CFU= broj kolonija/ faktor razrijeđenja.
3.3.2. Bojanje po Gram-u

Nasumično je izabrano po 10 kolonija iz uzoraka mlijeka, svježeg sira te svake faze zrenja sira te su  obojane metodom po Gram-u. Obojani preparati pregledani su svjetlosnim mikroskopom čime su potvrđene morfološke karakteristike laktobacila.
3.3.3. Pročišćavanje izolata do monokultura

Izabrani izolati potvrđeni kao Gram pozitivni, štapićasti oblici dalje su pročišćeni do monokultura. Svaki pojedinačni izolat prebačen je u 5 ml tekuće MRS (deMan, Rogosa and Sharpe; Merck, Darmstadt, Njemačka) podloge te su ostavljeni na inkubaciji 24 sata na 25° C. Izolati izrasli u tekućoj podlozi precjepljeni su na krutu MRS podlogu u sterilnim uvjetima kako bi se dobila pročišćena monokultura. Čiste kulture su pohranjene na - 80° C u  tekućoj MRS podlozi u koju je dodan glicerol (Merck) u omjeru 80:20. S navedenim čistim izolatima provest će se daljnja fiziološka, biokemijska i genetička karakterizacija. Ukupno je izolirano 60 izolata iz uzoraka ovčjeg mlijeka  i Istarskog sira tijekom zrenja (Tablica 3). 

Tablica 3. Porijeklo i oznake izolata mezofilne populacije laktobacila
	Oznake izolata

	Porijeklo izolata
	M4
	Sir4
	Sir4(I)
	Sir4(II)
	Sir4(III)
	Sir4(IV)

	Gospodarstvo 4
	M4 1- 10
	Sir4 1- 10
	Sir4 (I) 1- 10
	Sir4 (II) 1-10
	Sir4 (III) 1-10
	Sir4 (IV)1-10


3.4. Fenotipska karakterizacija izolata laktobacila

3.4.1. Aktivnost katalaze

Izolati izrasli na krutoj MRS podlozi pomješani su sa 3 % otopinom vodikova peroksida kako bi se analiziralo nastajanje mjehurića.

3.5. Biokemijska karakterizacija izolata laktobacila pomoću PhP- LB sustava

Phane Plate™ -LB (PhPlate Microplate Techniques AB, Stockholm, Švedska) je jednostavan biokemijski test kojim se, uz pomoć mikrotitarskih pločica utvrđuje sposobnost fermentacije različitih ugljikohidrata. PhP-LB sustav je uključen u ovo istraživanje s ciljem preliminarnog grupiranja izolata laktobacila i time reducirao njihov broj za daljnju genetičku karakterizaciju. PhP-LB mikrotitarska pločica sastoji se od 96 mikrotitarskih jažica s 24 dehidrirana regensa, različita izvora ugljikohidrata, od kojih 23 služe za diferencijaciju dok je jedna jažica negativna kontrola. 

Svi nasumično odabrani izolati laktobacila koji su svrstani u Gram pozitivne i štapićaste oblike uključeni su u biokemijsku karakterizaciju pomoću navedenog sustava. Sterilno se prebace izolati laktobacila u pojedinačne epruvete u kojima se nalazi po 5 ml PhP medija koji sadrži indikator bromkrezol ljubičasti. PhP sustav nije osjetljiv na bakterijsku koncentraciju tako da količina prebačenih laktobacila može varirati, iako je preporuka nacjepiti 1 do 10 kolonija ovisno o njihovoj veličini (Čanžek Majhenič i sur., 2007). Nakon 30 minuta, suspenzija se prelije u sterilne Petrijeve zdjelice te se ispipetira po 150 μl otopine u svaku jažicu mikrotitarske pločice tako da redovi A-B služe za jedan soj, C-D za drugi, E-F za treći i G-H za četvrti soj. Pločice su inkubirane na 25° C u anaerobnim uvjetima u trajanju od 72 sata. Biokemijska aktivnost izolata (promjena boje) se očitava pomoću optičkog čitača nakon 24, 48 i 72 sata. Rezultati su obrađeni pomoću  PhPWIN (PhPlate AB, Švedska) programskog sustava koji izračunava korelacijski koeficijent srodnosti između istraživanih izolata. Izolati s korelacijskim koeficijentom koji je jednak ili viši od ID 0,965 (identifikacijska razina, identity level) smatraju se istim PhP tipom. Iz svake PhP grupe sustav izabire po jedan reprezentativan izolat koji se koristi u daljnjim analizama.

3.6. Određivanje osjetljivosti na antibiotike

Svi reprezentativni izolati laktobacila dobiveni na osnovu PhP- LB grupiranja podvrgnuti su testiranju osjetljivosti na antibiotike primjenom metode difuzije u agar s filtar diskovima i E- testom.

3.6.1. Metoda difuzije u agar s filtar diskovima

Osjetljivost na antibiotike testirana je komercijalnim diskovima BBL( Sensi-Disc( Antimicrobial Susceptibility Test Discs (Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, Francuska) koji su natopljeni određenom koncentracijom antibiotika. Za ovu analizu primjenjeni su slijedeći antibiotici i njihove koncentracije: ampicilin 2 µg (BD, 231263), tetraciklin 5 µg (BD, 231343), penicilin 10 µg (BD, 231321), rimfapicin 5 µg (BD, 231544), eritromicin 15 µg (BD, 254731) i klindamicin 10 µg (BD, 254733). Analiza je izvođena prema uputi proizvođača: 3-5 kolonija reprezentativnog izolata nacjepljeno je u 5 ml MRS podloge i inkubirano 24 sata na 25° C do 0,5 stupnja mutnoće po McFarland standardu (pri kojem je koncentracija stanica približno 1-2 x 108 CFU/ml). Nakon inkubacije svaki je uzorak razrjeđen u fiziološkoj otopini u omjeru 1: 10 te je 100 µl suspenzije koja sadrži oko 107 stanica nacjepljeno na čvrstu Müller Hinton (MH) podlogu (Biolife, Milano, Italija). Na svaku ploču s određenim bakterijskim izolatom je postavljeno po dva diska. Podloge sa antibioticima inkubirane su 18 sati na 25° C. Izmjereni promjer zone inhibicije u milimetrima za svaki antibiotik pretvoren je u vrijednosti: R (rezistentan, otporan), S (senzitivan, neotporan) i DR (djelomično rezistentan) na određenu koncentraciju antibiotika prema uputama proizvođača. Rezultati su očitani prema podacima iz literature (Ocańa i sur.,2006). 
3.6.2. E- test

Osjetljivost na vankomicin reprezentativnih sojeva laktobacila analizirana je E- test metodom (AB Biodisk, Solna, Švedska). Metoda se sastoji od trake na kojoj je nanesen koncentracijski gradijent vankomicina. Traka se postavlja na čvrstu hranjivu podlogu MH agar (Müller Hinton Agar; Biolife, Milano, Italija) na koju je prethodno nanesena suspenzija stanica pripremljena na način kao u poglavlju 3.6.1. Ploče su inkubirane 24 sata na 25° C te su zatim očitane MIC vrijednosti (minimalna inhibicijska koncentracija potrebna za spriječavanje rasta istraživanog izolata).
3.7. Genotipska identifikacija izolata laktobacila

3.7.1. Izolacija genomske DNA

Reprezentativni PhP izolati prebačeni su u tekuću MRS podlogu i ostavljeni na inkubaciji 24 sata na 25º C.

Izolacija DNA izvršena je pomoću komercijalnog kita za izolaciju NucleoSpin Tissue Kit (Machery- Nagel, Dürem, Njemačka) prema uputi proizvođača. Izrasle kulture centrifugirane su 5 min na 8000 rpm kako bi se dobio čisti talog bez tekuće podloge. U talog je dodano 180 μl lizozima koji na 37º C tijekom 30 min izvrši prelizu bakterijske stanice hidrolizom glikozidnih veza u staničnoj stjenci bakterijskih stanica. Dodavanjem 25 μl proteinaze K postiže se potpuna liza stanica  otapanjem citoplazmatske membrane i taj proces se događa tijekom 90 minuta za vrijeme kojih se uzorci inkubiraju na 56º C u vodenoj kupelji. Nakon lize, uzorci su prebačeni u kivete koje se nalaze u NucleoSpin Tissue Kitu. Dodavanjem nekoliko različitih pufera koji su sastavni dio kita fiksira se DNA za membranu kivete i ispiru se ostali stanični elementi. Tim postupcima dobivena je DNA na membrani koja se potom suši centrifugiranjem na 14 000 rpm/ 1 min. Krajnji korak uključuje ispiranje membrane sa 100 μl BE pufera i centrifugiranje 1 minutu na 14 000 rpm čime se dobiva DNA.

3.7.2. PCR analiza za određivanje roda Lactobacillus
PCR metoda izvedena je prema postupku kojeg su opisali Dubernet i sur. (2002). Upotrijebljene su oligonukleotidne početnice LbLMA1- rev i R16-1 koje su navedene u Tablici 4. 

Tablica 4. Oligonukleotidne početnice za dokazivanje roda Lactobacillus
	Određivanje pripadnosti
	   Početnice
	Nukleotidni slijed (5'→3')
	Veličina produkta (bp)
	Izvor

	rod

Lactobacillus


	LbMA1-rev

R16-1
	CTCAAAACTAAACAAAGTTTC

CTTGTACACACCGCCCGTCA
	250
	(Dubernet i sur., 2002)


Za amplifikaciju je korištena reakcijska smjesa volumena 25 μl koja je sadržavala 2,5 μl 10x pufera, 0,75 μl MgCl2 (50 mM), 2,5 μl dNTP (2 mM), 0,25 μl Taq DNA polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SAD), 0,25 μl P1 (LbLMA1-rev), 0,25 μl P2 (R16-1), 2,5 μl 3% BSA (Bovine Serum Albumin), 2 μl DNA i 14 μl sterilne vode. Amplifikacija je provedena u PCR termobloku (GeneAmp, PCR System 2700, Applied Biosystems) prema parametrima opisanim u Tablici 5.

Tablica 5.  PCR temperaturni pofili za dokazivanje roda Lactobacillus 

	Faza
	Parametri
	Broj ciklusa

	Početak
	95° C/ 5 min
	1

	Denaturacija DNA

Prilijeganje

Produljivanje
	95° C/ 30 s

55° C/ 30 s

72° C/30 s
	30

	Završetak
	72° C/ 7 min
	1


Uspješnost PCR amplifikacije s rod specifičnim početnicama provjerena je horizontalnom gel elektroforezom na 1,5 % agaroznom gelu pri uvjetima od 100 V/ 1 sat.

Agarozni gel pripremljen je otapanjem 1,5 g agaroze u 100 ml 30 mM TAE pufera (Sigma, Njemačka). Nakon završene elektroforeze gel se boja 30 minuta u etidij bromidu (EtBr) koncentracije 0,5 μl/ml koji služi za detekciju amplificiranih fragmenata. Gel je fotografiran digitalnom kamerom na UV transiluminatoru. 
3.7.3. PCR analize za određivanje vrsta unutar roda Lactobacillus 

Svi PhP reprezentativni izolati laktobacila kojima je potvrđena pripadnost rodu Lactobacillus podvrgnuti su daljnjoj PCR analizi s vrsno specifičnim početnicama kako bi utvrdili njihovu vrsnu pripadnost.
3.7.3.1. PCR analiza za dokazivanje vrste Lactobacillus brevis 

Za dokazivanje vrste L. brevis  amplificirana je 16S rDNA regija sa setom oligonukleotidnih početnica BrevI i BrevII (Tablica 6). PCR metoda izvedena je prema postupku kojeg su opisali Guarneri i sur. (2001).
Tablica 6.  Oligonukleotidne početnice  za dokazivanje vrste  Lactobacillus brevis
	Određivanje pripadnosti
	   Početnice
	Nukleotidni slijed (5'→3')
	Veličina produkta (bp)
	Izvor

	Vrsta

L. brevis
	BrevI

BrevII
	CTTGCACTGATTTTAACA
GGGCGGTGTGTACAAGGC
	1340


	Guarneri i sur., 2001


Za amplifikaciju je korištena reakcijska smjesa volumena 25 μl koja je sadržavala 2,5 μl 10x pufera, 0,75 μl MgCl2 (50 mM), 2,5 μl dNTP (2 mM), 0,25 μl Taq DNA polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SAD), 1 μl P1 (BrevI), 1 μl P2 (BrevII), 2 μl DNA i 15 μl sterilne H2O. Amplifikacija je provedena u PCR termobloku (GeneAmp, PCR System 2700, Applied Biosystems) prema parametrima opisanim u Tablici 7.
Tablica 7. Lactobacillus brevis
	Faza
	Parametri
	Broj ciklusa

	Početak
	94° C/ 5 min
	1

	Denaturacija DNA

Prilijeganje
Produljivanje
	95° C/ 1 min
40° C */ 1 min
72° C/ 3 min
	30

	Završetak
	72° C/ 10 min
	1


*touchdown PCR; temperatura u fazi sparivanja početnice s kalupom postepeno se snižava od 54º C do 40º C za 2º C kroz svaka 2 PCR ciklusa
3.7.3.2. PCR analiza za dokazivanje vrste Lactobacillus plantarum 

Za dokazivanje vrste L. plantarum  amplificirana je 16S rDNA regija sa setom oligonukleotidnih početnica LowLac i Plant1 (Tablica 8). PCR metoda izvedena je prema postupku kojeg su opisali Chagnaudi i sur. (2001).
Tablica 8. Oligonukleotidne početnice  za dokazivanje vrste  Lactobacillus plantarum
	Određivanje pripadnosti
	Početnice
	Nukleotidni slijed (5'→3')
	Veličina produkta (bp)
	Izvor

	Vrsta

L. plantarum
	LowLac
Plant1
	CGACGACCATGAACCACCTGT
ATCATGATTTACATTTGAGTG
	996
	Chagnaud i sur., 2001


Za amplifikaciju je korištena reakcijska smjesa volumena 25 μl koja je sadržavala 2,5 μl 10x pufera, 0,75 μl MgCl2 (50 mM), 2,5 μl dNTP (2 mM), 0,20 μl Taq DNA polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SAD), 2,5 μl P1 (LowLac), 2,5 μl P2 (Plant1), 2 μl DNA i 12,05 μl sterilne vode. Amplifikacija je provedena u PCR termobloku (GeneAmp, PCR System 2700, Applied Biosystems) prema parametrima opisanim u Tablici 9.
Tablica 9. Lactobacillus plantarum
	Faza
	Parametri
	Broj ciklusa

	Početak
	95° C/ 10 min
	1

	Denaturacija DNA

Prilijeganje
Produljivanje
	95° C/ 30 s

50° C/ 30 s
72° C/ 1 min
	35

	Završetak
	72° C/ 10 min
	1


Uspješnost PCR amplifikacije s vrsno specifičnim početnicama provjerena je horizontalnom gel elektroforezom na 1,2 % agaroznom gelu pri uvjetima od 100 V/ 1 sat. Agarozni gel pripremljen je otapanjem 1,2 g agaroze u 100 ml 30 mM TAE pufera (Sigma, Njemačka).

4. REZULTATI ISTRAŽIVANJA

4.1. Izolacija i identifikacija laktobacila
Sa selektivne podloge Rogosa agar ukupno je izolirano 60 izolata mezofilne populacije laktobacila iz uzoraka navedenih u Tablici 3.
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Slike 3. i 4. Kolonije laktobacila izrasle na Rogosa selektivnoj podlozi
Tijekom izolacije laktobacila utvrđen je broj naraslih kolonija koji je izražen u log CFU/ ml mlijeka za kolonije iz uzoraka mlijeka ili CFU/g sira za kolonije iz uzoraka sira (Tablica 10).

Brojnost populacije laktobacila u uzorku svježeg mlijeka je relativno niska i iznosila je 3,22 log CFU/ml. Maksimalna brojnost mezofilne populacije laktobacila utvrđena je sredinom zrenja, odnosno nakon 60 dana zrenja. Maksimalna vrijednost iznosila je 7,40 log CFU/g sira.
Tablica 10. Brojnost mezofilne populacije laktobacila izražena u log CFU/ml mlijeka i log CFU/g sira
	UZORCI
	log CFU/ml mlijeka, log CFU/g sira

	
	

	M4
	3,22

	SIR4
	4,78

	SIR4(I)
	6,69

	SIR4(II)
	7,40

	SIR4(III)
	7,22

	SIR4(IV)
	5,01
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Slika 5.. Logaritamske vrijednosti mezofilne populacije laktobacila izračunate za CFU/ml mlijeka  i CFU/g sira
4.1.1. Bojanje po Gram-u
Tehnikom bojanja po Gram-u i mikroskopskim pregledom bakterijskih stanica utvrđene su osnovne morfološke karakteristike stanica laktobacila. Svih 60 izabranih izolata laktobacila izraslih na Rogosa agaru i MRS agaru su potvrđeni kao Gram pozitivni štapićasti oblici.
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Slika 6. Stanice laktobacila pod svjetlosnim mikroskopom nakon bojanja po Gramu
4.2. Fenotipska karakterizacija izolata laktobacila

4.2.1. Aktivnost katalaze
Katalaza testom s 3% otopinom H2O2 potvrđeno je da su svih 60 izolata laktobacila katalaza negativni.
4.3. Biokemijska karakterizacija izolata laktobacila pomoću PhP- LB sustava
Primjenom biokemijske metode PhP- LB preliminarno su grupirani izolati laktobacila. Podaci koji su dobiveni pomoću optičkog čitača nakon 24, 48 i 72 sata su obrađeni pomoću PhPWIN programskog sustava. Biokemijski obrasci svih izolata su grupirani pomoću UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean) algoritma te je dobiven dendrogram.
Temeljem očitavanja rezultata sustav je 60 izolata laktobacila grupirao u 5 PhP grupa. Dodatno, iz svake grupe sustav je izabrao po jedan reprezentativan izolat. Izabrani su slijedeći reprezentativni izolati iz uzoraka svježeg mlijeka M4 1 i M4 8, svježeg sira SIR4 (0) 3 i SIR4 (0) 6  te sira nakon 60 dana zrenja SIR4 (II) 1.

Dio izolata koji nisu svrstani u navedene grupe imali su oznaku jedinstvenog fenotipa (Si) što upućuje na jedinstvenost autohtonih izolata. Ovom redukcijom broja izolata olakšana je daljnja genotipska identifikacija izolata do razine roda i vrste.
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Slika 7. Reprezentativan primjerak PhP pločice s karakterističnim PhP obrascem izabranih sojeva laktobacila
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Slika 8. Dendrogram dobiven UPGMA grupiranjem PhP izolata laktobacila
4.4. Određivanje osjetljivosti laktobacila na antibiotike
Reprezentativni izolati laktobacila testirani su metodom difuzije u agar s filtar diskovima natopljenim s 6 različitih antibiotika i E- test trakom natopljenom s vankomicinom. Rezultati dobiveni na osnovu metode difuzije u agar s filtar diskovima pokazuju na visoku osjetljivost izolata na antibiotike eritromicin i rifampicin, izuzev izolata SIR4 (0) 3 koji je djelomično rezistentan na rifampicin. Svi izolati su pokazali rezistentnost na antibiotike ampicilin i penicilin. Izolati M4 1 i SIR4 (II) 1 su pokazali rezistentnost na tetraciklin te su osjetljivi na klindamicin. Izolat M4 8 pokazao je djelomičnu rezistentnost na tetraciklin i klindamicin, dok je izolat SIR4 (0) 3 djelomično rezistentan na klindamicin i rezistentan na tetraciklin. Izolat SIR4 (0) 6 pokazao je osjetljivost na tetraciklin i klindamicin. Na osnovu očitanih MIC vrijednosti E-testa utvrđena je rezistencija svih izolata na vankomicin. Svi navedeni rezultati, dobiveni s obje metode prikazani su u Tablici 11. 

Tablica 11. Rezultati osjetljivosti na antibiotike reprezentativnih izolata laktobacila metodom difuzije u agar s filtar diskovima i E-testom
	Reprezentativni 

izolati
	Filtar diskovi sa antibioticima
Eritromicin    Rifampicin    Ampicilin    Penicilin    Tetraciklin    Klindamicin
	E-test

	M4 1

M4 8

SIR4 (0) 3
SIR 4 (0) 6

SIR4 (II) 1
	      S                 S                R              R                R                S
      S                 S                R              R             DR               DR
      S                DR             R               R                R               DR
      S                 S                R               R                S                S
      S                 S                R               R                R               S

	R
R
R
R
R


4.5. Genotipska identifikacija laktobacila

4.5.1. Identifikacija na razini roda

Genomska DNA svakog reprezentativnog izolata amplificirana je uz primjenu oligonukleotidnih početnica LbLMA-1 i R16-1  i time je potvrđena njihova pripadnost rodu Lactobacillus. Dobiveni PCR produkti veličine 250 pb karakteristični su za rod Lactobacillus.
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Slika 9. PCR produkti reprezentativnih izolata laktobacila dobivenih amplifikacijom DNA s rod specifičnim početnicama LbLMA1-rev i R16-1. Kolone s lijeva na desno: M (molekularni marker, 100 bp ladder), 1 (M4 1), 2 (M4 8), 3 (SIR4(0)3), 4 (SIR4(0)6), 5 (SIR4(II)1), NK (negativna kontrola), PK (pozitivna kontrola; *L .brevis), M (molekularni marker, 100 bp ladder)
*L. brevis LMG 6906T (LMG: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms)
4.5.2. Identifikacija na razini vrste
4.5.2.1.  PCR analiza za dokazivanje vrste Lactobacillus brevis
PCR analizom s vrsno specifičnim početnicama BrevI i BrevII dokazana je pripadnost tri reprezentativna izolata laktobacila M4 1, SIR4 (0) 3 i SIR4 (0) 6  vrsti L. brevis. Sva tri izolata dala su pozitivan signal veličine 1340 pb koji je karakterističan za vrstu L. brevis (Slika 10).
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Slika 10.     PCR produkti PhP reprezentativnih izolata dobivenih amplifikacijom s BrevI/BrevII početnicama. Kolone s lijeva na desno: M (molekularni marker, 1kb plus ladder), 1 (M4 1), 2 (SIR4(0)3), 3 (SIR4(0)6), PK (pozitivna kontrola; *L .brevis), NK (negativna kontrola), M (molekularni marker, 1kb plus ladder)

*L. brevis LMG 6906T (LMG: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms)

4.5.2.2.  PCR analiza za dokazivanje vrste Lactobacillus plantarum
PCR analizom s vrsno specifičnim početnicama LowLac i Plant1 dokazana je pripadnost dva reprezentativna izolata M4 8 i SIR4 (II) 1 vrsti L. plantarum. Oba izolata dala su pozitivan signal veličine 996 pb koji je karakterističan za vrstu L. plantarum (Slika 11). 
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Slika 11. PCR produkti PhP reprezentativnih izolata dobivenih amplifikacijom s početnicama LowLac i Plant1. Kolone s lijeva na desno: M (molekularni marker, 1kb plus ladder), 1 (M4 8), 2 (SIR4(II)1), 3 NK (negativna kontrola), PK (pozitivna kontrola; *L .plantarum), M (molekularni marker, 1kb plus ladder)
*L. plantarum  LMG 9206 (LMG: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms)
5. RASPRAVA
Sir je složeni ekosustav koji je pod utjecajima vanjskih čimbenika različitih tehnologija izrade i unutarašnjih čimbenika kojeg čine fizikalno- kemijski sastav te interakcija različitih mikrobnih grupa (Peláez i sur., 2005). Preradom mlijeka u sir nastaju brojne biokemijske reakcije uz prisutnost složene i dinamične mikrobne zajednice koja se uglavnom sastoji od BMK koje mogu biti dodane u obliku mljekarskih kultura ili su dio autohtone NSLAB populacije (Skelin, 2010).

Proizvodnja tradicijskih sireva u većini mediteranskih zemalja odvija se na malim gospodarstvima uz primjenu tradicionalnih tehnika sirarstva. Najčešće, takve vrste sireva se proizvode od sirovog kravljeg, ovčjeg, kozjeg ili bivoljeg mlijeka bez upotrebe starter kultura (Čanžek Majhenič i sur., 2007). Upotreba sirovog mlijeka u takvim sirevima izvor je raznolike autohtone mikrobne zajednice, NSLAB koja je uglavnom sastavljena od četiri glavne grupe mikroorganizama: mezofilni laktobacili, pediokoki, enterokoki i leukonostok. Većina istraživanih tradicijskih sireva sadrži najmanje jednu od četiri navedene grupe (Casey i sur., 2006). U istraživanju mikrobne raznolikosti autohtonog Istarskog ovčjeg sira izabran je rod Lactobacillus koji je prema podacima iz literature jedan od dominantnih rodova skupine NSLAB. Laktobacili su prepoznati kao mikroorganizmi s jakom fermentativnom sposobnošću čime utječu na zrenje i tipična svojstva određene vrste sira (Skelin, 2010).
U mikrobiologiji sira važno je utvrditi mikrobnu raznolikosti i mikrobnu dinamiku  tijekom zrenja, na što je najsnažnije utjecao razvoj suvremenih tehnika molekularne biologije. Primjena osnovne PCR metode i njenih modifikacija postala je značajan znanstveni alat za određivanje strukture mikrobnih zajednica iz različitih ekosustava. U ovom istraživanju primjenjena je za preciznu identifikaciju roda Lactobacillus i njegovih vrsta. 

Mezofilni laktobacili čine značajan dio NSLAB zajednice u tradicijskim sirevima (Coeuret, 2003., Casey i sur., 2006., Čanžek Majhenič i sur., 2007., Skelin, 2010). Istraživanja su pokazala da je koncentracija prirodne mikroflore laktobacila u sirevima obično veća tijekom zrenja nego u sirovom mlijeku (Robinson, 2002). Brojnost laktobacila u uzorcima Istarskog sira poklapala se s literaturnim navodima te je pretvorena u logaritamske vrijednosti čiji raspon je iznosio od 3,22 log CFU/ml mlijeka do 7,40 log CFU/g u uzorku sira nakon 60 dana zrenja.
U ovom istraživanju nasumično su odabrani mezofilni izolati laktobacila sa selektivne podloge Rogosa agar te su morfološkom karakterizacijom potvrđeni da pripadaju rodu Lactobacillus. Metodom bojanja po Gramu i mikroskopskim pregledom stanica utvrđeno je da su svi nasumično odabrani izolati Gram pozitivni štapići te da im morfologija stanice varira od dugih i ravnih do kratkih i zaobljenih štapića i kokobacila. Katalaza testom sa 3% H2O2 potvrđeno je da su svih 60 izolata katalaza negativni.

Svih 60 izolata laktobacila uključeni su u biokemijsku karakterizaciju pomoću PhP-LB sustava. Ovaj sustav uključen je u istraživanje s ciljem utvrđivanja međusobne srodnosti između izolata laktobacila te kako bi se reducirao njihov broj za daljnju genetičku identifikaciju. Podaci dobiveni kroz tri uzastopna očitavanja PhP-LB mikrototarskih pločica analizirani su pomoću PhanePlate™ programa. Biokemijski obrasci svih izolata su komparirani u hijerarhijskoj klaster analizi pomoću UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean) algoritma te je konstruiran dendrogram (Slika 8). Sustav je izolate laktobacila grupirao u 5 PhP grupa. Dodatno, sustav je iz svake grupe izabrao jedan reprezentativan izolat koji je predstavnik grupe. Na dendrogramu je uočljiva grupa identičnih izolata, čiji predstavnik je izolat SIR4 (II) 1 što bi moglo uputiti da srodni izolati dominiraju tijekom II i III faze zrenja. Veliki dio izolata, označenih kao Si (single isolate) imali su jedinstven fenotip što upućuje na jedinstvenost autohtonih izolata i veliku bioraznolikost populacije laktobacila izolirane iz Istarskog sira.

Svih 5 reprezentativnih PhP izolata laktobacila testirano je na 6 antibiotika (ampicilin, tetraciklin, penicilin, eritromicin, rifampicin i klindamicin) primjenom metode difuzije u agar s filtar diskovima. Interpretacija rezultata je izvršena očitavanjem zone inhibicije rasta na osnovu standarda za Streptococcus aureus (Ocańa i sur., 2006). Rezultati pokazuju veliku osjetljivost sojeva laktobacila na antibiotike eritromicin i rifampin, i vrlo visok stupanj rezistencije na ampicilin i penicilin (Tablica 11).

Dodatno je istraživana osjetljivost sojeva na antibiotik vankomicin primjenom E-testa. Dobiveni rezultati potvrđuju rezistentnost sojeva laktobacila na istraživani antibiotik. Rezultati se podudaraju s brojnim istraživanjima na tradicijskim sirevima (Čanžek Majhenič i sur., 2007). Obzirom da je peptidoglikanska struktura stanične stijenke odgovorna za visoku rezistenciju na glikopeptidni antibiotik vankomicin ova analiza može poslužiti kao pomoć u identifikaciji roda Lactobacillus (Čanžek Majhenič i sur., 2007).
Za preciznu identifikaciju roda Lactobacillus i njemu pripadajućih vrsta primjenjena je molekularna metoda PCR. U PCR reakciji sa specifičnim početnicama LbMA1-rev i R16-1 za rod Lactobacillus svih 5 reprezentativnih PhP izolata dalo je specifičan PCR produkt veličine 250 pb koji obuhvaća 16S-23S genetsku razmaknicu 16S rDNA (Slika 9.) Primjena PCR analize s vrsno specifičnim početnicama omogućila je identifikaciju vrsta unutar roda Lactobacillus. Primjenom oligonukleotidnih početnica BrevI/BrevII potvrđeno je prisustvo vrste L. brevis. Od pet istraživanih izolata tri izolata M4 1, SIR4 (0) 3 i SIR4 (0) 6 su pokazala pripadnost navedenoj vrsti. Primjenom oligonukleotidnih početnica LowLac i Plant1 dokazano je prisustvo vrste L. plantarum. Dva reprezentativna izolata M4 8 i SIR4 (II) 1 s PCR produktom veličine 996 pb potvrdila su pripadnost vrsti  L. plantarum. Prisustvo navedenih vrsta u Istarskom siru ovog istraživanog gospodarstva poklapa se s istraživanjima provedenim na Istarskom siru (Skelin, 2010) te na brojnim drugim tradicijskim sirevima gdje su najčešće prisutne  vrste L. brevis i L. plantarum (Beresdorf i sur., 2001; Čanžek Majhenič i sur., 2007; Terzić-Vidojević i sur., 2007). 

Ovim istraživanjima detaljno je istražena populacija laktobacila u Istarskom siru s izabranog gospodarstva. Rezultati će poslužiti kao temelj za daljnju tehnološku katrakterizaciju koja će se provoditi zajedno s ostalim karakteriziranim sojevima laktobacila koji su dio kolekcije Zavoda za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta. Ovo istraživanje je dio projekta MZOS „Mikrobiološka kontrola kvalitete autohtonih tvrdih i mekih ovčjih sireva“ (178-1782128-2123), voditelj dr.sc. Sulejman Redžepović, professor emeritus.
6. ZAKLJUČCI
Na osnovu rezultata istraživanja može se zaključiti:
· Primjenom izabranih fizioloških, biokemijskih i molekularnih analiza karakterizirano je 60 autohtonih izolata laktobacila
· Hranjivi mediji Rogosa i MRS  agar pokazali su  dostatnu selektivnost za rast i izolaciju laktobacila
· Brojnost mezofilne populacije laktobacila u uzorcima mlijeka iznosila je  3,22 logCFU/ml mlijeka, dok je u uzorcima sira nakon 60 dana zrenja iznosila 7,40  log CFU/g 
· Svi izolati su Gram pozitivni štapići i katalaza negativni
· Pomoću PhP- LB sustava preliminarno su grupirani izolati laktobacila na osnovu biokemijskih obrazaca svakog pojedinačnog izolata te je definirano 5 osnovnih PhP grupa. Sustav je izabrao 5 reprezentativnih izolata predstavnika navedenih grupa M4 1, M4 8, SIR4 (0) 3, SIR4 (0) 6, SIR4 (II) 1
· Reprezentativni PhP izolati laktobacila pokazali su visoku osjetljivost na antibiotike eritromicin i rifampicin, visoku rezistentnost na antibiotike ampicilin i penicilin te djelomičnu rezistenciju na antibiotike tetraciklin i klindamicin. E-test metodom s antibiotikom vankomicinom dokazana je visoka rezistencija na navedeni antibiotik što dodatno karakterizira rod Lactobacillus
· PCR metodom s rod specifičnim početnicama LbMA-1 i R16-1 svim izolatima utvrđena je pripadnost rodu Lactobacillus
· Primjenom PCR analize sa vrsno specifičnim početnicama utvrđeno je da izolati M4 1, SIR4 (0) 3 i SIR4 (0) 6 pripadaju vrsti L. brevis, dok izolati M4 8 i SIR4 (II) 1 pripadaju vrsti L. Plantarum
· Rezultati ovog istraživanja doprinjeti će daljnjim tehnološkim istraživanjima reprezentativnih sojeva i sustavnom praćenju autohtonih zajednica bakterija mliječne kiseline iz autohtonih sireva Hrvatske s ciljem njihove zaštite izvornosti
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9. SAŽETAK 

Anja Jensterle

Raznolikost zajednice laktobacila izoliranih iz autohtonog Istarskog sira
Istarski sir je tradicionalni sir koji se proizvodi od sirovog ovčjeg mlijeka bez dodatka komercijalne mikrobne kulture. Kompleksnost i razlike u senzornim svojstvima tradicijskih sireva proizvedenih od sirovog mlijeka ovise o uvjetima zrenja, fizikalno- kemijskom sastavu te mikrobnim interakcijama autohtone mikroflore (NSLAB). Zajedno s različitim mikroorganizmima prisutnim u NSLAB, rod Lactobacillus ima značajnu ulogu u procesu zrenja sira. Iz navedenog razloga, u cilju očuvanja specifičnosti sira i održavanja visoke kvalitete konačnog proizvoda, od velike je važnosti istražiti sastav autohtonih laktobacila u siru tijekom zrenja.
Uzorkovanje svježeg ovčjeg mlijeka i sireva provodilo se na jednom obiteljsko poljoprivrednom gospodarstvu s područja Istre. Uzorci svježeg mlijeka i svježeg sira prikupljeni su nultog dana, dok su uzorci sira uzorkovani 30., 60., 90. i 120-tog dana zrenja. Ukupno je izolirano 60 izolata mezofilne populacije laktobacila koji su morfološkom karakterizacijom potvrđeni kao Gram pozitivni štapićasti oblici. Biokemijskom karakterizacijom pomoću PhP-LB sustava preliminarno je grupirano 60 izolata laktobacila u 5 PhP grupa unutar kojih su izabrani reprezentativni izolati. Reprezentativni PhP izolati podvrgnuti su testiranju osjetljivosti na antibiotike, primjenom metode difuzije u agar s filtar diskovima i E-testom. Primjenom osnovne PCR metode s rod specifičnim početnicama LbMA1-rev i R16-1 potvrđena je njihova pripadnost rodu Lactobacillus. PCR analizom uz primjenu vrsno specifičnih početnica BrevI i BrevII potvrđena je pripadnost 3 izolata vrsti L. brevis, te uz primjenu početnica LowLac i Plant1 potvrđena je pripadnost 2 izolata vrsti L. plantarum.

Precizno definirana zajednica laktobacila te genetički identificirane vrste temelj su za očuvanje genetskog rezervoara autohtone populacije bakterija mliječne kiseline i osnova za opis autohtonog Istarskog ovčjeg sira u cilju njegove zaštite.

Ključne riječi: Istarski ovčji sir, laktobacili, PhP-LB, rod specifičan PCR, vrsno specifični PCR
10. SUMMARY

Anja Jensterle

Diversity of lactobacilli community isolated from the indigenous Istrian cheese
Istrian cheese is a traditional cheese produced from raw ewe's milk without addition of commercial microbial cultures. Complexity and varied sensory properties of traditional cheeses manufactured from raw milk depend on ripening conditions, physico-chemical composition and microbial interactions of indigenous microflora (NSLAB). Among different microorganisms present in NSLAB community, the Lactobacillus genus has an important role in cheese ripening. For this reason, in order to preserve the specificity of Istrian cheese and to minimize variations in quality, it is necessary to investigate the composition of lactobacilli community  during the cheese ripening.
Sampling of fresh ewe’s milk and cheese was implemented on dairy farm in Istria region. Samples of fresh milk and fresh cheese were collected on 0 day, while samples of cheese were sampled 30th, 60th, 90th and the 120th day of ripening. 60 isolates of mesophilic lactobacilli were morphologicaly characterized and confirmed as Gram-positive rods. Biochemical characterization using PhP-LB system was preliminarily grouped 60 isolates into 5 PhP groups. Only one representative from each PhP type was further analysed. Representative PhP isolates were subjected to antibiotic susceptibility testing by using Disc Diffusion method and E-stripes. PCR method with genus specific primers LBMA1-rev and R16-1 reveiled their affiliation to the genus Lactobacillus. PCR analysis using species specific primers BrevI and BrevII confirmed that 3 isolates belong to species  L. brevis and by using specific  primers LowLac and Plant1 confirmed that 2 isolates belong to species L. plantarum.

Precisely genetically identified lactobacilli is foundation for the preservation of indigenous microbial populations of lactic acid bacteria and the basis for the description of indigenous Istrian ewe’s cheese and its protection.

Key words: Istrian ewe’s cheese, lactobacilli, PhP-LB, genus specific PCR, species specific PCR
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