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Popis i objašnjenje kratica
· ACN – acetonitril

· APS – amonijev persulfat

· BMK – bakterije mliječne kiseline

· CHAPS – 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-2-hidroksi-1-propansulfonat
· CHCA - α-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina
· DTT – ditiotreitol
· IAA – jodoacetamid
· IPG – imobilizirani pH gradijent
· MALDI – matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zračenjem
· SDS – natrijev dodecilsulfat

· TEMED - N,N,N,N-tetrametiletilendiamin
· TFA – trifluoroctena kiselina
· TOF –vrijeme leta
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1. UVOD

Bakterije su u svom prirodnom okolišu izložene brojnim nepovoljnim uvjetima okoliša od gladovanja, osmotskog stresa, temperaturnog šoka do naglih promjena pH vrijednosti. U laboratorijskoj praksi rast bakterija u nepovoljnim uvjetima opisuje se stacionarnom fazom pri čemu dolazi do kontinuirane izmjene umiranja starih i nastajanja novih bakterijskih stanica. Obzirom da bakterije u prirodi rijetko žive u pojedinačnim kulturama, već mješovitim zajednicama, dolazi do interakcija između različitih bakterijskih vrsta, ali i različitih populacija mikroorganizama. Ukoliko različite bakterijske vrste troše istu vrstu supstrata u istom vremenskom razdoblju, doći će do pojave kompeticije za ograničenom koncentracijom supstrata. 

Pojedine stanice nesporogene bakterijske kulture u stacionarnoj fazi rasta, mogu pokazivati fenomen prednosti rasta u stacionarnoj fazi (engl. growth advantage in stationary phase, GASP; Zambrano i sur., 1993). Fenomen GASP opisuje sposobnost stanica mutanata GASP starije bakterijske kulture da brojnošću prevlada mlađu bakterijsku kulturu. Kompetitivna prednost stanica fenotipa GASP određena je genetički i rezultat je mutacija detektiranih u specifičnim genima što rezultira fiziološkom adaptacijom stanica u uvjetima produljene stacionarne faze (Finkel, 2006; Bačun-Družina i sur., 2011). Fenomen GASP se u laboratorijskim uvjetima ispituje uzgojem nesporogenih bakterijskih stanica različite starosti u mješovitoj kulturi, šaržnim uzgojem, tijekom produljene stacionarne faze rasta. U ovom eksperimentalnom radu, u mješovitoj kulturi uzgajani su bakterijski sojevi Lactobacillus brevis 3.4. i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 da bi se opisao njihov fenotip GASP. 

Ekspresiju gotovo svih gena u stanicama u pojedinim fazama rasta, moguće je popratiti proteomskim tehnologijama. Proteomika spada u skupinu omičkih tehnologija, a upotrebljava se za analizu proteoma nekog organizma odnosno cjelokupnog proteinskog profila koji organizam sadrži u određenim uvjetima. Novija generacija istraživanja proteoma najčešće je bazirana na analitičkoj metodi spektrometrije masa s naglaskom na identifikaciju proteina. Spektrometrija masa također daje podatke o strukturi i biološkim svojstvima proteina te kvantifikaciji proteina. U ovom eksperimentalnom radu korištene su metode dvodimenzionalne gel elektroforeze i spektrometrije masa da bi se otkrili proteini prisutni tijekom zajedničkog rasta proučavanih bakterijskih kultura te posredno utvrdila ekspresija probitačnih gena.
2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Opći ciljevi ovog rada su:

1) pratiti pojedinačni rast mlade bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) i starije bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium (10 dana stara) tijekom produljene stacionarne faze rasta pri temperaturama 32 ºC i 37 ºC;
2) usporediti konkurentni rast mlade bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) i starije bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) u mješovitoj kulturi tijekom produljene stacionarne faze rasta pri temperaturama 32 ºC i 37 ºC
Specifični ciljevi ovog rada su:
1) izolirati proteine iz stanica mješovite bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. i razdvojiti izolirane proteine metodom dvodimenzionalne gel elektroforeze;
2) identificirati razlikovne proteine iz stanica mješovite bakterijske kulture u odnosu na pojedinačne kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. metodom spektrometrije masa i bioinformatičkom obradom podataka
3. TEORIJSKI DIO

3.1. BAKTERIJE MLIJEČNE KISELINE
Bakterije mliječne kiseline (BMK) ujedinjuju široku grupu bakterija specifičnih morfoloških, metaboličkih i fizioloških karakteristika, a također su povezane na temelju filogenetske sličnosti. BMK ne sporuliraju te su gram pozitivne, mikroaerofilne i tolerantne na niski pH. Njihov genom je u prosjeku dug 1,7-3,3 megabaza (Mb) te sadrži 1700-3000 gena (Makarova i Koonin, 2007). 

Bakterije mliječne kiseline zastupljene su u dva zasebna koljena (lat. phylum): Firmicutes i Actinobacteria (Horvath i sur., 2009). Unutar koljena Firmicutes spadaju u red (lat. ordo) Lactobacillales koji uključuje slijedeće rodove (lat. genus): Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella, a sve navedene rodove karakterizira niski sastav niski sastav guanin-citozin parova baza (31-49%; Horvath i sur., 2009). Unutar koljena Actinobacteria uključen je jedino rod Bifidobacterium bakterija (Liu i sur., 2014). 

Bakterije mliječne kiseline sintetiziraju adenozin trifosfat (ATP), odnosno metaboličku energiju, kroz fermentacijske procese koji podrazumijevaju oksidoredukcijske reakcije u kojima dolazi do fosforilacije na razini supstrata. Najbolje proučeni metabolizam u bakterija mliječne kiseline je metabolizam ugljikohidrata. Ugljikohidrati se u bakterija mliječne kiseline mogu razgrađivati homofermentativnom i heterofermentativnim putom. Homofermentativni put se temelji na Embden-Meyerhof-Parnasovom putu razgradnje heksoza (glikolizi), a potom dolazi do konverzije piruvata u mliječnu kiselinu kao krajnjeg produkta metabolizma. Homofermentativni put se odvija u uvjetima optimalne koncentracije supstrata odnosno općenito optimalnim uvjetima uzgoja, no pod specifičnim uvjetima uzgoja molekule piruvata se razgrađuju alternativnim putovima do različitih konačnih molekula produkata. Heterolaktična fermentacija se temelji na fosfoketolaznom putu te kao krajnji produkti metabolizma nastaju laktat, CO2, acetat i/ili etanol. 

Mnoge vrste bakterija mliječne kiseline općenito su priznate kao sigurne (engl. generally recognized as safe, GRAS) od Američke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) i od Europske agencije za sigurnost prehrambenih proizvoda (engl. European Food Safety Authority, EFSA), a na temelju danih statusa sigurnosti, prepoznata je mogućnost primjene bakterija mliječne kiseline u bioprocesnoj industriji. BMK su naročite važne u industriji kao funkcionalne starter kulture za proizvodnju različitih fermentiranih proizvoda, a također određeni sojevi pokazuju probiotička svojstva. Fermentirani mliječni proizvodi obogaćeni probiotičkim bakterijama uvršteni su u jednu od najuspješnijih kategorija funkcionalne hrane. Komercijalni sojevi probiotičkih bakterija korištenih u probiotičkim pripravcima koji dominiraju tržištem su Lactobacillus casei, Lactobacilllus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii i Bifidobacterium lactis (Saxelin i sur., 2005).

Rod Lactobacillus dominantan je unutar heterogene skupine bakterija mliječne kiseline te je prilagođen raznovrsnim okolišnim nišama. Brojne vrste roda Lactobacillus nalaze se u mliječnim proizvodima, mesnim i ribljim proizvodima, proizvodima od žitarica, fermentiranom povrću (maslinama, kiselom kupusu, krastavcima i slično), voću i voćnim sokovima, pivu, vinu te su dio prirodne mikroflore usne šupljine u ljudi te probavnog sustava u ljudi i životinja.
3.1.1. Lactobacillus brevis 

Unutar roda Lactobacillus razlikuju se tri skupine bakterija mliječne kiseline: obligatno homofermentativne, obligatno heterofermentativne i fakultatitvno heterofermentativne. Bakterija Lactobacillus brevis, istraživana u ovom radu, obligatno je heterofermentativna, a može se izolirati iz fermentirane hrane kao što su kiselo tijesto, masline, krastavci, sirevi i silaža te iz mikrobno onečišćenog vina i piva. Identifikacija vrste L. brevis postiže se na osnovu fenotipskih karakteristika i/ili komparativnom sekvencijskom analizom 16S RNA te spektrometrijom masa. Novija istraživanja pokazuju potencijalnu primjenu L. brevis u proizvodnji mliječne kiseline na lignoceluloznim sirovinama (Guo i sur., 2014).

Lactobacillus brevis prirodno je rezistentna bakterija na antibiotik nalidiksinsku kiselinu koja spada u skupinu kinolinskih molekula širokog spektra djelovanja. Mehanizam djelovanja nalidiksinske kiseline je inhibicija ezima DNA giraze i topoizomeraze IV čime se onemogućuje replikacija DNA, a što izaziva odumiranje bakterijske stanice. Mehanizam rezistencije BMK na nalidiksinsku kiselinu uzorkovan je mutacijama u genima koji kodiraju za DNA girazu i topoizomerazu IV (Li i sur., 2015). Općenito većina bakterija roda Lactobacillus posjeduje prirođenu rezistenciju prema nalidiksinskoj kiselini. Osim prirođene rezistencije, bakterije rezistenciju mogu steći horizontalnim prijenosom gena od drugih bakterija.

3.2. BAKTERIJE RODA Salmonella
Prepoznatljiva karakteristika bakterije roda Salmonella je patogenost, a konzumacija vode ili prehrambenih proizvoda zaraženih spomenutim bakterijama rezultira bolestima poput gastroenteritisa i trbušnog tifusa u ljudi i nekih životinja. Infektivna koncentracija bakterija pri kojoj dolazi do oboljenja iznosi 105 do 108 vijabilnih stanica u mililitru ovisno o dobi i zdravstvenom stanju inficirane osobe i vrsti patogene salmonele (HAH, 2009). Spadaju u intracelularne bakterije koje mogu prodrijeti u epitel te se replicirati i rasti unutar epitelnih stanica i makrofaga (Mitev i sur., 2009).
Bakterije roda Salmonella pripadaju porodici Enterobacteriaceae, a podijeljene su u dvije vrste: Salmonella bongori i Salmonella enterica (Tindall i sur., 2005). Salmonella enterica je primarno podijeljena na serotipove Typhimurium i Enteritidis na temelju karakteristika antigena O (stanična stjenka), H (proteini flagele) i N (polisaharidi kapsule; Xu i sur., 2010). Salmonella enterica serotip Thyphimurium, istraživana i u ovom radu, prilagodljiva je na nepovoljne uvjete okoliša poput nedostatka hranjivih tvari, osmotskog stresa, ekstremnih pH vrijednosti, toplinskog šoka te oksidativnog stresa (Xu i sur., 2010). Prilagodba na niski pH povezuje se sa patogenošću bakterije (Audia i sur., 2001). Salmonella enterica serotip Thyphimurium sposobna je rasti na citratu kao jedinom izvoru ugljika.
Bakterije roda Salmonella pripadaju gram negativnim nesporogenim bakterijama, fakultativno su anaerobne, a njihova prisutnost se može dokazati pomoću biokemijskih testova. Na temelju biokemijskih testova okarakterizirane su kao negativne na indol i Voges-Proskauer test, pozitivne na test s metilnim crvenilom te na test sa Simmonsovim citratnim agarom, produciraju plin H2S i urea su negativne. Prepoznatljiva osobina bakterija roda Salmonella je nemogućnost fermentacije laktoze i saharoze. Optimalna temperatura rasta bakterija roda Salmonella iznosi 37° C, a optimalni pH raspon je 5-7 (Venkitanarayan  i sur., 2007).
3.3. MJEŠOVITE BAKTERIJSKE KULTURE

Bakterije, ali i ostali mikroorganizmi, rijetko žive u prirodi pojedinačno, češće egzistiraju u mješovitim populacijama koje tvori dvije ili više vrsta mikroorganizama. Interakcije među bakterijskim vrstama mogu imati pozitivan ili negativan učinak, a također i biti bez učinka. 

Pozitivne interakcije među bakterijama definirane su terminima mutualizam, sinergizam i komenzalizam. Mutualizam je tip odnosa u kojem sve bakterijske vrste imaju korist od zajedničkog života. Formiranje biofilma je dobar primjer mutualizma (Faust i Raes, 2012). Biofilm je način života koji bakterije uglavnom preferiraju u prirodnom okolišu. Biofilm se sastoji od nekoliko faza počevši od prihvaćanja bakterija za čvrstu podlogu, prilagodbe i proliferacije u višeslojnim staničnim klasterima do sinteze egzogenog polisaharidnog matriksa za zaštitu od negativnih utjecaja iz okoline (Lasa, 2006). Sinergizam je tip odnosa sličan mutalizmu, bakterije imaju obostranu korist izmjenjujući međusobno metaboličke produkte. Bakterijski sinergizam primijećen je u ekstremnim uvjetima okoliša poput područja niskog ili visokog pH, termalnih izvora, hladnih područja i morskog sedimenta što ukazuje na široku rasprostranjenost ovog načina metabolizma (Mclnerney i sur., 2008). Komenzalizam je tip odnosa u kojem jedna bakterijska vrsta ima korist, a na drugu nema utjecaja, svojstven za procese biorazgradnje tvari, primjerice biorazgradnja dušika. Bakterije roda Nitrosomonas oksidiraju amonijak do nitrita–otpadnog produkta koji Nitrobacter koristi kao supstrat i oksidira do nitrata (Whalen i Sampedro, 2010).
Negativne interakcije među bakterijama definirane su terminima antagonizam, kompeticija, predatorstvo i parazitizam. Bakterijski antagonizam je tip odnosa u kojem jedna vrsta bakterija sintezom specifičnih ciljnih molekula (npr. antibiotici) inhibira rast drugih bakterijskih vrsta. Primjer parazitizma su bakterije i specifični bakteriofagi koji ih napadaju, a predatorstvo se očituje između protista (trepetljikaši) koji se hrane bakterijama (Faust i Raes, 2012). U odnosu parazit-domaćin i predator-plijen jedna bakterijska vrsta profitira na štetu drugoj, dok kompeticija odražava negativni učinak na obje bakterijske vrste. Kompeticija među bakterijama javlja se kod korištenja istih izvora supstrata u istom vremenu i okolišu pri čemu jedna bakterijska vrsta s boljim predispozicijama za rast prevlada drugu bakterijsku vrstu. Kompeticija se u laboratorijskim uvjetima može promatrati uzgojem mješovitih bakterijskih kultura u uvjetima nedostatka izvora hranjivih tvari.

3.4. STACIONARNA FAZA RASTA BAKTERIJA

Životni ciklus bakterija, promatran u laboratorijskim uvjetima, sastoji se od pet faza rasta: lag faza, faza eksponencijalnog rasta ili log faza, stacionarna faza, faza odumiranja i produljena stacionarna faza rasta (Finkel, 2006; Bačun-Družina i sur., 2011). Bakterije se u prirodi najčešće nalaze u uvjetima koji u laboratorijskoj praksi odgovaraju stacionarnoj fazi rasta, a to su uvjeti ograničene koncentracije supstrata i izražene kompeticije za supstrat. Iako se u prirodi nalaze u relativno nepovoljnim uvjetima, bakterije su razvile mogućnost prilagodbe koja rezultira opstankom. 

Nakon odumiranja većeg dijela bakterijske šaržne kulture, određene bakterijske stanice ulaze u produljenu stacionarnu fazu rasta. Uz dodatak sterilne vode za održavanje osmolarnosti i volumena, bakterijske stanice se mogu održati pri 106 CFU mL-1 i do 5 godina bez dodatka hranjivih tvari (Finkel i sur., 2000; Bačun-Družina i sur., 2011). Produljena stacionarna faza je vrlo dinamičan period izmjene umiranja starih i razmnožavanja novih bakterijskih generacija. 

Ulaskom u produljenu stacionarnu fazu dolazi do morfoloških i fizioloških promjena stanica te promjena u ekspresiji gena, a značajne su i mutacije određenih gena u bakterijskom genomu. Spomenute karakteristike bakterijskih stanica povezane su s fenotipom prednosti rasta u stacionarnoj fazi (engl. growth advantage in stationary phase, GASP; Zambrano i sur., 1993). Fenomen GASP je definiran kao sposobnost stanica starije bakterijske šaržne kulture da u uvjetima stacionarne faze rastom prevladaju stanice mlađe bakterijske kulture. Kompetitivna prednost stanica fenotipa GASP određena je genetički i rezultat je mutacija detektiranih u specifičnim genima što rezultira fiziološkom adaptacijom stanica u uvjetima produljene stacionarne faze (Finkel, 2006; Bačun-Družina i sur., 2011). U bakterijskim kulturama s prednošću rasta su ustanovljene mutacije u genima rpoS (Zambrano i sur., 1993), lrp (Zinser i Kolter, 2000; 2004) i genomska preraspodjela izazvana insercijskom sekvencom IS5 u lokusu ybeJ-gltJKL (Zinser i sur., 2003; Zinser i Kolter, 2004). Efekt kojem svaka mutacija GASP pridonosi je povećana sposobnost katabolizma jedne ili više aminokiselina kao izvora ugljika i energije (Bačun-Družina i sur., 2011).

Fenotip GASP se u laboratorijskim uvjetima može demonstrirati uzgojem nesporogenih bakterijskih stanica različite starosti u mješovitim šaržnim kulturama. Zabilježene su četiri vrste fenotipa GASP: jaki, slabi, umjereni i abortivni (Yeiser i sur., 2002; Bačun-Družina i sur., 2008). 
Jaki fenotip GASP definira da starija kultura s povoljnom mutacijom za rast u uvjetima produljene stacionarne faze rasta preraste mlađu kulturu i ostaje vijabilna pri koncentraciji oko 106 st mL-1. Iako je početna koncentracija stanica starije kulture bila znatno niža u odnosu na mlađu kulturu, uslijed dominacije starije kulture mlađa bakterijska roditeljska kultura postepeno odumire (Bačun-Družina i sur., 2011). Slabi fenotip GASP karakterizira sposobnost stanica stare kulture da se brojčano približe stanicama mlade kulture, no ne mogu ih prevladati. Tijekom abortivnog fenotipa GASP stanice stare kulture nadrastu mlađu bakterijsku kulturu, no samo u početku mješovitog rasta u kulturi. Ubrzo dolazi do smanjenja broja stanica potom potpunog odumiranja stare kulture u mješovitoj kulturi (Bačun-Družina i sur., 2011). Umjereni fenotip GASP otkriven je tijekom proučavanja rasta mješovite kulture 10 dana starih enterobakterija i 1 dan starih stanica Lactobacillus brevis L62. Nakon nekoliko dana stanice enterobakterija neznatno su nadmašile broj stanica L. brevis te je njihov broj ostao stabilan na vrijednosti od 108 st mL-1 tijekom 25 dana (Bačun-Družina i sur, 2008).
3.5. PROTEOMIKA

Pojam proteom (engl. protein complement of a genome, proteom; Wasinger i sur., 1995) potječe od pojmova protein i genom, a uključuje sve proteine i proteinske oblike koje organizam sintetizira tijekom životnog ciklusa. Proteom je podložan neprestanim promjenama kroz interakcije s genomom i vanjskom okolinom te kao takav predstavlja izazov znanstvenicima u istraživanjima bioloških funkcija i struktura proteina.

Proteomika je sustavna analiza ekspresije gena pod specifičnim uvjetima, uključujući njihovu separaciju, identifikaciju i karakterizaciju (Kraljević Pavelić i Pavelić, 2009). Spada u skupinu omičkih tehnologija (engl. omics) čija je temeljna zadaća analiza svih ili gotovo svih članova pripadnika određene obitelji molekula. Tako se genomika bazira na analizi gena, transkriptomika na analizi mRNA, proteomika na analizi proteina, a metabolomika na analizi metabolita specifičnog biološkog uzorka. Omičke tehnologije karakterizira holistički pristup odnosno sagledavanje mikro ili makroorganizma kao cjeline. Osim spomenutih omika, postoje i drugi tipovi. Proteomskim analizama može se doći do saznanja o količini i vrsti proteina u stanicama, a što je nemoguće samom analizom sekvenci DNA i RNA. Kompleksnosti proteoma pridonosi alternativno procesiranje primarnog transkripta, različite kovalentne posttranslacijske modifikacije i ciljane degradacije proteina te mreže interakcija među proteinima (Altelaar i sur., 2013). Proteomske tehnologije, posebice spektrometrija masa, doživjele su značajan razvoj u instrumentaciji, pripremi uzorka i računalnoj analizi. Sekvencioniranje i identifikacija jednog proteina bila je velik izazov prošlog desetljeća, a danas je identifikacija i kvantifikacija svih prisutnih proteina u stanici ostvariva u jednom eksperimentalnom koraku (Altelaar i sur., 2013).
Osnovni metodološki principi u proteomskoj analizi, korišteni i u ovom radu su: izolacija proteina iz biološkog materijala, razdvajanje smjese proteina dvodimenzionalnom gel elektroforezom, identifikacija odabranih proteina pomoću analitičke metode spektrometrije masa i usporedba dobivenih rezultata s dostupnim bazama podataka.

3.6. DVODIMENZIONALNA GEL ELEKTROFOREZA

Dvodimenzionalna (2D) gel elektroforeza je metoda koja se koristi u analizi složene smjese proteina izolirane iz stanica, tkiva ili drugog biološkog uzorka. 2D gel elektroforezu je utemeljio 1975. godine znanstvenik O'Farrell. Objedinjuje dva elektroforetska postupka: izoelektrično fokusiranje i poliakrilamidnu gel elektroforezu u denaturirajućim uvjetima. U svakom koraku dolazi do razdvajanja proteina na temelju različitih karakteristika proteina. 

3.6.1. Priprema uzorka za 2D gel elektroforezu

Prije pristupanja metodi 2D gel elektroforeze, potrebno je izmjeriti koncentraciju proteina kako bi rezultati elektroforeze bili revelantni. Mjerenje koncetracije proteina po metodi Brandford je brza i efikasna metoda, stoga je odabrana za korištenje u ovom radu. Za dobivanje dobrih rezultate 2D gel elektroforeze iznimno je važno obratiti pažnju na pripremu uzorka. Uzorak ne smije biti kontaminiran stranim proteinima, a kako bi se izbjegli gubici ili spriječile promjene u strukturi uzorkovane manipulacijom uzorka, broj koraka u pripremi uzorka potrebno je svesti na minimum. Prvi korak je razbijanje stanica, a potom slijedi ekstrakcija staničnog lizata i uklanjanje nukleinskih kiselina korištenjem nukleaza. Korišteni puferi u 2D gel elektroforezi sastoje od komponenata koje će u pojedinom koraku pripreme uzorka spriječiti neželjene procese oksidacije (engl. threo-1,4-dimercapto-2,3-butanediol, DTT) i agregacije proteina (urea), pojačati topljivost hidrofobnih proteina (detergent engl. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate, CHAPS) i vrlo hidrofobnih proteina (tiourea), deaktivirati proteaze (inhibitori proteaza) i razoriti disulfidne mostove što će dovesti do disocijacije oligomernih i multiproteinskih kompleksa na izdvojene podjedinice (Lopez, 2007). Idealni postupak pripreme uzorka rezultira potpunim otapanjem proteina u puferu bez prisutnosti agregata te reduciranim i denaturiranim proteinima. 

3.6.2. Izoelektrično fokusiranje

Izoelektrično fokusiranje je elektroforetska metoda razdvajanja proteina na osnovu izoelektrične točke (pI vrijednosti), a odvija se u gradijentu pH. Obzirom da se proteini sastoje od bazičnih i kiselih aminokiselinskih ostataka koje nose naboje, proteini se u električnom polju gibaju prema suprotno nabijenim elektrodama sve dok ne dostignu pH vrijednost kod koje je ukupni naboj proteina jednak nuli odnosno vrijednost izoelektrične točke. Isprva se za dobivanje pH gradijenta koristila mješavina amfolita. Amfoliti su amfoterne molekule visokog puferskog kapaciteta koje se pod djelovanjem električnog polja gibaju i zaustavljaju u mjestima pI vrijednosti formirajući uske zone i tvoreći tako kontinuirani gradijent pH koji je potreban za provođenje izoelektričnog fokusiranja. Gel za provođenje izoelektričnog fokusiranja stabilizira pH gradijent i sprječava difuziju razdvojenih vrpci proteina.

Danas je raširena upotreba komercijalno dostupnih traka s imobiliziranim pH gradijentom (IPG) koje su zamijenile klasične gelove jer su pokazale veću reproducibilnost rezultata i omogućile standardizaciju metode. Trake IPG dobivaju se kopolimerizacijom monomera akrilamida s derivatima akrilamida. Korištenje traka IPG omogućava provođenje separacije veće količine uzorka (Lopez, 2007).

3.6.3. Poliakrilamidna gel elektroforeza u denaturirajućim uvjetima

Princip razdvajanja proteina nativnom gel elektroforezom osniva se na elektroforetskoj pokretljivosti nabijenih proteina u električnom polju prema suprotno nabijenim elektrodama. Elektroforetska je pokretljivost u nativnim uvjetima proporcionalna omjeru mase i naboja proteina. Međutim, djelovanjem otopine natrijeva dodecilsulfata (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) na mješavinu proteina dolazi do denaturacije te takva poliakrilamidna gel elektroforeza omogućava separaciju proteina na osnovnu mase, a ne naboja proteina. Dodatak anionskog detergenta SDS-a u gel rezultira nastajanjem kompleksa SDS-protein (oko 1,4 g SDS/1 g proteina) čime se postiže konstantan naboj proteina i disocijacija na podjedinice. Elektroforetska pokretljivost postaje proporcionalna isključivo masi proteina pri čemu se proteini veće molekulske mase gibaju sporije kroz gel od proteina manje molekulske mase. Provodi se u vertikalnom sustavu za gel elektroforezu u poliakrilamidnom gelu. Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom akrilamida u dugačke lance poliakrilamida, a umrežavanje se postiže unakrsnim povezivanjem N,N-metilen-bis-akrilamida. Spomenute komponente gela određuju svojstva gela: gustoću, elastičnost, čvrstoću i veličinu pora. Reakciju polimerizacije započinje dodatak amonijeva persulfata čijom se redukcijom stvaraju slobodni radikali uz TEMED (engl. tetramethylethylenediamine) kao katalizator reakcije. Standardni pufer koji se koristi je diskontinuirani puferski sustav tris-klorid/tris-glicin po Laemmli-u. Za vizualizaciju proteinskih vrpci može se koristiti bojanje bojom Comassie brilliant blue, fluorescentnim bojama, bojanje srebrom te reverzna bojanja cink-imidazolom (Krsnik-Rasol i sur., 2004). 
3.7. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (engl. mass spectrometry, MS) je analitička tehnika kojom se analiziraju molekule na temelju omjera mase i naboja. Koristi se za identifikaciju i kvantifikaciju raznovrsnih smjesa molekula. Spektrometrija masa je našla primjenu u mnogim područjima znanosti poput genomike, proteomike, metabolomike, forenzike, medicine i farmaceutike. 

Spektrometar masa se sastoji od: ionizatora koji prevodi molekule u formu iona, analizatora koji sortira ione ovisno o omjera naboja i mase, detektora koji registrira ione i računala koje procesira podatke te ih prikazuje u obliku masenog spektra. Spektrometar masa može sadržavati jedan ili više analizatora masa. Ukoliko se koriste dva analizatora masa, riječ je o metodi tandemne spektrometrije masa, MS/MS analizi. 

Prvi korak u MS analizi molekula je dobivanje iona u plinovitoj fazi. Razvrstavanje dobivenih iona provodi se na temelju omjera mase i naboja. Naposljetku se prikupljeni podaci obrađuju i interpretiraju pomoću masenog spektra te se dobiveni rezultati uspoređuju s postojećim bazama podataka.

3.7.1. Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zračenjem

Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zračenjem (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) je tehnika ionizacije molekula kojoj su utemeljili znanstvenici Karas i Hillenkamp 1988. godine. MALDI je relativno blaga ionizacijska tehnika koja omogućuje ionizaciju molekula vrlo velike molekulske mase iznad 100 000 Da. Smjesa molekula, analita, koji se podvrgavaju MS analizi, ne mora biti hlapljiva, a može biti termolabilnih svojstava što je omogućilo analizu prvenstveno bioloških molekula poput proteina te sintetičkih polimera.

Analit se pomiješa s otopinom matrice, koja se sastoji od malih organskih molekula, a zatim se nanese na MALDI pločicu i osuši. Istodobno s matricom kokristalizira analit i na taj način se uklapa u kristale matrice. Pločica se unosi u spektrometar masa, a proces ionizacije odvija se u uvjetima visokog vakuuma. Na analit uklopljen u kristale matrice usmjerava se kratki laserski puls jakog intenziteta zračenja. Može se koristiti ultraljubičasto (engl. ultraviolet radiation, UV) ili infracrveno zračenje (engl. infrared radiation, IR). Odabir matrice ovisi o vrsti lasera, a karakterizira je kemijska nereaktivnost, topljivost u otopini analita te posredovanje u ionizaciji analita. Molekule matrice desorbiraju zrake te uslijed oslobađanja velike količine topline dolazi do sublimacije površinskog sloja kristala matrice i oslobađanja intaktnog analita iz matrice. Mehanizam ionizacije nije u potpunosti razjašnjen, no predložena je teorija ionizacije koja se osniva na brzom prijenosu naboja između molekula matrice i analita u plinovitoj fazi. Ionizacija molekula rezultira spontanom fragmentacijom, dobiveni fragmenti se zatim ubrzavaju prema detektoru (de Hoffmann i Stroobant, 2007).

MALDI pulsna ionizacijska tehnika najčešće generira jednostruko nabijene molekulske fragmente koji su uglavnom dobiveni protonacijom. Analitima koji se teško protoniraju, dodaje se niska koncentracija bakrovih ili srebrovih kationa da bi poprimili pozitivan naboj. Osim korištenja MALDI ionizatora, za generiranje iona plinske faze upotrebljavaju se metode ionizacija elektronima, bombardiranje brzim atomima (engl. fast atom bombardment, FAB) i ionizacija elektroraspršenjem (engl. electrospray ionization, ESI).

3.7.2. Analizator masa koji mjeri vrijeme leta

Nakon što su u ionizatoru dobiveni ioni plinske faze, u analizatoru dolazi do razdvajanja iona ovisno o omjera mase i naboja kombiniranom primjenom električnog i magnetskog polja ili svakog zasebno. Tehnike razdvajanja iona se razlikuju ovisno o vrsti korištenog analizatora.

Ioni se ubrzavaju električnim pulsom i usmjeravaju prema cijevi TOF (engl. time of flight) analizatora masa koji mjeri vrijeme leta iona kroz cijev. Let iona kroz cijev odvija se bez utjecaja električnog polja, a brzina leta ovisi o omjeru mase i naboja iona. Ioni manjeg omjera mase i naboja putuju brže od iona većeg omjera mase i naboja. Opisani princip odnosi se na linearni način snimanja TOF analizatora. Nedostatak linearnog načina snimanja TOF analizatora je nedovoljna rezolucija masa te se taj problem prevladao korištenjem TOF analizatora s reflektronom koji vraća ione natrag u cijev. Reflektron korigira raspodjelu kinetičke energije iona dobivene električnim pulsom. Tako svi ioni imaju jednaku kinetičku energiju što rezultira preciznijim podacima omjera mase i naboja analita. Kalibracija instrumenta vrši se s molekulama standardima za koje je poznat omjer mase i naboja i vrijeme potrebno za prolazak kroz cijev. TOF analizator masa prikladan je za uporabu s MALDI ionizatorom jer zahtjeva puls iona koji omogućuje MALDI tehnika (de Hoffmann i Stroobant, 2007). 

3.7.3. Identifikacija proteina 

Tehnika MALDI-TOF/TOF se u odnosu na MALDI-TOF razlikuje u dodatnom analizatoru masa koji je uvelike doprinio poboljšanju performansi. Analiza MS/MS se provodi na način da se u prvom TOF analizatoru vrši selekcija iona, zatim dolazi do cijepanja iona prekursora u kolizijskoj ćeliji koja je smještena između prvog i drugog analizatora, a nastali fragmenti se snimaju drugim TOF analizatorom (Galić i Cindrić, 2008). 

Za identifikaciju proteina najčešće se koristi tzv. metoda otiska prsta (engl. peptide mass fingerprint, PMF) koja je jedna od najbržih metoda identifikacije proteina. Temelji se na usporedbi eksperimentalno dobivenih masa peptida s teorijski izračunatim masama peptida pohranjenim u bazama podataka. Nedostatak takvog pristupa je nedostupnost podataka za identifikaciju proteina organizama čiji su proteomi slabije istraženi.

4. MATERIJAL I METODE

4.1. MATERIJAL
4.1.1. Bakterijski sojevi

U eksperimentalnom radu korišteni su bakterijski sojevi Lactobacillus brevis 3.4. (oznaka soja Lb34), izoliran iz autohtonog hrvatskog proizvoda fermentiranih maslina i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (oznaka soja LT21) . Sojevi su čuvani u 50%-tnom glicerolu na temperaturi -70 ºC kao trajne kulture i dio su zbirke Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta. 

4.1.2. Hranjive podloge i puferi za uzgoj bakterijskih stanica

Korištene hranjive podloge u radu su kompletna podloga, minimalna podloga, kompletna podloga s nalidiksinskom kiselinom kao selektivna podloga za rast bakterija Lactobacillus brevis i Simmonsov citratni agar kao selektivna podloga za rast bakterija Salmonella enterica. Navedene podloge pripremljene su prema uputama proizvođača i sterilizirane u autoklavu pri temperaturi 121 °C u trajanju od 15 minuta i tlaku od 1,01 × 105 Pa. 

· Kompletna podloga 
Kompletna podloga pogodna za uzgoj oba navedena bakterijska soja je MRS podloga (engl. Man, Rogosa and Sharpe broth, MRS). Korištena je u krutom i tekućem obliku. Kruta MRS podloga sadrži 20 g L-1 agara koji se prije sterilizacije dodaje u autoklav. Sastav podloge naveden je u tablici 1. 

Tablica 1. Sastav MRS podloge

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	Glukoza
	20 g

	Mesni ekstrakt
	10 g

	Kvaščev ekstrakt
	10 g

	Kazein hidrolizat
	10 g

	Kalijev hidrogenfosfat
	5 g

	Natrijev acetat
	2 g

	Amonijev citrat
	2 g

	MgSO4 × 7 H2O
	0.1 g

	MnSO4 × 4 H2O
	0.05 g

	Tween 80
	1 mL

	Destilirana voda
	do 1 000 mL


· Minimalna podloga

Sastav minimalne podloge pogodne za rast bakterija Lactobacillus (engl. minimal medium for Lactobacillus, MML) i Salmonella enterica naveden je u tablici 2. Nakon sterilizacije je u ohlađenu podlogu dodano 20 mL 20%-tne glukoze u 1 L podloge.

Tablica 2. Sastav MML podloge

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	Kazein hidrolizat
	10 g 

	Kalijev hidrogenfosfat
	5 g 

	Natrijev acetat
	2 g 

	Amonijev citrat
	2 g 

	MgSO4 × 7 H2O
	0,1 g

	MnSO4 × 4 H2O
	0,05 g

	Tween 80
	1 mL

	Destilirana voda
	do 1 000 mL


· Selektivna podloga za rast bakterije Lactobacillus brevis
Sastav selektivne podloge za rast bakterije Lactobacillus brevis jednak je sastavu krute MRS podloge, a nakon sterilizacije i hlađenja podloge dodan je volumen od 300 µL osnovne otopine antibiotika nalidiksinske kiseline koncentracije 100 mg mL-1 u 1 M NaOH. Konačna koncentracija nalidiksinske kiseline iznosila je 30 µL mL-1 podloge. 

· Selektivna podloga za rast bakterije Salmonella enterica
Na selektivnoj podlozi, Simmonsov citratni agar, rastu baterije Salmonella enterica jer mogu metabolizirati citrat kao jedini izvor ugljika i energije. Sastav podloge naveden je u tablici 3.

Tablica 3. Sastav selektivne podloge Simmonsov citratni agar
	SASTOJAK
	KOLIČINA

	NH4H2PO4
	1 g

	K2HPO4
	1 g

	NaCl
	5 g

	Natrij-citrat
	2 g

	Na2SO4
	0,2 g

	Agar
	15 g

	Bromtimolno modrilo
	0,08 g

	Destilirana voda
	do 1000 mL


· Fosfatni pufer
Sastav fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS) naveden je u tablici 4. Sterilizacija pufera se provodi u autoklavu pri temperaturi 121 ºC i tlaku 1,01 × 105 Pa. pH pufera se podesi na 7,2.

Tablica 4. Sastav fosfatnog pufera (PBS-a)

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	NaCl
	8 g

	KCl
	0,2 g

	Na2HPO4 × 2H2O
	1,15 g

	K2HPO4
	0,2 g

	Destilirana voda
	do 1000 mL


4.1.3. Laboratorijska oprema za uzgoj i praćenje rasta bakterijskih stanica

4.1.3.1. Pribor

· Aluminijska folija

· Automatske pipete (20, 200, 1000 μL)
· Erlenmeyerove tikvice različitih volumena

· Kivete po Eppendorfu različitih volumena

· Laboratorijske žlice

· Markeri za pisanje

· Papir za vaganje i zamatanje čepova

· Pipete volumena 10 mL

· Pipetni nastavci

· Plastične Petrijeve zdjelice

· Propipete

· Staklene boce

· Staklene čaše

· Staklene epruvete

· Staklene i plastične menzure različitih volumena

· Vata za pravljenje čepova

4.1.3.2. Aparature

· Analitička vaga model 1712 MP8, Silver edition, Sartorius, Velika Britanija
· Aparatura za termostatiranje BTE-S, Termo-medicinski aparati, Hrvatska
· Automatska tresilica X-463, New Brunswick scientific, SAD
· Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica- Železniki, Slovenija
· Laminar, Iskra, Slovenija

· Spektrofotometar Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambridge, Engleska

· Vaga, Sartorius, Velika Britanija

· Velika centrifuga 21 M/E Centrifuge, Beckman, Velika Britanija
· Vibromikser EV-202 i EV-100, Tehtnica-Železniki, Slovenija
· Zamrzivač: Ultra low temperature freezer, New Brunswick scientific, SAD

4.1.3.3. Kemikalije 

· Agar, Kemika, Hrvatska

· Amonijev citrat, Kemika, Hrvatska

· Amonijev dihidrogenfosfat (NH4H2PO4), Kemika, Hrvatska
· Bromtimolno modrilo, Kemika, Hrvatska

· Glicerol, Kemika, Hrvatska

· Kalijev dihodrogenfosfat (KH2PO4), Kemika, Hrvatska
· Kalijev klorid (KCl), Kemika, Hrvatska

· Kazein hidrozilat, Kemika, Hrvatska

· Manganov (II) sulfat tetrahidrat (MnSO4 x 4 H2O), Kemika, Hrvatska
· Magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 x 7 H2O), Kemika, Hrvatska
· Man, Rogosa i Sharpe tekuća hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija

· Man, Rogosa i Sharpe kruta hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija
· Natrijev acetat, Kemika, Hrvatska

· Natrijev citrat, Kemika, Hrvatska

· Natrijev klorid (NaCl), Kemika, Hrvatska

· Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Kemika, Hrvatska
· Tween 80, Kemika, Hrvatska

4.1.4. Puferi i otopine korišteni za proteomska istraživanja
· Određivanje koncentracije proteina po Bradfordovoj
Bradford reagens

10 mg boje Comassie brilliant blue G250 je otopljeno u 5 mL 95% etanola i 10 ml 85% fosforne kiseline. Otopina je nadopunjena destiliranom vodom u odmjernoj tikvici do 100 mL. Nakon homogenizacije je otopina profiltrirana kroz filter veličine pora 0,45 nm.
· Izoelektrično fokusiranje
Pufer za izoelektrično fokusiranje

Sastav pufera naveden je u tablici 5. Radni pufer je pripremljen miješanjem 857,2 μL navedenog pufera s 142,8 μL mješavine inhibitora proteaza i 0,05 mg indikatora bromfenol modrila.

Tablica 5. Sastav pufera za izoelektrično fokusiranje

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	Tiourea
	1,522 g

	Urea
	4,2042 g

	CHAPS
	0,4 g

	Destilirana voda
	do 10 mL


Pufer za ekvilibriranje traka imobiliziranog pH gradijenta (IPG)
Sastav pufera naveden je u tablici 6. 

Tablica 6. Sastav pufera za ekvilibriranje traka IPG

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	1,5 mM Tris-HCl pH 8,8
	10 mL

	Urea
	72,07 g

	Glicerol
	60,3 g

	SDS
	4g

	Destilirana voda
	do 200 mL


1,5 M Tris–HCl pufer pH 8,8
Pufer je pripremljen otapanjem 18,20 g Tris-a u 70 mL destilirane vode. Vrijednost pH je podešena na 8,8 s 6 M HCl te je volumen nadopunjem destiliranom vodom do 100 mL u odmjernoj tikvici.

· Poliakrilamidna gel elektroforeza u denaturirajućim uvjetima
Pufer za poliakrilamidnu gel elektroforezu u denaturirajućim uvjetima
Pripremljen je 5 × koncentrirani pufer kao što je navedeno u tablici 7. Radni pufer je pripremljen razrjeđenjem 5 × koncentriranog pufera s destiliranom vodom u omjeru 1:4.

Tablica 7. Sastav 5 × koncentriranog radnog pufera

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	Tris baza
	30,3 g

	Glicin
	144 g

	SDS
	10 g

	Destilirana voda
	do 1 L


30%-tna otopina akrilamid/bisakrilamid (29:1,v:v)

Otopina je priređena otapanjem 29,20 g akrilamida i 0,80 g bisakrilamida u 80 mL destilirane vode te je volumen nadopunjen destiliranom vodom do 100 mL.

10%-tna otopina natrijevog dodecilsulfata
Otopina je priređena otapanjem 10 g SDS-a u 80 mL destilirane vode. Vrijednost pH je podešena na 7,2 dodatkom 6 M HCl-a te je volumen nadopunjen do 100 mL.

10%-tna otopina amonijevog persulfata
Otopina je priređena otapanjem 100 mg amonijevog persulfata (APS) u 1 mL destilirane vode.

12%-tni poliakrilamidni gel

Gel je priređen miješanjem sastojaka navedenih u tablici 8 na stolnoj miješalici.

Tablica 8. Sastav 12%-tnog poliakrilamidnog gela

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	30%-tni akrilamid/bisakrilamid
	 60 mL

	Destilirana voda
	50,2 mL 

	1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
	37,5 mL

	10% SDS
	1,5 mL 

	TEMED
	75 μL

	10% APS
	750 μL


Brzo polimerizirajući gel

U alikvot od 6 mL smjese za 12%-tni poliakrilamidni gel dodano je 20 μL otopine TEMED i 50 μL 10%-tne otopine APS.

0,5%-tna otopina agaroze
Otopina agaroze je priređena prema uputama u tablici 9 te je zagrijavana do vrenja u mikrovalnoj pećnici.

Tablica 9. Sastav 0,5%-tne agaroze

	SASTOJAK
	KOLIČINA

	Agaroza
	0,5 g

	Bromfenol modrilo
	200 μg

	5 × koncentrirani radni pufer
	20 mL

	Destilirana voda
	80 mL


Comassie brilliant blue otopina za bojanje gelova

Osnovna otopina boje Comassie brilliant blue je priređena otapanjem 2 g boje Comassie brilliant blue G250, 200 g amonijevog sulfata i 47 mL 85%-tne fosforne kiseline u 2 L destilirane vode. Radna otopina za bojanje gelova je priređena miješanjem osnovne otopine s metanolom u omjeru 1:4 (v:v).

Otopina za odbojavanje gelova

Otopina je priređena miješanjem 100 mL ledene octene kiseline, 400 mL metanola i 500 mL destilirane vode. 
· Spektrometrija masa
Otopina za odbojavanje

Otopina je priređena miješanjem 100 mL ledene octene kiseline, 400 mL metanola i 500 mL destilirane vode.

50 mM NH4HCO3 pufer
Pufer je priređen otapanjem 3,95 g NH4HCO3 u 900 mL destilirane vode. pH vrijednost je podešena na 7,8 s fosfatnom kiselinom te je volumen nadopunjen do 1000 mL.
Otopina tripsina
Osnovna otopina tripsina je priređena dodatkom 50 μL destilirane vode u 50 μg liofiliziranog tripsina. Konačna koncentracija tripsina je 1 mg mL-1. Radna otopina tripsina priređena je razrjeđivanjem osnovne otopine 100 puta s 25 mM puferom NH4HCO3.

Otopina matrice α-cijano-4-hidroksi-cimetne kiseline 
Otopina je priređena otapanjem 5 mg matrice α-cijano-4-hidroksi-cimetne kiseline (CHCA) u 1 mL otopine acetonitrila (ACN) : destilirana voda (1:1, v:v).
0,1%-tna otopina trifluoroctene kiseline 
Otopina je priređena miješanjem 10 μL kiseline trifluoroctene kiseline (TFA) s 9,90 mL destilirane vode.

Otopina acetonitril : 0,1%-tna vodena otopina TFA (1:1, v:v)

Otopina je priređena miješanjem 5 mL ACN s 5 mL 0,1%-tne vodene otopine TFA.
Otopina acetonitril : 0,1%-tna vodena otopina TFA (4:1, v:v)

Otopina je priređena miješanjem 8 mL acetonitrila s 2 mL 0,1%-tne vodene otopine TFA.
4.1.5. Laboratorijska oprema potrebna za proteomska istraživanja
4.1.5.1. Pribor

· Erlenmeyerove tikvice različitih volumena

· Filter (veličina pora 0,45 nm)

· Kivete po Eppendorfu različitih volumena

· Kivete za sprektrofotometar

· MALDI pločica, Applied Biosystems, SAD

· Mikropipete 0,2–5000 μL

· Odmjerne tikvice 10-2000 mL

· Staklene bočice od 2 mL

· Pipete od 10 mL

· Pinceta

· Plastične i staklene epruvete

· Plastične i staklene čaše

· Plastične i staklene menzure

· Plastične i staklene Petrijeve zdjelice

· Propipete

· Staklene kuglice (promjer 0,10-0,11 mm), Sigma Aldrich, SAD

· Stakleni lijevak

· Staklene pipete različitih volumena

· Vertikalni sustav za izlijevanje gela TV modular electroblotting system, SCIE-PLAS, Velika Britanija

· ZipTip C4 kolone, Millipore, SAD

4.1.5.3. Aparature

· Analitička vaga model 1712 MP8, Sartorius, Velika Britanija
· Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Njemačka
· Centrifuga J2-21 M/E, Beckman, Velika Britanija
· Centrifuga Rotina 35, Hettich, Njemačka
· Kadice za elektroforezu, Life Technologies, SAD
· Laboratorijska miješalica, New Brunswick Scientific, SAD
· Laminar, Iskra, Slovenija
· 4800 plus MALDI TOF/TOF, Applied Biosystems, SAD
· pH metar, Thermo Fisher Scientific, SAD
· PROTEAN IEF cell, Bio-Rad, SAD
· PROTEAN II XI cell, Bio-Rad, SAD

· Sonifikator Ultrasonic Cell disruptor XL, Misonix Incorporated, SAD
· Spektrofotometar BioPhotometer, Eppendorf, Njemačka
· Sustav za pročišćavanje vode, Millipore, SAD
· Termomikser, Eppendorf, Njemačka

· Vakuum centrifuga Concentrator 5301, Eppendorf, Njemačka

· Versa Doc Imaging System 4000, Bio-Rad, SAD
· Vibromikser EV-202 i EV-100, Tehtnica-Železniki, Slovenija

· Zamrzivač: Ultra low temperature freezer, New Brunswick scientific, SAD
4.1.5.2. Kemikalije

· Aceton, Kemika, Hrvatska

· Acetonitril (ACN), Merck, Njemačka

· Agaroza, Sigma-Aldrich, SAD
· Akrilamid, Sigma-Aldrich, SAD
· Amonijev hidrogenkarbonat (NH4HCO3), Sigma-Aldrich, SAD
· Amonijev persulfat (APS), Sigma-Aldrich, SAD 
· Amonijev sulfat, Kemika, Hrvatska
· Bisakrilamid, Sigma-Aldrich, SAD
· n-butanol, Kemika, Hrvatska
· α-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA), Sigma-Aldrich, SAD
· 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-2-hidroksi-1-propansulfonat (CHAPS), Sigma-Aldrich, SAD
· Ditiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich, SAD
· Etanol, Kemika, Hrvatska
· Fosfatna kiselina (H3PO4), Kemika, Hrvatska

· Glicerol, Kemika, Hrvatska

· Glicin, Kemika, Hrvatska

· Inhibitori proteaza, Roche, Švicarska

· Trake IPG 17 cm, pH 3-10 NL, Bio-Rad, SAD
· Jodoacetamid (IAA), Sigma-Aldrich, SAD

· Metanol, Kemika, Hrvatska

· Mineralno ulje, Bio-Rad, SAD

· Natrijev dodecilsulfat (SDS), Sigma-Aldrich, SAD

· N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED), Fluka, Njemačka

· Tiourea, Sigma-Aldrich, SAD 

· Trifluoroctena kiselina (TFA), Merck, Njemačka

· Tripsin, Merck, Njemačka
· Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris), Sigma-Aldrich, SAD 

· Urea, Sigma-Aldrich, SAD 

4.1.5.4. Programi

· Discovery Series PDQuest, verzija 7.4.0., Bio-Rad, SAD
· 4,000 Series Explorer, verzija 3.5.3, Applied Biosystems, SAD

· Protein Pilot, verzija 4.5, AB SCIEX, SAD
4.2. METODE

4.2.1. Uzgoj bakterijskih stanica u minimalnoj podlozi
Deset dana stara kultura Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i jedan dan stara kultura Lactobacillus brevis 3.4. zasebno su nacijepljene u minimalnu podlogu (MML) u omjeru 1:100. Rast bakterijskih kultura praćen je u tresilicama na dvije temperature: 32 °C i 37 °C. Trajne kulture korištenih sojeva bakterija čuvane su u 50%-tnom sterilnom glicerolu pri temperaturi -70 ºC.

4.2.2. Praćenje konkurentnog rasta bakterija Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. u mješovitoj kulturi

Uzgojene kulture bakterijskih stanica Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4 (1 dan stare) pomiješane su u omjeru 1:100 i 1:10. Konkurentni rast stanica mješovitih kultura praćen je nekoliko dana nacjepljivanjem odgovarajućih razrjeđenja na krute MRS podloge te selektivne podloge za Lactobacillus brevis i Salmonella enterica. Prvo razrjeđenje je pripremljeno nacjepljivanjem 10 μL orginalne suspenzije u 90 μL pufera PBS. Volumen od 10 μL prvog razrjeđenja je pomiješan s 90 μL PBS-a daje drugo razrjeđenje. Serija takvih razrjeđenja, maksimalno do šestog, pripremana je na opisani način. Nakon obrade dobivenih podataka nacrtane su krivulje rasta od nultog radnog dana na dalje.

4.2.3. Uzgoj bakterijskih stanica za proteomska istraživanja
Uzgoj bakterijskih stanica u većem volumenu rađen je s namjerom da se dobije odgovarajuća količina biomase potrebna za proteomska istraživanja. 

Bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. nacijepljene su u tekuće hranjive podloge MML 1:100. Nakon 24 h inkubacije na 37 °C precijepljene su u veće volumene, inkubirane i pomiješane u omjeru 100:1. Stanice su uzgajane tijekom 5 sati na 37 °C. Kontrolni uzorci su uzgajani na 37 °C kao zasebne kulture. Paralelno je praćen rast na selektivnim i kompletnim podlogama.

4.2.4. Metode korištene za proteomska istraživanja
4.2.4.1. Izolacija proteina iz bakterijskih stanica

Suspenzije uzgojenih bakterijskih stanica centrifugirane su 5 minuta pri 7000 × g i 4 °C. Supernatant je uklonjen, a talog biomase je dva puta ispran u puferu PBS. Razbijanje bakterijskih stanica provedeno je staklenim kuglicama promjera 0,10–0,11 μm na ledu tijekom 3 min. Supernatant iznad kuglica odvojen je centrifugiranjem pri 10 000 × g i 4 °C, a potom izdvojen u epruvetu po Eppendorfu.

U stanični lizat su dodane nukleaze RNaza H i DNaza 1 konačne koncentracije 100 UmL-1 te su suspenzije inkubirane pri 37 °C tijekom 30 min da bi se degradirale nukleinske kiseline. Na jedan volumen proteinske smjese su dodana 4 volumena ledeno hladnog acetona te je nastala suspenzija inkubirana preko noći na -20 °C da bi se istaložili proteini. Istaloženi proteini su sakupljeni centrifugiranjem tijekom 20 min pri 10 000 × g i 4 °C. Potom je talog proteina resuspendiran u puferu za izoelektrično fokusiranje.
4.2.4.2. Određivanje koncentracije proteina po Bradford

Metoda po Bradford se temelji na reakciji proteina s bojom Coomassie brilliant blue G250 u kiselom mediju. Spomenuta boja se veže ionskim vezama i hidrofobnim interakcijama na pobočne grupe aminokiselinskih ostataka u proteinu te se na taj način ujedno i stabilizira. Posljedica nastajanja kompleksa protein-boja je promjene boje iz smeđe u plavu što omogućava spektrofotometrijsko mjerenje intenziteta obojenja pri valnoj duljini 595 nm. Značajke navedene metode su jednostavnost, brzina i široko područje linearnosti intenziteta obojenja i koncentracije proteina.
Uzorci su razrijeđeni s destiliranom vodom u omjeru 1:500. U volumen od 100 μL razrijeđenih uzoraka dodano je 1 mL Bradford reagensa. Uzorci su inkubirani 10 min pri sobnoj temperaturi te je pomoću spektrofotometra očitana vrijednost apsorbancije, a pomoću baždarnog pravca preračunata vrijednost koncentracije proteina. Za slijepu probu je uzimano 100 μL destilirane vode umjesto 100 μL priređenog uzorka.

4.2.4.3. 2D gel elektroforeza

Izoelektrično fokusiranje 
Pripremljeni uzorci proteina ukupne mase 700 μg su razrijeđeni puferom za izoelektrično fokusiranje do volumena 350 μL. Uzorak je centrifugiran i nanesen uzduž kadice za izoelektrično fokusiranje, a na njega je stavljena trakica s imobiliziranim pH gradijentom. Kako bi se izbjegla kontaminacija i isušivanje, trakica je prekrivena s 4 mL mineralnog ulja te je pokrenut program za aktivnu rehidrataciju pri 50 V i 20 °C tijekom 14 sati. Proces izoelektričnog fokusiranja proteina započet je nakon rehidratacije prema uvjetima u tablici 10.

Tablica 10. Uvjeti za izoelektrično fokusiranje proteina

	Korak
	Porast napona
	Ostvareni napon / V
	Trajanje / min
	Trajanje / Vh

	SO1
	BRZ
	200
	75
	/

	SO2
	BRZ
	500
	15
	/

	SO3
	SPOR
	500
	60
	/

	SO4
	BRZ
	1000
	15
	/

	SO5
	SPOR
	1000
	60
	/

	SO6
	BRZ
	7000
	240
	/

	SO7
	SPOR
	7000
	/
	90000

	SO8
	SPOR
	500
	1440
	/


Nakon provedenog postupka izoelektričnog fokusiranja trakice su ocijeđene od ulja i ekvilibrirane u 10 mL pufera sa 200 mg DTT-a te inkubirane 15 min na tresilici. Prenesene su u staklene epruvete u koje je prethodno dodano 250 mg IAA i 10 mL pufera za ekvilibraciju te ponovno inkubirane 15 min.

Poliakrilamidna gel elektroforeza u denaturirajućim uvjetima
Sustav za elektroforezu je sklopljen prema uputama proizvođača, a smjesa pripremljenog 12%-tnog poliakrilamidnog gela je izlivena između stakala. Kako bi se spriječila neželjena oksidacija, na površinu gela je nanesen 1 mL n-butanola. Nakon polimerizacije je površina gela isprana s destiliranom vodom kako bi se uklonio n-butanol te su stakla sklopljena s jedinicom za gel elektroforezu. Ekvilibrirane trakice IPG su isprane u radnom puferu za elektroforezu, utisnute na površinu gela te su pomoću otopine 0,5%-tne agaroze fiksirane za površinu gela. Elektroforeza je provedena pri slijedećim uvjetima: 15 mA gel-1 60 minuta, 20 mA gel-1 i 30 mA gel-1 do kraja gela što je trajalo 300 minuta. Po završetku elektroforeze su gelovi preneseni u kadicu za bojanje.

Za vizualizaciju razdvojenih proteina korišteno je bojanje bojom Comassie brilliant blue 250G. Bojanje je vršeno u 300 mL otopine za bojanje tijekom 16 sati nakon čega su gelovi isprani u destiliranoj vodi dok se pozadina gelova nije odbojila. 

Gelovi su snimljeni pomoću uređaja VersaDoc Imaging System, model 4000 pri vremenu ekspozicije od 30 sekundi, a kvantitativno su analizirani računalnim programom Discovery Series PDQuest verzija 7.4.0. Proteinska zatamnjenja detektirana su denzitometrijski, a preklapanjem slika gelova i denzitometrijskom analizom napravljen je razlikovni prikaz proteoma. 

4.2.4.4. Spektrometrija masa
Priprema proteinskih uzoraka za spektrometriju masa

Proteinska zatamnjenja koja su predstavljala razlikovni prikaz između gelova su izrezana pomoću pipetnog nastavka i prebačena u otopinu za odbojavanje. Izrezani komadići gela su inkubirani 4 min pri 180 W u mikrovalnoj pećnici. Nakon što je plava boja uklonjena, komadići gela su ispirani s 50 mM NH4HCO3 tijekom 5 minuta, dva puta i jednom tijekom 30 minuta. Komadići gela su zatim inkubirani tijekom 30 minuta u otopini koja je sadržavala 50 mM NH4HCO3 i ACN (1:1, v:v). Uslijedila je inkubacija komadića gela u 100 μL otopine ACN na sobnoj temperaturi pri 700 o min-1. Komadići gela su posušeni u vakuum centrifugi te su prebačeni u Eppendorf epruvetu volumena 200 μL. 
Proteini su inkubirani s tripsinom tijekom 18 sati pri 37 °C. Tripsin je proteinaza koja cijepa proteina na peptide kako bi se dobiveni peptidi kasnije mogli analizirati metodom spekrometrije masa. Nakon inkubacije peptidi u triptičkom puferu odvojeni su od komadića gela u Eppendorf epruvetu. Sadržaj epruveta stavljen je na sušenje u vakuum centrifugu. Zaostali peptidi ekstrahirani su iz gela s 10 µL ekstrakcijske otopine u sonifikacijskoj kupelji na sobnoj temperaturi pri 25 °C tijekom 30 minuta, a zatim su inkubirani na termomiješalici tijekom dodatnih 15 minuta na sobnoj temperaturi. Ekstrahirani peptidi su pripojeni posušenim peptidima iz triptičkog pufera te su osušeni u vakuum centrifugi. Osušeni uzorci su otopljeni u volumenu od 10 µL 0.1 %-tne vodene otopine TFA.

Uzorci peptida pročišćeni su od soli tehnikom ZipTip na C4 koloni. Kolone su kondicionirane u 3 stupnja: tri puta isprane s 10 µL otopine ACN : 0,1%-tna vodena otopina TFA (4:1, v:v), zatim tri puta s 10 µL otopine ACN : 0,1%-tna vodena otopina TFA (1:1, v:v) i konačno tri puta s 10 µL vodene otopine 0,1% TFA. Nakon provedenog kondicioniranja uzorci peptida su naneseni na kolonu. Vezani uzorci na koloni isprani su pet puta s 10 µL vodene otopine 0,1%- tne TFA. Eluacija peptida je provedena s 10 µL ACN : 0,1%-tna vodena otopina TFA (4:1, v:v) te su eluirani peptidi osušeni u vakuum centrifugi.

Analiza uzoraka peptida spektrometrom masa MALDI/TOF-TOF

Peptidi su resuspendirani u 5 µL matrice CHCA, a volumen od 1 µL je nanesen na MALDI pločicu. Pripremljeni peptidi su analizirani metodom spektrometrije masa, a korišteni instrument je MALDI-TOF/TOF. Analiza peptida je provedena u pozitivnom načinu rada instrumenta s parametrima prikazanim u tablici 11. Za podešavanje parametara analize korišten je računalni program 4,000 Series Explorer verzija 3.5.3. Signali peptida dobiveni autolizom samog tripsina korišteni su za internu kalibraciju instrumenta, a iz spektara MS je odabrano petnaest najintenzivnijih peptida prekursora koji su podvrgnuti ponovnoj fragmentaciji u instrumentu na temelju koje su snimljeni spektri MS/MS. 
Tablica 11. Parametri MALDI-TOF/TOF analize
	Tip analize
	MS+
	MS/MS+

	Detekcija iona
	Pozitivna
	Pozitivna

	Zrcalo
	Reflektron
	Reflektron

	Broj snimaka/spektar
	1000
	2000

	Raspon masa/Da
	1000-4000
	9-3833

	Vrijeme odziva/ns
	500
	400


Identifikacija proteina
Aminokiselinske sekvence razlikovnih proteina dobivene metodom spektrometrije masa obrađene su pomoću računalnog programa Mascot kako bi se identificirali spomenuti proteini. Baza podataka NCBInr pretraživana je prema uvjetima pretrage navedenim u tablici 12. Rezultati s vrijednošću višom od 86 smatraju se značajnima (p<0,05).

Tablica 12. Prikaz zadanih uvjeta pretrage

	Zadani uvjet
	Odabrani uvjet pretrage

	Značajna vrijednost
	<0,05

	Dopuštena pogreška cijepanja peptida tripsinom
	2

	Taksonomska podjedinica
	Bakterije

	Varijabilne modifikacije
	Fosforilacija serina, treonina i tirozina; oksidacija i/ili hidroksilacija

	Tolerancija na masu
	1,0 Da

	Tolerancija na masu fragmentnog MS/MS iona
	0,3 Da

	Naboj peptida
	+1

	Vrijednost mase
	Monoizotopna

	Instrument
	MALDI-TOF/TOF


5. REZULTATI

Rezultati uzgoja bakterijskih stanica u pojedinačnim i mješovitim kulturama grafički su prikazani kao ovisnost logaritma broja stanica po mililitru o vremenu. Grafički prikazi napravljeni su na osnovu najmanje tri eksperimenta s prikazanim intervalom vrijednosti standardnih devijacija. 

5.1. REZULTATI POJEDINAČNOG UZGOJA BAKTERIJSKIH STANICA Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 I Lactobacillus brevis 3.4. U MINIMALNOJ PODLOZI

Rast pojedinačnih kultura bakterija Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34, 1 dan stare) praćen je tijekom 10 dana u minimalnoj hranjivoj podlozi pri temperaturama 32 ºC i 37 ºC. Broj stanica određen je nacjepljivanjem stanica na kompletnu podlogu (MRS), brojanjem poraslih kolonija te preračunavanjem broja poraslih kolonija u broj stanica u mililitru bakterijske suspenzije. 
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Slika 1. Krivulja rasta bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34, 1 dan stare) u minimalnoj podlozi pri 32 ºC i 37 ºC praćena na kompletnoj podlozi (MRS) tijekom 10 dana. Vrijednosti standardnih devijacija nalaze su u intervalu od ±0,014 do ±0,657. 
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Slika 2. Krivulja rasta bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) u minimalnoj podlozi pri 32 ºC i 37 ºC praćena na kompletnoj podlozi (MRS) tijekom 10 dana. Vrijednosti standardnih devijacija nalaze su u intervalu od ±0,526 do ±4,029.

5.2. REZULTATI KONKURENTNOG RASTA Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 I Lactobacillus brevis 3.4. U MJEŠOVITOJ KULTURI
Bakterijske stanice Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. pomiješane su u omjeru 1:100. Konkurentni rast stanica Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) praćen je kroz 7 dana pri temperaturama 32 ºC i 37 ºC. Ukupni broj stanica u mješovitoj kulturi praćen je nacjepljivanjem stanica na kompletnu podlogu (MRS), brojanjem poraslih kolonija i preračunavanjem broja poraslih kolonija u broj stanica u mililitru bakterijske suspenzije. Broj stanica Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. određen je nacjepljivanjem stanica na selektivne podloge za Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4., brojanjem poraslih kolonija i preračunavanjem broja poraslih kolonija u broj stanica u mililitru bakterijske suspenzije.
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Slika 3. Grafički prikaz krivulje rasta mješovite bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34, 1 dan stare) pri 32 ºC i u omjeru 1:100 praćen na kompletnoj podlozi te selektivnim podlogama za Lactobacillus brevis i Salmonella enterica. Vrijednost standardnih devijacija nalazi se u intervalu od ±0,141 do ±1,784.


[image: image4.emf]012345678012345678Selektivna podloza za Lb34MRS kompletna podlogaSelektivna podloga za LT21

logbr. st. mL

-1

vrijeme(dani)


Slika 4. Grafički prikaz krivulje rasta mješovite bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34, 1 dan stare) pri 37 ºC i u omjeru 1:10 praćen na kompletnoj podlozi te selektivnim podlogama za Lactobacillus brevis i Salmonella enterica. Vrijednost standardnih devijacija nalazi se u intervalu od ±0,064 do ±1,724. 

5.3. REZULTATI PROTEOMSKIH ISTRAŽIVANJA

5.3.1. Rezultati denzitometrijske analize gelova dobivenih dvodimenzionalnom gel elektroforezom

Proteini su razdvojeni dvodimenzionalnom gel elektroforezom, vizualizirani bojom Comassie brilliant blue 250G. Gelovi su snimljeni pomoću uređaja VersaDoc Imaging System, model 4000 i kvantitativno analizirani korištenjem specijalnog računalnog programa Discovery Series PDQuest verzija 7.4.0. Razlikovni prikaz proteoma napravljen je preklapanjem slika gelova i denzitometrijskom analizom.
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Slika 5. Rezultati denzitometrijske analize gela dobivenog dvodimenzionalnom gel elektroforezom. Stanice Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. Lb34 (1 dan stare) pomiješane su neposredno prije izolacije i analize proteina. Razlikovni proteini prikazani su crnim strelicama i brojevima, a opis proteina se nalazi u tablici 13.
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Slika 6. Rezultati denzitometrijske analize gela dobivenog dvodimenzionalnom gel elektroforezom. Stanice Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. Lb34 (1 dan stare) rasle u mješovitoj kulturi 5 h prije izolacije i analize proteoma. Razlikovni proteini prikazani su crnim strelicama i brojevima, a opis proteina se nalazi u tablici 13.

5.3.2. Rezultati spektrometrije masa

Odabrano je 46 razlikovnih proteinskih zatamjenja koja su izrezana iz gela (slike 5 i 6, prikazani sa crnim strelicama i brojevima) te su proteinski uzorci pripremljeni za analizu analitičkom metodom spektrometrijom masa. Priprema uzoraka obuhvaćala je korake odbojavanja gela, cijepanja proteina proteazom tripsin na peptide, ekstrakciju peptida iz gela i pročišćavanja od soli. Proteini su identificirani nakon analize metodom spektrometrije masa pomoću instrumenta MALDI-TOF/TOF te pretragom baze podataka NCBInr. Proteini identificirani spektrometrom masa dodatno su provjereni na osnovu vrijednosti izoelektrične točke i mase pretraživanjem baze podataka UniProt i ProteinProspector. 

Tablica 13. Prikaz rezultata analize proteoma Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) i Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) dobivenih spektrometrijom masa

	Broj uzorka
	Pristupni broj*
	MW (Da)
	pI
	Rangiranje pogotka**
	Opis proteina
	Funkcija***
	Ekspresija****

	1
	gi|554626982
	4843379
	9,1
	293
	proteaza YfgC
	Metabolizam proteina
	-

	2
	gi|493760253
	2358332
	7,7
	239
	transkripcijski regulator CAP
	Transkripcijski faktor
	-

	3
	gi|495653838
	6370024
	4,8
	75
	Fosfoglukomutaza
	metabolizam ugljikohidrata;

glikoliza i ciklus pentoza fosfata
	-

	4
	gi|224983693
	4543767
	6
	126
	serin hidroksimetiltransferaza
	sinteza glicina
	-

	5
	gi|498114768
	1869071
	5,7
	236
	DNA zaštitni protein Dps
	zaštita DNA tijekom izgladnjivanja
	-

	6
	gi|489930418
	1016141
	5,1
	112
	protein MinE
	dioba stanice
	-

	7
	gi|487702030
	1621840
	5,4
	391
	protein toplinskog šoka
	zaštitna uloga tijekom izlaganja stresu
	-

	8
	gi|487702030
	1621840
	5,4
	451
	protein toplinskog šoka
	zaštitna uloga tijekom izlaganja stresu
	-

	9
	gi|296100607
	4321727
	5,3
	332
	elongacijski faktor Tu
	biosinteza proteina
	-

	10
	gi|565625291
	4508189
	5,4
	249
	Fosfoglukomutaza
	metabolizam ugljikohidrata;

glikoliza i ciklus pentoza fosfata
	-

	11
	gi|447211883
	3756003
	4,4
	423
	semialdehid dehidrogenaza
	biosinteza aminokiselina
	-

	12
	gi|485799247
	3654715
	4,9
	399
	DNA-usmjeravajuća RNA polimeraza,

alfa podjedinica
	biosinteza proteina
	-

	13
	gi|583272608
	2688970
	5,2
	326
	Fosforibozilaminoimidazol-sukcinat

karboksiamid sintaza
	biosinteza nukleotida
	-

	14
	gi|582978360
	14142690
	5,3
	323
	fosforibozilformilglikinamidin sintaza
	biosinteza nukleotida
	+

	15
	gi|555265667
	10481160
	6,1
	350
	2-oksoglutarat dehidrogenaza,

E1 komponenta
	citratni ciklus
	+

	16
	gi|379657318
	7869852
	6
	649
	lizin dekarboksilaza
	metabolizam aminokiselina: lizina
	+

	17
	gi|554924300
	8119155
	5,6
	743
	format acetiltransferaza
	metabolizam ugljikohidrata: glikoliza
	+

	18
	gi|487613523
	7754953
	5,2
	647
	elongacijski faktor G
	biosinteza proteina
	+

	19
	gi|555265623
	7196888
	5,8
	467
	Transketolaza
	metabolizam ugljikohidrata;

glikoliza i ciklus pentoza fosfata
	+


	20
	gi|409247894
	7031877
	6,2
	429
	glukoza-6-fosfat izomeraza
	metabolizam ugljikohidrata: ciklus pentoza fosfata
	+

	21
	gi|487589835
	4219206
	6,1
	358
	D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza i glikoneogeneza
	+

	22
	gi|495776507
	4806588
	6
	334
	citrat sintaza, tip II
	citratni ciklus
	+

	23
	gi|445966808
	4293955
	5,2
	422
	3-oksoacil-ACP sintaza
	biosinteza masnih kiselina
	+

	24
	gi|488364359
	3593142
	5,8
	428
	gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza
	+

	25
	gi|488364359
	3593142
	5,8
	283
	gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza
	+

	26
	gi|488364359
	3593142
	5,8
	390
	gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza
	+

	27
	gi|452119655
	3812418
	5,7
	361
	fruktoza-bisfosfat aldolaza
	metabolizam ugljikohidrata:

ciklus pentoza fosfata
	+

	28
	gi|340000585
	4399211
	6,4
	588
	D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza i glikoneogeneza
	+

	29
	gi|555275142
	5627521
	6,2
	564
	bifunctionalna acetaldehid-CoA/alkohol dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:

glikoliza i glikoneogeneza
	+

	30
	gi|486294690
	4318758
	6,8
	368
	fermentacija/respiracija prekidač protein
	regulator metabolizma
	+

	31
	gi|486295969
	5859616
	6,1
	522
	peptid ABC transporter, supstrat-vezujući protein
	transport peptida
	+

	32
	gi|554626622
	4000780
	7,1
	415
	bifunctionalna fosfopantotenoilcistein dekarboksilaza/fosfopantotenat sintaza
	sinteza DNA
	+

	33
	gi|487556878
	3557634
	6,4
	357
	gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
	metabolizam ugljikohidrata:
glikoliza
	+

	34
	gi|487719219
	3483911
	9,3
	553
	DNA-vezujući protein
	transkripcijski faktor
	+

	35
	gi|238893165
	2668278
	6,6
	433
	30S ribosomski protein S2
	biosinteza proteina
	+

	36
	gi|555251344
	2592445
	6,3
	309
	uridilat kinaza
	biosinteza nukleotida
	+

	37
	gi|550899640
	2051478
	7,8
	241
	ribosomski reciklirajući faktor
	biosinteza proteina
	+

	38
	gi|487556878
	3572737
	6,3
	360
	gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza A
	metabolizam ugljikohidrata:
glikoliza
	+

	39
	gi|197249528
	2632357
	5,7
	276
	piridoksin 5'-fosfat sintaza
	biosinteza vitamina B6
	+

	40
	gi|16763884
	3179436
	4,6
	609
	tioredoksin protein
	redoks reakcije
	+

	41
	gi|487568570
	2229917
	5,1
	316
	peroksidaza
	Oksidoredukcija
	+

	42
	gi|555252437
	1431842
	5,1
	154
	autonomni glicil radikal kofaktor
	zaštita od kiselinskog stresa
	+

	43
	gi|170761945
	16199870
	5,3
	99
	DNA-usmjeravajuća RNA polimeraza, podjedinica beta
	biosinteza proteina
	+

	44
	gi|487555848
	1043534
	6
	242
	Cu/Zn superoksid dismutaza
	uništavanje slobodnih radikala
	+

	45
	gi|554691091
	1309792
	5,9
	92
	aminodeoksikorizmat sintaza, podjedinica I
	biosinteza 4-amino-4-deoksikorizmata
	+

	46
	gi|447161667
	1499935
	11,2
	146
	50S ribosomski protein L15
	biosinteza proteina
	+


*Pristupni broj u NCBInr bazi podataka, izvor: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; **MASCOT rangiranje pogotka: vrijednosti više od 86 se smatraju značajnima p<0,05; ***izvor: http://www.uniprot.org/; **** (-) stanice LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) nisu rasle u mješovitoj kulturi prije analize proteoma), (+) stanice LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) su rasle 5 h u mješovitoj kulturi prije analize proteoma
6. RASPRAVA
Bakterije mliječne kiseline ujedinjuju široku grupu bakterija specifičnih morfoloških, metaboličkih i fizioloških karakteristika, a također su povezane na temelju filogenetske sličnosti. BMK su gram pozitivne, mikroaerofilne i tolerantne na niski pH i ne sporuliraju. Mnoge vrste bakterija mliječne kiseline općenito su priznate kao sigurne (engl. generally recognized as safe, GRAS) nakon čega je prepoznata mogućnost primjene bakterija mliječne kiseline u bioprocesnoj industriji. Rod Lactobacillus najzastupljeniji je unutar skupine bakterija mliječne kiseline, a razlikujemo tri tipa bakterija obligatno homofermentativne, obligatno heterofermentativne i fakultatitvno heterofermentativne. Bakterija Lactobacillus brevis 3.4. istraživana u ovom radu je obligatno heterofermentativna. Pogodan temperaturni raspon za uzgoj Lactobacillus je od 30 ºC do 40 ºC (Sigma-Aldrich, 2015). Slika 1 pokazuje krivulju rasta L. brevis 3.4. u mininalnoj podlozi pri 32 ºC i 37 ºC kroz 10 dana. Vidljivo je da Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) bolje raste pri temperaturi 32 ºC nego pri 37 ºC. Prilikom rasta pri 37 ºC dolazi do potpunog odumiranja stanica nakon šestog dana, a pri 32 ºC broj stanica u kulturi se stabilizirao pri koncentraciji oko 2 × 103 stanica po mililitru i održao do desetog dana. 

Bakterije roda Salmonella pripadaju porodici Enterobacteriaceae, a podijeljene su u dvije vrste: Salmonella bongori i Salmonella enterica (Tindall i sur., 2005). Salmonella enterica serotip Thyphimurium LT21, istraživana i u ovom radu, prilagodljiva je na nepovoljne uvjete okoliša poput nedostatka hranjivih tvari, osmotskog stresa, ekstremnih pH vrijednosti, toplinskog šoka te oksidativnog stresa (Xu i sur., 2010). Slika 2 pokazuje krivulju rasta Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 u minimalnoj podlozi pri 32 ºC i 37 ºC kroz 10 dana. Vidljivo je da Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 bolje raste na temperaturi 32 ºC nego na 37 ºC. Nakon desetog dana dolazi do potpunog odumiranja stanica pri 37 ºC, dok se pri 32 ºC broj stanica održao pri koncentraciji oko 102 stanica po mililitru.
Životni ciklus bakterija, promatran u laboratorijskim uvjetima, sastoji se od pet faza rasta: lag faza, faza eksponencijalnog rasta ili log faza, stacionarna faza, faza odumiranja i produljena stacionarna faza rasta (Finkel, 2006; Bačun-Družina i sur., 2011). Nakon odumiranja većeg dijela bakterijske šaržne kulture, određene bakterijske stanice ulaze u produljenu stacionarnu fazu rasta. Ulazak u produljenu stacionarnu fazu rasta rezultira morfološkim i fiziološkim promjena stanica te promjenama u ekspresiji gena, a značajne su i mutacije određenih gena u bakterijskom genomu. Spomenute karakteristike bakterijskih stanica povezane su s fenotipom prednosti rasta u stacionarnoj fazi (engl. growth advantage in stationary phase, GASP; Zambrano i sur., 1993). Fenomen GASP definiran je kao sposobnost stanica starije nesporogene bakterijske šaržne kulture da u uvjetima stacionarne faze rastom prevladaju stanice mlađe nesporogene bakterijske kulture. U laboratorijskim se uvjetima fenotip GASP može promatrati uzgojem mješovitih nesporogenih bakterijskih kultura različite starosti u uvjetima nedostatka izvora hranjivih tvari. Fenotip GASP originalno je dokazan u E. coli (Zambrano i sur., 1993), ali potom i u Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium, Providencia stuartii te Shigella dysenteriae (Martinez-Garcia i sur., 2003) te mješovitim kulturama E. coli K12 i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (Bačun-Družina i sur., 2007).
U ovom radu istraživan je konkurentski rast bakterije Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stara), izolirane iz hrvatskog proizvoda fermentiranih maslina, i bakterije Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stara) u minimalnoj podlozi pri temperaturama 32 ºC i 37 ºC. Slika 3 prikazuje krivulju rasta mješovite kulture LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) pomiješanih u omjeru 1:100 i uzgajanih 7 dana pri temperaturi 32 ºC iz koje je vidljivo da stanice starije kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 nemaju sposobnost prerasti stanice mlađe bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34). Slika 4 prikazuje krivulju rasta mješovite kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) pomiješanih u omjeru 1:10 i uzgajanih 7 dana pri temperaturi 37 ºC iz koje je vidljivo da su se stanice starije kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 brojčano približile stanicama mlađe kulture, no ipak ih ne uspijevaju prerasti. Nakon prvog dana dolazi do opadanja broja stanica starije kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21, a nakon drugog dana do potpunog odumiranja stanica Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 u mješovitoj kulturi. Razdoblje preživljavanja Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 prekratko je da bi iskazale fenotip GASP. U literaturi se navodi da sposobnost iskazivanja fenotipa GASP 10 dana starih stanica E. coli K12 ovisi o mogućnosti preživljavanja barem 10 dana nakon inokulacije u minimalnu podlogu (Finkel, 2006). Starija kultura Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 nije pokazala niti jedan od četiri oblika fenotipa GASP u mješovitoj kulturi s mlađom kulturom Lb34. Istraživanje konkurentskog rasta bakterije Lactobacillus brevis L62, izolirane iz kruha, s enterobakterijama E. coli i Salmonella enterica serotip Typhimurium pokazalo je pojavu umjerenog fenotipa GASP (Bačun-Družina i sur., 2008). 10 dana stare stanice enterobakterija neznatno su nadmašile 1 dana stare stanice L. brevis L62 i nastavile koegzistirati u koncentraciji od 108 st mL-1 tijekom 25 dana pri temperaturi 30 ºC, iako je početni broj enterobakterija prema L. brevis L62 bio 1:10 odnosno 1:100 (Bačun-Družina i sur., 2008). Mlada bakterijska kultura Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) rastom je nadvladala stariju kulturu Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 te se pokazala kao pogodan izbor za konzerviranje namirnica jer je u stanju prevladati rast patogene bakterije Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21. Daljnja istraživanja mogla bi se usredotočiti na pronalaženje soja Lactobacillus brevis koji bi onemogućavao konkurentski rast enterobakterija u konzerviranim proizvodima. 

Na osnovu rezultata dvodimenzionalne gel elektroforeze i provedene denzitometrijske analize (slike 5 i 6) odabrano je 46 proteinskih zatamjenja. Proteinski uzorci su pripremljeni za analizu metodom spektrometrije mase. Spektrometrom masa MALDI-TOF/TOF identificirani su razlikovni proteini, a rezultati identifikacije prikazani su u tablici 13. Uzorci 1.-13. prikazuju proteine prisutne u stanicama koje su pojedinačno rasle te pomiješane netom prije analize proteoma, uzorci 14.-46. prikazuju popis proteina koji su u stanicama Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) detektirani nakon 5 sati uzgoja u mješovitoj kulturi. Na temelju prisutnih proteina, u stanicama pomiješanih netom prije analize proteoma, vidljivo je da su u stanicama prisutni različiti proteini čija je uloga zaštita od stresa primjerice protein Dps čija je uloga zaštita od stresa tijekom izgladnjivanja, zatim proteini toplinskog šoka također kao zaštita stanice tijekom izlaganja stresu. Aktivirani su biosintetski putevi za sintezu aminokiselina (detektirani proteini semialdehid dehidrogenaza i serin hidroksimetiltransferaza), za sintezu proteina (detektiran elongacijski faktor Tu) i nukleotida (detektirana fosforibozilaminoimidazol-sukcinat karboksiamid sintaza). Analiza proteoma stanica Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 i Lactobacillus brevis 3.4. (Lb34) koje su rasle zajedno u mješovitoj kulturi pokazuje prisutnost proteina koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata glikolizi (glukoza-6-fosfat izomeraza, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza), ciklusu pentoza fosftata (transketolaza) te citratnom ciklusu (citrat sintaza, tip II). Stanice su aktivirale kataboličke procese u kojima se dobiva energija. Detektirani su proteini potrebni za odvijanje biosinteze proteina (elongacijski faktor G), masnih kiselina (3-oksoacil-ACP sintaza), vitamina B6 (piridoksin 5'-fosfat sintaza) i nukleotida (fosforibozilformilglikinamidin sintaza) te zaštita od kiselinskog stresa (autonomni glicil radikal kofaktor) i uništavanje slobodnih radikala (Cu/Zn superoksid dismutaza).
7. ZAKLJUČCI
Na temelju provedenog istraživanja i dobivenih eksperimentalnih rezultata može se zaključiti slijedeće:

1) Istraživane bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare), uzgajane u minimalnoj podlozi, pokazuju bolji rast tijekom produljene stacionarne faze pri temperaturi 32 ºC nego li pri 37 ºC.
2) Stanice bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) uzgajane u mješovitoj kulturi sa stanicama bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) u omjeru 1:100 i pri 32 ºC u minimalnoj podlozi nisu pokazale karakteristike fenotipa prednosti rasta u stacionarnoj fazi (GASP). Međutim, uočen je slabi abortivni fenotip GASP u istim mješovitim kulturama u omjeru 1:10 i pri 37 ºC.
3) Analizom proteoma stanica Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) uzgajanih u pojedinačnim kulturama pri 37 ºC u minimalnoj podlozi identificirani su proteini čija je funkcija zaštita stanica tijekom stresa i izgladnjivanja.
4) Analizom proteoma stanica Lactobacillus brevis 3.4. (1 dan stare) i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 (10 dana stare) uzgajanih u mješovitim kulturama pri 37 ºC u minimalnoj podlozi identificirani su proteini koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata (glikolizi, ciklusu pentoza fosfata i citratnom ciklusu) te proteini koji sudjeluju u biosintezi proteina, masnih kiselina, vitamina B6 i nukleotida. Takav proteinski sastav potvrđuje nastanak mutanata GASP unutar populacije bakterije Lactobacillus brevis 3.4. čiji je broj sedmog dana mjerenja otprilike 2 × 103 stanica u mL.
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10. SAŽETAK

Kompeticijski rast bakterija Lactobacillus brevis 3.4. i 
Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21
Barbara Smolkovič

SAŽETAK
Bakterije mliječne kiseline mogu se izolirati iz fermentiranog povrća, voća, mesa i mliječnih proizvoda. Unutar heterogene skupine bakterija mliječne kiseline prevladava rod Lactobacillus. 
U ovom radu istražen je konkurentski rast stanica bakterijske kulture Lactobacillus brevis 3.4., izolirane iz autohtonih hrvatskih fermentiranih maslina, i stanica bakterijske kulture Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 u minimalnoj podlozi. Dinamika rasta navedenih bakterijskih kultura proučena je u šaržnom uzgoju u pojedinačnim i mješovitim kulturama, tijekom produljene stacionarne faze rasta, na temperaturama 32 ºC i 37 ºC. Provedena istraživanja su pokazala da Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 nema fenotip prednosti rasta u stacionarnoj fazi (engl. growth advantage in stationary phase, GASP) u mješovitoj kulturi s Lactobacillus brevis 3.4. pri 32 ºC, dok je pri 37 ºC otkriven slabi abortivni fenotip GASP. 

Proteomskom analizom stanica Lactobacillus brevis 3.4. i Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 uzgajanih u pojedinačnim kulturama pri 37 ºC u minimalnoj podlozi ustanovljeni su proteini čija je funkcija zaštita stanica tijekom stresa i izgladnjivanja, dok su u mješovitim kulturama otkriveni proteini koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata te enzimi potrebni za biosintezu proteina i nukleotida. 
Ključne riječi: mješovite kulture, konkurentski rast, stacionarna faza rasta, proteomika bazirana na spektrometriji masa

11. SUMMARY

Competitive growth of bacteria Lactobacillus brevis 3.4. and 
Salmonella enterica serovar Typhimurium LT21

Barbara Smolkovič

SUMMARY
Lactic acid bacteria can be isolated from fermented vegetables, fruit, meat and dairy products. The largest genus in the lactic acid bacteria group is the genus Lactobacillus. 
In this paper is about the study of the competitive growth of the bacterial culture Lactobacillus brevis 3.4. which is isolated from native Croatian fermented olives and the bacterial culture Salmonella enterica serovar Typhimurium LT21 grown in a minimal medium. Growth dynamics of the mentioned bacterial batch cultures is studied in pure and mixed cultures at temperatures of 32 ºC and 37 ºC. Based on the research, Salmonella enterica serovar Typhimurium LT21 does not have phenotype the growth advantage in stationary phase (GASP) present in a mixed culture with Lactobacillus brevis 3.4. during the prolonged stationary phase at 32 ºC, but at 37 ºC it is discovered week abortive phenotype GASP. 
The proteom analysis of cells Lactobacillus brevis 3.4. and Salmonella enterica serovar Typhimurium LT21 grown in pure culture at 37 ºC in a minimal medium identified proteins which function is cell protection during the stress and starvation, while in mixed cultures identified proteins which participate in carbohydrate metabolism and enzymes included in nucleotide and protein biosynthesis.
Key words: mixed cultures, competitive growth, stationary growth phase, mass spectrometry-based proteomics
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L.b.3.4 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.3152704347785917	5.0280287236002437	0	0	0	L.b.3.4. MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	8.4698220159781634	4.7781512503836439	0	0	0	L.b.3.4. MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.6056641155967872	5.5481846105451078	5.4698220159781634	5.1949766032160554	L.b.3.4. MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	6.0910804693473324	0	0	0	LT21 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7132104434506292	8.3290587192642249	8.0142404391146105	8.204119982655925	8.2671717284030137	LT21 MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.6690067809585756	8.4313637641589878	0	0	0	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.4623979978989556	8.4722687519252506	7.4065401804339555	5.6989700043360187	LT21 MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.6368220975871743	5.2430380486862944	1.8239087409443187	0	L.b.3.4. MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.3152704347785917	0	0	0	L.b.3.4. MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	8.4698220159781634	4.9030899869919438	0	0	0	L.b.3.4. MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.585460729508501	5.4573771965239057	5.3617278360175931	5.4471580313422194	L.b.3.4. MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	5.1613680022349753	0	0	0	LT21 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7132104434506292	8.0543576623225928	8.2787536009528289	8.2430380486862944	7.8750612633917001	LT21 MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.6690067809585756	8.4960065988800366	0	0	0	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.3357921019231931	8.3979400086720375	6	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.9852767431792939	4.9030899869919438	1.8239087409443187	0	

grafovi

				dan

		uzorak br.1		1		3		6		8		10

		1		9.3152704348		5.0280287236		0		0		0

		2		8.469822016		4.7781512504		0		0		0

		3		8.572096768		5.6056641156		5.5481846105		5.469822016		5.1949766032

		4		6.6989700043		6.0910804693		0		0		0

		5		9.7132104435		8.3290587193		8.0142404391		8.2041199827		8.2671717284

		6		9.669006781		8.4313637642		0		0		0

		7		9.7323937598		9.4623979979		8.4722687519		7.4065401804		5.6989700043

		8		9.7403626895		7.6368220976		5.2430380487		1.8239087409		0

				dan

		uzorak br. 2		1		3		6		8		10

		1		9.3152704348		*		0		0		0

		2		8.469822016		4.903089987		0		0		0

		3		8.572096768		5.5854607295		5.4573771965		5.361727836		5.4471580313

		4		6.6989700043		5.1613680022		0		0		0

		5		9.7132104435		8.0543576623		8.278753601		8.2430380487		7.8750612634

		6		9.669006781		8.4960065989		0		0		0

		7		9.7323937598		9.3357921019		8.3979400087		6		0		**

		8		9.7403626895		7.9852767432		4.903089987		1.8239087409		0

				* (-6) do (-1) nema porasta

				** (-4) do (-1) nema porasta, ali na citratu isto nema porasta (-3) do org

				vrijednost 7.2 odskače od 7.1. i 7.3.

		uzorak/dan		1		6		8		10

		1		9.3152704348		0		0		0



Lb34 32 °C	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.6056641155967872	5.5481846105451078	5.4698220159781634	5.1949766032160554	Lb34 37 °C	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	6.0910804693473324	0	0	0	Lb34 32 °C	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.585460729508501	5.4573771965239057	5.3617278360175931	5.4471580313422194	Lb34 37 °C	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	5.1613680022349753	0	0	0	

prosječna vrijednost

				dan												dan

		uzorak br.1		1		3		6		8		10		uzorak br. 2		1		3		6		8		10

		1		9.3152704348		5.0280287236		0		0		0		1		9.3152704348		*		0		0		0

		2		8.469822016		4.7781512504		0		0		0		2		8.469822016		4.903089987		0		0		0

		3		8.572096768		5.6056641156		5.5481846105		5.469822016		5.1949766032		3		8.572096768		5.5854607295		5.4573771965		5.361727836		5.4471580313

		4		6.6989700043		6.0910804693		0		0		0		4		6.6989700043		5.1613680022		0		0		0

		5		9.7132104435		8.3290587193		8.0142404391		8.2041199827		8.2671717284		5		9.7132104435		8.0543576623		8.278753601		8.2430380487		7.8750612634

		6		9.669006781		8.4313637642		0		0		0		6		9.669006781		8.4960065989		0		0		0

		7		9.7323937598		9.4623979979		8.4722687519		7.4065401804		5.6989700043		7		9.7323937598		9.3357921019		8.3979400087		6		0

		8		9.7403626895		7.6368220976		5.2430380487		1.8239087409		0		8		9.7403626895		7.9852767432		4.903089987		1.8239087409		0

				dan

		uzorak br.		1		3		6		8		10

		Lb34 32 °C		8.572096768		5.5955624226		5.5027809035		5.415774926		5.3210673173

		Lb34 37 °C		6.6989700043		5.6262242358		0		0		0

		uzorak br.

		Lb34 37 °C

		Lb34 32 °C



Lb34 32 °C	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.5955624225526446	5.5027809035345072	5.4157749259978782	5.3210673172791374	Lb34 37 °C	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	5.6262242357911543	0	0	0	

List1






Grafikon1



LT21 32 °C 	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.3990950499110753	8.4351043802986432	6.7032700902169777	2.8494850021680094	LT21 37 °C 	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.8110494203832346	5.0730640178391191	1.8239087409443187	0	

izračun

		uzorak		br. razrjeđenja		Temperatura [°C]		MML		MRS		Nal		Citrat												log br. stanica

		1		-6		32				20.6666666667		16.3333333333						br.poraslih kolonija/mL=br.kolonija/razr*Vsusp								9.3152704348

		2		(-6) | (-4)		37				3.6666666667		1														8.5642714304

				(-5) | (-3 )						29.5		9.5						V susp		0.01						8.469822016

				-2								41

		3		-6		32		5		5		9.3333333333														8.6989700043

				-5				37.3333333333		37.3333333333		38.5														8.572096768

		4		-5		37				1		1														7

				-4						8		9														6.903089987

				-3						50		54														6.6989700043

		5		-6		32				51.6666666667				29.6666666667												9.7132104435

		6		-6		37				46.6666666667				29.6666666667												9.669006781

		7		-6		32		54		54				13.5												9.7323937598

		8		-6		37		55		55				16.3333333333												9.7403626895

		Tablica 1. : 1. radni dan ( 1-4 L.b.3.4 ; 5-8 LT21 )

																		log br. st.						log br. st

		uzorak / razrjeđenje		-3		-2				uzorak/razrjeđenje		(-3) do org.						3. dan						6. dan

		1.1		1.6666666667		10.6666666667				1.1		/				1.1.		5.2218487496		5.0280287236				1.1.		0

		1.2		(-6 )do (-1) nije ništa poraslo						1.2		/				1.2.								1.2.		0

		uzorak / razrjeđenje		-3		-2				uzorak/razrjeđenje		(-3) do org.

		2.1		1		6				2.1		/				2.1.		5		4.7781512504				2.1.		0

		2.2		0.6666666667		8				2.2		/				2.2.		4.8239087409		4.903089987				2.2.		0

		uzorak / razrjeđenje		-3		-2				uzorak/razrjeđenje		-3		-2

		3.1		2.3333333333		40.3333333333				3.1		4.5		35.3333333333		3.1.		5.3679767853		5.6056641156				3.1.		5.6532125138		5.5481846105

		3.2		8		38.5				3.2		2		28.6666666667		3.2.		5.903089987		5.5854607295				3.2.		5.3010299957		5.4573771965

		uzorak / razrjeđenje		-3		-2				uzorak/razrjeđenje		(-3) do org.

		4.1		12.3333333333						4.1		/				4.1.		6.0910804693						4.1.		0

		4.2		0.2054794521		14.5				4.2		/				4.2.		4.3127683989		5.1613680022				4.2.		0

		uzorak / razrjeđenje		-6		-5				uzorak/razrjeđenje		-6		-5

		5.1		2.3333333333		21.3333333333				5.1		2		10.3333333333		5.1.		8.3679767853		8.3290587193				5.1.		8.3010299957		8.0142404391

		5.2		2.3333333333		11.3333333333				5.2		2		19		5.2.		8.3679767853		8.0543576623				5.2.		8.3010299957		8.278753601

		uzorak / razrjeđenje		-6		-5				uzorak/razrjeđenje		od (-6) do (-2)

		6.1		6		27				6.1		/				6.1.		8.7781512504		8.4313637642				6.1.		0

		6.2		6.6666666667		31.3333333333				6.2		/				6.2.		8.8239087409		8.4960065989				6.2.		0

		uzorak / razrjeđenje		-6						uzorak/razrjeđenje		-6		-5

		7.1		29						7.1		4.6666666667		29.6666666667		7.1.		9.4623979979						7.1.		8.669006781		8.4722687519

		7.2		21.6666666667						7.2		4.6666666667		25		7.2.		9.3357921019						7.2.		8.669006781		8.3979400087

		uzorak / razrjeđenje		-6		-5		-4		uzorak/razrjeđenje		-3		-2

		8.1		1.3333333333		4.3333333333		29.3333333333		8.1		3.6666666667		17.5		8.1.		8.1249387366		7.6368220976				8.1.		5.5642714304		5.2430380487

		8.2				9.6666666667				8.2				8		8.2.				7.9852767432				8.2.				4.903089987

		Tablica 2. : 3. radni dan MRS ploče								Tablica 3. : 6. radni dan MRS ploče

																												log br. stanica

		uzorak		razrjeđenje		MRS		Nal		Cit		log br. stanica				uzorak		razrjeđenje		MRS		Nal		Cit		razrjeđenje

		1.1		org		0		0		/		0				3.1		-2		15.6666666667		14		/				5.1949766032

		1.2		org		0		0		/		0				3.2		-2		28		20		/				5.4471580313

		1.3		org		0		0		/		0				3.3		-2		22.3333333333		24		/				5.348953548

		2.1		org		0		0		 /		0				5.1		-5		18.5		/		(-5) do org nema porasta				8.2671717284

		2.2		org		0		0		 /		0				5.2		-5		7.5		/		(-5) do org nema porasta				7.8750612634

		2.3		org		0		0		 /		0						-4		46		/						7.6627578317

		3.1		-2		29.5		29		/		5.469822016				5.3		-3		6		/		(-5) do org nema porasta				5.7781512504

		3.2		-2		23		24		/		5.361727836						-2		37.6666666667		/						5.5759571888

		3.3		-2		0		0		/						7.1		-3		5		/		13.5		-1		5.6989700043

				-1		gusto		gusto		/								-2		35		/						5.5440680444

		4.1		org		0		0		/		0				7.2		(-4) do (-1) nema porasta				/		(-3) do org nema porasta

		4.2		org		0		0		/		0				7.3		-4		32.5		/		(-3) do org gusto				7.511883361

		4.3		org		0		0		/		0				Tablica 5. : 10 radni dan ; 3,5,7 preživjele

		5.1		-5		16		/		(-5) do (-2) nema porasta		8.2041199827

		5.2		-5		17.5		/		(-5) do (-2) nema porasta		8.2430380487

		5.3		-5		7		/		(-5) do (-2) nema porasta		7.84509804

		6.1		(-2) do org		0		/		0		0

		6.2		(-2) do org		0		/		0		0

		6.3		(-2) do org		0		/		0		0

		7.1		-5		4		/		od (-5) do -2) nema porasta		7.6020599913

				-4		25.5		/				7.4065401804

		7.2		-4		1.5		/		od (-5) do -2) nema porasta		6.1760912591

				-3		10		/				6

		8.1		org		0.6666666667		/		0		1.8239087409

		8.2		org		0.6666666667		/		0		1.8239087409				dan

		8.3		org		7		/		6.3333333333		2.84509804		uzorak br.1		1		3		6		8		10

		Tablica 4. : 8. radni dan ; sve 3 epruvete												1		9.3152704348		5.0280287236		0		0		0

														2		8.469822016		4.7781512504		0		0		0

														3		8.572096768		5.6056641156		5.5481846105		5.469822016		5.1949766032

														4		6.6989700043		6.0910804693		0		0		0

														5		9.7132104435		8.3290587193		8.0142404391		8.2041199827		8.2671717284

														6		9.669006781		8.4313637642		0		0		0

														7		9.7323937598		9.4623979979		8.4722687519		7.4065401804		5.6989700043

														8		9.7403626895		7.6368220976		5.2430380487		1.8239087409		0

																								dan

																						uzorak br. 2		1		3		6		8		10

																						1		9.3152704348				0		0		0

																						2		8.469822016		4.903089987		0		0		0

																						3		8.572096768		5.5854607295		5.4573771965		5.361727836		5.4471580313

																						4		6.6989700043		5.1613680022		0		0		0

																						5		9.7132104435		8.0543576623		8.278753601		8.2430380487		7.8750612634

																						6		9.669006781		8.4960065989		0		0		0

																						7		9.7323937598		9.3357921019		8.3979400087		6

																						8		9.7403626895		7.9852767432		4.903089987		1.8239087409		0



L.b.3.4 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.3152704347785917	5.0280287236002437	0	0	0	L.b.3.4. MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	8.4698220159781634	4.7781512503836439	0	0	0	L.b.3.4. MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.6056641155967872	5.5481846105451078	5.4698220159781634	5.1949766032160554	L.b.3.4. MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	6.0910804693473324	0	0	0	LT21 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7132104434506292	8.3290587192642249	8.0142404391146105	8.204119982655925	8.2671717284030137	LT21 MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.6690067809585756	8.4313637641589878	0	0	0	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.4623979978989556	8.4722687519252506	7.4065401804339555	5.6989700043360187	LT21 MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.6368220975871743	5.2430380486862944	1.8239087409443187	0	L.b.3.4. MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.3152704347785917	0	0	0	L.b.3.4. MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	8.4698220159781634	4.9030899869919438	0	0	0	L.b.3.4. MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	8.5720967679505193	5.585460729508501	5.4573771965239057	5.3617278360175931	5.4471580313422194	L.b.3.4. MML 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	6.6989700043360187	5.1613680022349753	0	0	0	LT21 MRS 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7132104434506292	8.0543576623225928	8.2787536009528289	8.2430380486862944	7.8750612633917001	LT21 MRS 37 stupnjeva	1	3	6	8	10	9.6690067809585756	8.4960065988800366	0	0	0	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.3357921019231931	8.3979400086720375	6	LT21 MML 32 stupnja	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.9852767431792939	4.9030899869919438	1.8239087409443187	0	

grafovi

				dan

		uzorak br.1		1		3		6		8		10

		1		9.3152704348		5.0280287236		0		0		0

		2		8.469822016		4.7781512504		0		0		0

		3		8.572096768		5.6056641156		5.5481846105		5.469822016		5.1949766032

		4		6.6989700043		6.0910804693		0		0		0

		5		9.7132104435		8.3290587193		8.0142404391		8.2041199827		8.2671717284

		6		9.669006781		8.4313637642		0		0		0

		7		9.7323937598		9.4623979979		8.4722687519		7.4065401804		5.6989700043

		8		9.7403626895		7.6368220976		5.2430380487		1.8239087409		0

				dan

		uzorak br. 2		1		3		6		8		10

		1		9.3152704348		*		0		0		0

		2		8.469822016		4.903089987		0		0		0

		3		8.572096768		5.5854607295		5.4573771965		5.361727836		5.4471580313

		4		6.6989700043		5.1613680022		0		0		0

		5		9.7132104435		8.0543576623		8.278753601		8.2430380487		7.8750612634

		6		9.669006781		8.4960065989		0		0		0

		7		9.7323937598		9.3357921019		8.3979400087		6		0		**

		8		9.7403626895		7.9852767432		4.903089987		1.8239087409		0

				* (-6) do (-1) nema porasta

				** (-4) do (-1) nema porasta, ali na citratu isto nema porasta (-3) do org

				vrijednost 7.2 odskače od 7.1. i 7.3.

		uzorak/dan		1		6		8		10

		1		9.3152704348		0		0		0



LT21 32 °C	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.4623979978989556	8.4722687519252506	7.4065401804339555	5.6989700043360187	LT21 37 °C	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.6368220975871743	5.2430380486862944	1.8239087409443187	0	LT21 32 °C	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.3357921019231931	8.3979400086720375	6	0	LT21 37 °C	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.9852767431792939	4.9030899869919438	1.8239087409443187	0	

pr

				dan

		uzorak br.1		1		3		6		8		10				average		1		3		6		8		10

		LT21 32 °C 		9.7323937598		9.4623979979		8.4722687519		7.4065401804		5.6989700043				LT21 32 °C 		9.7323937598		9.3990950499		8.4351043803		6.7032700902		2.8494850022

		LT21 37 °C 		9.7403626895		7.6368220976		5.2430380487		1.8239087409		0				LT21 37 °C 		9.7403626895		7.8110494204		5.0730640178		1.8239087409		0

		LT21 32 °C 		9.7323937598		9.3357921019		8.3979400087		6		0				dev		1		3		6		8		10

		LT21 37 °C 		9.7403626895		7.9852767432		4.903089987		1.8239087409		0				LT21 32 °C 		0		0.0895238876		0.0525583584		0.9945740996		4.0297803358

																LT21 37 °C 		0		0.2463946428		0.2403795797		0		0



LT21 32 °C 	1	3	6	8	10	9.7323937598229691	9.3990950499110753	8.4351043802986432	6.7032700902169777	2.8494850021680094	LT21 37 °C 	1	3	6	8	10	9.7403626894942441	7.8110494203832346	5.0730640178391191	1.8239087409443187	0	


Grafikon1



Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	8.0153673084880843	8.7892334963904748	7.4284526632172483	7.1566262788200259	6.8297649760896961	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	8.5142404391146105	8.6818582013538954	7.4001952405705076	7.1501373500756813	6.8374200911771537	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	6.8736499489966496	6.6506235172018204	0	1.5440228147639203	

Barbara

						MIX 2.

		Nal.		(-6)		1

				(-5)		2.6666666667																								logaritamske vrijednosti

				(-4)		14														br.poraslih kolonija/mL=br.kolonija/razr*Vsusp										7.1461280357

		MRS		(-6)		10.3333333333																								9.0142404391

																				Vsusp		0.01

		Cit		(-4)		1.5

				(-3)		2.5																								5.3979400087

		Tablica 1: 0. radni dan MIX 2 (32 °C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-6)		10.5		10.5																						9.0211892991		9.0211892991





		MRS		(-6)		11		4																						9.0413926852		8.6020599913





		Cit		(-4)		30		24																						7.4771212547		7.3802112417



		Tablica 2: 1. radni dan 2.1. i 2.2 (32 °C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-6)		1		0

				(-5)		9.6666666667		2.6666666667

				(-4)		43.3333333333		21.3333333333																						7.6368220976		7.3290587193

		MRS		(-6)		0		1

				(-5)		7		3

				(-4)		54.6666666667		22.3333333333																						7.7377225933		7.348953548

		Citrat		(-4)		18.3333333333		8.6666666667																						7.2632414348		6.9378520933

		Tablica 3.: 2. radni dan 2.1 i 2.2. (32 °C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-5)		0		1

				(-4)		7.3333333333		13.6666666667																						6.8653014261		7.135662602

				(-3)		48.3333333333																								6.6842467475

		MRS		(-5)		1		3

				(-4)		8.3333333333		15																						6.920818754		7.1760912591

				(-3)		53.6666666667																								6.7297046213

		Citrat		nije poraslo

		Tablica 4.: 5. radni dan 2.1. i 2.2 (32 C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-4)		8		2.5																						6.903089987		6.3979400087

				(-3)		55		36.3333333333																						6.7403626895		6.5603052432

		MRS		(-4)		5		1.6666666667																						6.6989700043		6.2218487496

				(-3)		62.3333333333		38																						6.7947203518		6.5797835966

		Citrat		(-1)		1		1.5						Uzorak 2.1 																3		3.1760912591

		Tablica 5. :7. radni dan 2.1. i 2.2. (32 C)														Nal		MRS		Citrat

														dan

														0		7.1461280357		9.0142404391		5.3979400087

														1		9.0211892991		9.0413926852		7.4771212547

														2		7.6368220976		7.7377225933		7.2632414348

														5		6.8653014261		6.920818754		0

														7		6.740363		6.7947203518		3

														Uzorak 2.2

																Nal		MRS		Citrat

														dan

														0		7.1461280357		9.0142404391		5.3979400087

														1		9.0211892991		8.6020599913		7.3802112417

														2		7.3290587193		7.348953548		6.9378520933

														5		7.135662602		7.1760912591		0

														7		6.579784		6.5797835966		3.1760912591



Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	7.1461280356782382	9.0211892990699383	7.6368220975871743	6.865301426102544	6.7403630000000003	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	9.0142404391146105	9.0413926851582254	7.7377225933280354	6.9208187539523749	6.7947203518168369	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	7.4771212547196626	7.2632414347745815	0	3	



Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	7.1461280356782382	9.0211892990699383	7.3290587192642249	7.1356626020000729	6.5797840000000001	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	9.0142404391146105	8.6020599913279625	7.3489535479811643	7.1760912590556813	6.5797835966168101	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	7.3802112417116064	6.9378520932511556	0	3.1760912590556813	

Lidija

						MIX 2.																		logaritamske vrijednosti

		Nal.		(-6)		7.6666666667								br.poraslih kolonija/mL=br.kolonija/razr*Vsusp										8.8846065813

				(-5)

				(-4)										Vsusp		0.01

		MRS		(-6)		10.3333333333																		8.0142404391

				(-5)

		Cit		(-4)		1.5																		6.1760912591

				(-3)		2.5																		5.3979400087

		Tablica 1: 0 radni dan MIX 2 (32 °C)



						2.1.		2.2.

		Nal.		(-6)		5		7.6666666667

				(-5)		35.6666666667		36.5																8.552262523		8.5622928645

		MRS		(-6)		4.6666666667		7.3333333333

				(-5)		35		34.6666666667																8.5440680444		8.5399120846



		Cit		(-4)		21.33		20.3333333333																6.3290587193		6.3082085803





		Tablica 2: 1. radni dan 2.1. i 2.2 (32 °C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-5)		2.3333333333		3.5																7.3679767853		7.5440680444

				(-4)		24.3333333333		23																7.3862016054		7.361727836

		MRS		(-5)		2.3333333333		1.6666666667																7.3679767853		7.2218487496

				(-4)		20		16.3333333333																7.3010299957		7.2130748253

		Cit		(-4)		3		2.5																6.4771212547		6.3979400087

				(-3)		24		10.5																6.3802112417		6.0211892991

		Tablica 3. :2. radni dan 2.1 i 2.2. (32 C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-4)		25.3333333333		16.6666666667																7.4036923376		7.2218487496



		MRS		(-4)		23.3333333333		13.6666666667																7.3679767853		7.135662602



		Cit		nije narastao

		Tablica 4: 5. radn dan 2.1 i 2.2. (32 °C)

						2.1.		2.2.

		Nal.		(-4)		10.5		9.5																7.0211892991		6.9777236053

		MRS		(-4)		11.3333333333		8.3333333333																7.0543576623		6.920818754

		Cit		nije narastao

		Tablica 5: 7. radni dan (37 °C)

		Uzorak 2.1 

				Nal		MRS		Citrat

		dan

		0		8.8846065813		8.0142404391		5.3979400087

		1		8.552262523		8.5440680444		6.3290587193

		2		7.386202		7.3010299957		6.3802112417

		5		7.4036923376		7.3679767853		0

		7		7.0211892991		7.0543576623		0

		Uzorak 2.2

				Nal		MRS		Citrat

		dan

		0		8.8846065813		8.0142404391		5.3979400087

		1		8.5622928645		8.5399120846		6.3082085803

		2		7.361727836		7.2130748253		6.0211892991

		5		7.2218487496		7.135662602		0

		7		6.9777236053		6.920818754		0



Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	8.8846065812979305	8.5522625229655471	7.3862019999999999	7.4036923375611288	7.0211892990699383	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	8.0142404391146105	8.5440680443502757	7.3010299956639813	7.3679767852945943	7.0543576623225928	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	6.3290587192642249	6.3802112417116064	0	0	vrijeme(dani) 

log br.st. mL-1

Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	8.8846065812979305	8.5622928644564738	7.3617278360175931	7.2218487496163561	6.9777236052888476	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	8.0142404391146105	8.5399120845791181	7.2130748253088512	7.1356626020000729	6.9208187539523749	Seletivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	6.3082085802911045	6.0211892990699383	0	0	

prosječna vrijednost i dev

		Uzorak 2.1 										Uzorak 2.2

				Nal		MRS		Citrat						Nal		MRS		Citrat				prosječna vrijednost

		dan										dan										dan		nal		mrs		citrat

		0		7.1461280357		9.0142404391		5.3979400087				0		7.1461280357		9.0142404391		5.3979400087				0		8.0153673085		8.5142404391		5.3979400087

		1		9.0211892991		9.0413926852		7.4771212547				1		9.0211892991		8.6020599913		7.3802112417				1		8.7892334964		8.6818582014		6.873649949

		2		7.6368220976		7.7377225933		7.2632414348				2		7.3290587193		7.348953548		6.9378520933				2		7.4284526632		7.4001952406		6.6506235172

		5		6.8653014261		6.920818754		0				5		7.135662602		7.1760912591		0				5		7.1566262788		7.1501373501		0

		7		6.740363		6.7947203518		3				7		6.579784		6.5797835966		3.1760912591				7		6.8297649761		6.8374200912		1.5440228148

		Uzorak 2.1 										Uzorak 2.2

				Nal		MRS		Citrat						Nal		MRS		Citrat				devijacija

		dan										dan										dan		nal		mrs		citrat

		0		8.8846065813		8.0142404391		5.3979400087				0		8.8846065813		8.0142404391		5.3979400087				0		1.0037110563		0.5773502692		0

		1		8.552262523		8.5440680444		6.3290587193				1		8.5622928645		8.5399120846		6.3082085803				1		0.2678707907		0.2413625398		0.6421540597

		2		7.386202		7.3010299957		6.3802112417				2		7.361727836		7.2130748253		6.0211892991				2		0.1408714525		0.2319469914		0.5559110245

		5		7.4036923376		7.3679767853		0				5		7.2218487496		7.135662602		0				5		0.224057473		0.1834158861		0

		7		7.0211892991		7.0543576623		0				7		6.9777236053		6.920818754		0				7		0.2073790645		0.201839109		1.7843327302



Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	8.0153673084880843	8.7892334963904748	7.4284526632172483	7.1566262788200259	6.8297649760896961	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	8.5142404391146105	8.6818582013538954	7.4001952405705076	7.1501373500756813	6.8374200911771537	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	5.3979400086720375	6.8736499489966496	6.6506235172018204	0	1.5440228147639203	


Grafikon2



Selektivna podloza za Lb34	0	1	2	5	7	7.1461280356782391	6.6278312752386093	5.4977178512003722	3.3225274180856781	2.9483777514482146	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	7.3679767852945943	6.5482132698611935	5.1538559882214861	2.5243981915086495	2.1412519476000504	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	6.5641924606261979	6.2557261754740354	0	0	0	

Rezultati Magd. i gđa. Lidija

		REZULTATI MAGDALENA ŠIKIĆ ZA UZORAK 1.1 i 1.2 (37°C)



		Uzorak 1.1 

				Nal		MRS		Citrat

		dan		log vrijednosti br.st./mL

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606

		1		6.1613680022		6.511883361		6.511883361

		2		5.3802112417		4.8750612634		0

		5		3.0141003215		3		0

		7		2.5224442335		2.4259687323		0





		Uzorak 1.2

				Nal		MRS		Citrat

		dan		log vrijednosti br.st./mL

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606

		1		6.2174839442		6.4771212547		6.648360011

		2		5.531478917		4.4771212547		0

		5		3.2937381178		3.2129861847		0

		7		2.6020599913		2.1249387366		0

		¸REZULTATI GĐA. LIDIJA UZORAK 1.1 i 1.2 (37°C)



		Uzorak 1.1 

				Nal		MRS		Citrat

		dan		log br.st./mL

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606

		1		7.0413926852		6.591064607		6.4366925977

		2		5.4771212547		5.5642714304		0

		5		3.903089987		3.8846065813		0

		7		4.0669467896		4.0141003215		0



		Uzorak 1.2

				Nal		MRS		Citrat

		dan		log brs.st./mL

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606

		1		7.0910804693		6.6127838567		5.4259687323

		2		5.6020599913		5.6989700043		0

		5		3.079181246		0		0

		7		2.6020599913		0		0



uzorak 1.2.

uzorak 1.1.



Prosječna vrijednosti paralela

		Uzorak 1.1 										Uzorak 1.2

				Nal		MRS		Citrat						Nal		MRS		Citrat

		dan		log vrijednosti br.st./mL								dan		log vrijednosti br.st./mL										Prosječna vrijednost 4 paralele										devijacije

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606				0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606						dan		Nal		MRS		Citrat						Nal		MRS		Citrat

		1		6.1613680022		6.511883361		6.511883361				1		6.2174839442		6.4771212547		6.648360011						0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606				0		0		0		0

		2		5.3802112417		4.8750612634		0				2		5.531478917		4.4771212547		0						1		6.6278312752		6.5482132699		6.2557261755				1		0.5071507904		0.0642379293		0.5600666904

		5		3.0141003215		3		0				5		3.2937381178		3.2129861847		0						2		5.4977178512		5.1538559882		0				2		0.0935576735		0.5777215373		0

		7		2.5224442335		2.4259687323		0				7		2.6020599913		2.1249387366		0						5		3.3225274181		2.5243981915		0				5		0.4050622806		1.7246355748		0

		Magdalena																						7		2.9483777514		2.1412519476		0				7		0.7466565558		1.6506413605		0

		Uzorak 1.1 										Uzorak 1.2												Prosječna vrijednost 2 paralele										devijacije		nal 1.1.		nal 1.2.		nal ukupno

				Nal		MRS		Citrat						Nal		MRS		Citrat																0

		dan		log br.st./mL								dan		log brs.st./mL										dan		Selektivna podloga za Lb34		MRS kompletna podloga		Selektivna podloga za LT21				1		0.0396799631		0.0351345691

		0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606				0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606						0		7.1461280357		7.3679767853		6.5641924606				2

		1		7.0413926852		6.591064607		6.4366925977				1		7.0910804693		6.6127838567		5.4259687323						1		6.1894259732		6.4945023078		6.580121686				5

		2		5.4771212547		5.5642714304		0				2		5.6020599913		5.6989700043		0						2		5.4558450794		4.6760912591		0				7

		5		3.903089987		3.8846065813		0				5		3.079181246		0		0						5		3.1539192197		3.1064930924		0

		7		4.0669467896		4.0141003215		0				7		2.6020599913		0		0						7		2.5622521124		2.2754537344		0

		Lidija



Selektivna podloza za Lb34	0	1	2	5	7	7.1461280356782391	6.6278312752386093	5.4977178512003722	3.3225274180856781	2.9483777514482146	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	7.3679767852945943	6.5482132698611935	5.1538559882214861	2.5243981915086495	2.1412519476000504	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	6.5641924606261979	6.2557261754740354	0	0	0	Selektivna podloga za Lb34	0	1	2	5	7	7.1461280356782391	6.1894259732244397	5.4558450793769309	3.1539192196515722	2.5622521124171413	MRS kompletna podloga	0	1	2	5	7	7.3679767852945943	6.4945023078492685	4.6760912590556813	3.1064930923683338	2.2754537344402905	Selektivna podloga za LT21	0	1	2	5	7	6.5641924606261979	6.5801216859799032	0	0	0	

List3
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K Graf 2. Uzorak 1.2. (log broja kolonija/mL u danima)
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