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1. UvOD

Suhe fermentirane kobasice od divljac¢i proizvode se u Hrvatskoj od mjesavine mesa domacih
i divljih zivotinja, i to najéeS¢e 0od mesa domace svinje (Sus scrofa domestica) i mesa divlje
svinje (Sus scrofa) ili jelena (Cervus elaphus). Kobasice se proizvode na mnogim malim
obiteljskim gospodarstvima po tradicionalnim recepturama, bez dodatka starter kultura i
aditiva, te su prepoznatljive zbog svojih specificnih senzornih karakteristika. Posljednjih
godina raste interes potro$aca prema mesu i mesnim preradevinama od divljaci zbog njihovog
specifinog, jakog okusa, male koli¢ine masti, velike koli¢ine proteina te dobrog omjera
izmedu nezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina. Takoder, danas je i evidentan trend povecane
potraznje za hranom koja nosi oznaku autenti¢no ili tradicionalno ¢ime ovakvi proizvodi jo$
viSe dobivaju na vaznosti. Medutim, proizvodnja spontano fermentiranih kobasica od divljaci
je Cesto nestandardizirana, Krajnji proizvod je ¢esto neujednacene kvalitete te mikrobioloski
upitan (Trichopoulou i sur., 2007; Markov i sur., 2013). Pove¢an mikrobioloski rizik narocito
je vezan uz nacin odstrjela divlja¢i i obrade mesa, zbog ¢ega patogena mikrobota moze lako

kontaminirati sirovinu i dospjeti u kobasice.

Jedan od moguéih nacina standardizacije proizvodnje spontano fermentiranih kobasica od
divljaci i kontrole nezeljene mikorobiote je upotreba starter kultura, ¢ija je primjena imperativ
u mesnoj industriji. Kao starteri najée$ce se upotrebljavaju bakterije mlijecne kiseline (BMK)
koje imaju odluc¢ujuéu ulogu u fermentaciji te imaju dugu i sigurnu povijest upotrebe i
aplikacije u fermentiranim proizvodima (Caplice i Fitzgerald, 1999; Ray, 1992; Wood, 1997
Wood i Holzapfel, 1995). BMK osiguravaju ne samo mikrobiolo§ku kakvocu i stabilnost
kona¢nog proizvoda, ve¢ svojim metabolizmom cesto pozitivho utje€u na organolepticka
svojstva krajnjeg proizvoda (Cenci — Goga i sur., 2012; Frece i sur., 2014). Njihov u¢inak na
razvoj pozeljne teksture proizvoda moze se objasniti sposobnosc¢u sinteze egzopolisaharida, a
arome sintezom aromatskih spojeva (npr. alkoholi, ketoni, aldehidi) i metabolizmom citrata,
aminokiselina i masti (Smit i sur., 2005). Poznato je da odredeni sojevi BMK sintetiziraju
tvari s antimikrobnim djelovanjem, medu kojima se isti¢u organske kiseline i bakteriocini. U
razli¢itim istrazivanjima istaknuta je uloga laktobacila kao dominantanog roda BMK-a
tijekom fermentacije i zrenja kobasica, a najces$ée izolirane vrste su Lactobacillus sakei,

Lactobacillus plantarum i Lactobacillus curvatus (Andrighetto i sur., 2001; Fontana i sur.,



2005; Rantsiou i sur., 2005; Kozacinski i sur., 2008; Lebert i sur., 2007). Primjerice
Papamanoli i sur. (2003) u svom istrazivanju navode kako je 90 % izolata BMK prikupljenih
iz gr¢kih suhih kobasica identificirano kao vrste roda Lactobacillus. Iako na trZiStu postoje
komercijalno dostupni starteri, danas se sve viSe istrazuju razli¢iti mikrobni ekosustavi,
naro¢ito tradicijske namirnice, kao izvori novih, korisnih mikroorganizama koji nakon
detaljne karakterizacije i selekcije mogu biti aplicirani kao starter kulture. Upravo su kobasice
od mesa divljaci potencijalno vrijedan izvor korisnih mikroorganizama, od kojih vrste roda
Lactobacillus predstavljaju naroCito vrijednu mikrobiotu koju bi trebalo genotipski i
fenotipski detaljno istraziti kako bi se utvrdio njihov tehnoloski 1 sigurnosni potencijal te

mogucnost aplikacije kao starter i/ili bioprotektivnih kultura.



1.1. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je najve¢i i najraznovrsniji rod BMK u koji je trenutno uklju¢eno preko
150 vrsta (http://www.bacterio.cict.fr) koje pripadaju koljenu Firmicutes, red Lactobacillales

unutar porodice Lactobacillaceae. Bakterije roda Lactobacillus su gram-pozitivne,
nesporuliraju¢e bakterije koje se pojavljuju u obliku bacila ili kokobacila. Katalaza su
negativni, iako neki laktobacili u odredenim uvjetima mogu pokazati pseudokatalaznu
aktivnost (Cai i sur., 2012). Bakterije roda Lactobacillus su Siroko rasprostranjene u prirodi,
mogu se naci u hrani kao Sto su mlijecni proizvodi, fermentirano meso, voce, povrce,
bezalkoholna pica, ali i u respiratornom, gastrointestinalnom i genitalnom sustavu ljudi i
zivotinja. Laktobacili pokazuju izuzetnu otpornost na kiseli medij te Cesto sudjeluju u
spontanim prirodnim fermentacijama (silaza, povrée) Sto ih razlikuje od ostalih rodova. Ove
bakterije mogu rasti unutar temperaturnog raspona od 2 - 53 °C i pH vrijednosti u rasponu od
3 - 8, dok im je za rast optimalna temperatura 30 - 40 °C, a pH vrijednost 5,5 - 6,2 (Hammes i
Hertel, 2009).

Ovisno o tipu fermentacije kojeg mogu provoditi, laktobacili se svrstavaju u 3 osnovne
skupine. U prvu skupinu pripadaju obligatorni homofermentativi od kojih se najéesc¢e koriste
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb.
acidophilus u proizvodnji fermentiranih mlijeka, a za Lb. acidophilus utvrdeno je probioti¢ko
djelovanje. Bakterije iz ove skupine rastu na visim temperaturama (> 45 °C) s obzirom na
ostale dvije skupine te su najtolerantnije na kiseli medij. Za pocetni rast zahtijevaju pH u
rasponu 5,5 1 6,2, a nakon fermentacije snizavaju pH < 4 (Bergey, 1974).

Drugu skupinu ¢ine fakultativno heterofermentativni laktobacili od kojih su najvaznije
komercijalne vrste Lb. casei, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. rhamnosus i Lb. plantarum
(Samarzija, 2015). Lb. sakei takoder pripada ovoj skupini i prirodno je prisutan u mesu
(Berthier i sur., 1996). Obligatni heterofermentativi Cine tre¢u skupinu laktobacila od kojih je
najzastupljeniji Lb. reuteri (Samarzija, 2015; Collinsisur i sur., 1991; Vandamme i sur.,
1996).


http://www.bacterio.cict.fr/

1.1.1. Mogucnosti upotrabe Lactobacillus sakei u proizvodnji hrane

Lactobacillus sakei je prvi put opisan u sake', fermentiranom alkoholnom pi¢u dobivenom iz
rize (Katagiri i sur., 1934), prema kojem je vrsta dobila ime. Podijeljena je na dvije podvrste:
Lb. sakei i Lb. carnosus (Berthier i Ehrlich, 1999; Torriani i sur., 1996). Lb. sakei je bakterija
mlijecne kiseline znacajna u prehrambenoj industriji. Zbog dobrih tehnoloskih karakteristika,
Cesto se upotrebljava kao starter kultura u mesnoj industriji za proizvodnju kobasica (Chaillou
i sur., 2005; Hammes i Hertel, 1998) i to naj¢e$¢e kao mjesavina s drugim kulturama poput
stafilokoka, pediokoka (Demeyer i Toldra, 2004), mikorokoka ili kvasaca (Makeld i sur.,
1992). Lb. sakei prezivljava u tezim uvjetima koji prevladavaju tijekom fermentacije, kao $to
su visoke koncentracije soli, nizak aktivitet vode i pH vrijednost kao i niske temperature zbog
Cega je jedna od najvaznijih psihrofilnih vrsta BMK (Schmidt i sur., 1999). Svojom
metabolickom aktivno$¢u moze djelovati inhibitorno na bakterije kvarenja kao i patogene
bakterije, odnosno imati bioprotektivnu ulogu (Bredholt i sur., 2001; Champomier-Verges i
sur., 2002; Hammes i Hertel, 1998; Vermeiren i sur., 2004). Ovakvo djelovanje je uglavnom
rezultat proizvodnje mlije¢ne kiseline pri ¢emu se snizava pH vrijednost i inhibira nezeljena
mikrobiota, iako moze biti rezultat djelovanja antagonistickih molekula bakteriocina
(Axelsson i sur., 1993; Mortvedt i sur., 1991; Riley i Wertz, 2002). Mnogi sojevi Lb. sakeli
proizvode bakteriocine sakacin A ili P koji posjeduju snaznu aktivnost protiv Listeria
monocytogenes (Schillinger i Lucke, 1989; Tichaczek i sur., 1994), patogene bakterije
povezane s hranom. Osim antagonistickog djelovanja na L. monocytogenes, poznato je da
bakteriocini mogu djelovati inhibitorno na rast drugih patogenih bakterija povezanih s hranom
kao sto su Clostridium botulinum i Staphylococcus aureus (Nettles i Barefoot, 1993).

1.2. Zdravstveni rizici upotrebe sojeva Lactobacillus sakei u proizvodnji
hrane

Vec¢ina BMK koje se koriste u proizvodnji hrane su generalno prepoznate kao sigurne,
odnosno, imaju GRAS (engl. generally recognized as safe) status. Medutim, poznato je da
BMK mogu biti rezistentne na neke od klinicki znacajnih antibiotika. Uporaba antibiotika
tijekom poljoprivredne proizvodnje je povezana s razvojem rezistentnih bakterija, a hrana je
jedan od mogucéih transfernih puteva takvih bakterija u gastrointestinalni (GI) trakt (Carattoli,
2008; Mayrhofer i sur., 2006; Van Boxstael i sur., 2012). U GI traktu, BMK mogu

horizontalnim transferom prenijeti gene koji kodiraju za antibioti€¢ku rezistenciju na ostale



prisutne bakterije, ukljuujuc¢i patogene. Geni koji kodiraju za rezistenciju na tetraciklin,
eritromicin i vankomicin su opisani i karakterizirani kod Lactococcus lactis, enterokoka te

laktobacila izoliranih iz fermentiranih mesnih i mlije¢nih proizvoda (Mathur i Singh, 2005).

Jedan od potencijalnih zdravstvenih rizika je i sposobnost sojeva BMK da u odredenim
uvjetima produciraju biogene amine (BA). BA su organske baze, male molekularne mase sa
alifatskom (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatskom (tiramin, 2-feniletilamin) i
heterociklicnom (histamin, triptamin) strukturom. Mogu se naci u razli¢itim tipovima hrane, u
kojima su uglavnom proizvedeni dekarboksilacijom aminokiselina (Silla Santos, 1996) ili
aminacijom i transaminacijom aldehida i ketona (Ascar i Treptow, 1986). Aktivni biogeni
amini imaju fizioloski utjecaj na ljudski organizam, a djeluju na kardiovaskularni i Ziv¢ani
sustav. Na kardiovaskulani sustav mogu djelovati poveéanjem (polietilamin i tiramin) ili
snizenjem krvnog tlaka (histamin). Na zivcani sustav djeluju ometaju¢i rad neurotransmitera
(Halasz i sur., 1994). Za akumulaciju BA u hrani potrebni su prekursori (npr. aminokiseline),
prisutnost mikroorganizama sa dekarboksilaznim djelovanjem te dobri uvjeti za njihov rast i

dekarboksilaznu aktivnost (ten Brink i sur., 1990).

Suhe fermentirane kobasice predstavljaju pogodnu sredinu za tvorbu i akumulaciju biogenih
amina. Visoka razina proteina prisutna u tim proizvodima kao i proteoliticka aktivnost
tijekom zrenja osiguravaju nastanak prekursora (aminokiselina) za dekarboksilaznu aktivnost
bakterija. Visoka koncentracija biogenih amina je povezana s rastom mikrobnih zajednica i
ovisi o svjezini mesa (Hernandez-Jover i sur., 1997). Dodavanje starter kultura moze dovesti
do smanjenog nakupljanja BA u kobasicama, pri ¢emu je nuzno starteri sami ne tvore BA i da
imaju kompetitivhu sposobnost suzbijanja rasta spontane mikrobiote koja producira amine
(Hammes i Hertel, 1996).



2. HIPOTEZA | OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza

Pretpostavka ovog istrazivanja je da spontano fermentirane kobasice od mesa divljaci
predstavljaju izvor korisnih bakterija od kojih pojedini sojevi roda Lactobacillus imaju dobar
tehnoloski potencijal te mogu biti sigurni za aplikaciju kao mikrobne kulture u proizvodnji

tradicionalnih ili industrijskih kobasica od mesa divljaci.

2.2. Opdii specificni ciljevi rada

Cilj ovog istrazivanja je detaljno karakterizirati i selektirati sojeve Lb. sakei koji bi mogli biti
aplicirani kao strater i/ili bioprotektivne kulture u proizvodnji suhih fermentiranih kobasica od
mesa divlja¢i. Kako bi se ostvario Zeljeni cilj potrebno je istraziti sojeve Lb. sakei, prethodno
izolirane iz tradicionalno proizvedenih kobasica od divlja¢i, s obzirom na sposobnost
acidifikacije, proteolize, lipolize i antimikrobne aktivnosti te odrediti njihovu osjetljivost
prema klini¢ki znacajnim antibioticima, hemoliticki potencijal kao i prisustvo gena koji

kodiraju za produkciju biogenih amina.

Specificni ciljevi rada su:

1. Genotipizacija 190 izolata Lb. sakei rep-PCR metodom i odabir reprezentativnih
predstavnika za daljnju tehnolosku i sigurnosnu karakterizaciju

2. Odredivanje lipoliticke, proteoliticke, hemoliticke i acidifikacijske aktivnosti sojeva
Lb. sakei

3. Odredivanje osjetljivosti sojeva Lb. sakei prema klinicki znacajnim antibioticima

4. PCR detekcija gena koji kodiraju za biogene amine

5. lspitivanje antimikrobne aktivnosti sojeva Lb. sakei prema naj¢es¢im patogenima u

hrani



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Priprema koristenih otopina

3.1.1. FizioloSka otopina

FizioloSka otopina je pripremljena otapanjem 8,5 g natrijevog klorida u 1 L destilirane vode,

nakon ¢ega je sterilizirana u autoklavu na 121 °C kroz 15 minuta.

3.1.2. McFarland standard (1)

McFarland standard 1 je pripremljen mijeSanjem 0,1 mL 1 % barijevog kolorida i 9,9 mL 1 %

sumporne kiseline. Kratko je vorteksiran, a zamuéenje odgovara 3 x 10 CFU/mL.

3.1.3. McFarland standard (0,5)

McFarland standard 0,5 je pripremljen mijesanjem 0,05 mL 1 % barijevog kolorida i 9,95 mL

1 % sumporne kiseline. Kratko je vorteksiran, a zamuéenje odgovara 1,5 x 108 CFU/mL.

3.1.4. Briliant Blue R boja (0,05 %)

0,05 % Briliant Blue R boja je pripremljena otapanjem 0,5 g Briliant Blue R u metanolu,
octenoj kiselini i destiliranoj vodi u omjeru 50:10:40.

3.1.5. Fosfatni pufer (20mM)

20 mM fosfatni pufer je pripremljen otapanjem 27,6 g natrijeva dihidrogenfosfat hidrata i
35,61 g natrijeva hidrogenfosfat dihidrata u destiliranoj vodi. Namjestena je pH vrijednost na
7,4 te je dodana destilirana voda do ukupnog volumenaod 1 L.



3.2. Priprema hranjivih podloga

3.2.1. MRS tekuca hranjiva podloga

MRS tekuéa hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 55,2 g MRS podloge (Biolife,
Italija) u 1000 mL hladne destilirane vode. Sterilizirana je autoklaviranjem na 121 °C kroz 15

minuta.

3.2.2. MRS kruta hranjiva podloga

MRS kruta hranjiva podloga je pripremljena suspendiranjem 55,2 g MRS podloge (Biolife,
Italija) i 15 g agara (Biolife, Italija) u 1000 mL hladne destilirane vode. Sterilizirana je

autoklaviranjem na 121 °C kroz 15 minuta.

3.2.3. LSM hranjiva podloga

LSM hranjiva podloga je pripremljena mijeSanjem 10 % MRS tekuceg medija i 90 % IST
medija, a zatim je dodano 7 g agara. 90 % IST medij pripremljen je dodatkom 28,26 g ISO-
SENSITEST agara (Oxoid, Engleska) u 900 mL destilirane vode. 10 % MRS tekuc¢i medij je
pripremljen odvagom 5,52 g MRS podloge (Biolife, Italija) na koju je dodano 100 mL
destilirane vode. Komponente su otopljene, pH je namjesten na 6,7 — 6,8 uz pomoc
klorovodi¢ne kiseline. LSM hranjiva podloga je sterilizirana autoklaviranjem na 121 °C kroz

15 minuta i nakon toga je jo$ jednom ispitana pH vrijednost.

3.2.4. Tributirin agar hranjiva podloga

Tributirin agar hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 23 g podloge u 990 mL destilirane
vode. Sterilizirana je autoklaviranjem na 121 °C kroz 15 minuta nakon ¢ega je ohladena na
80 °C i dodano je 10 mL tributirina. Podloga je homogenizirana ultrazvu¢nom sondom

tijekom 2 minute na 20 V.

3.2.5. BHI tekuca hranjiva podloga

BHI tekuca hranjiva podloga (Biolife, Italija) je pripremljena otapanjem 37 g podloge u 1 L
destilirane vode. Podloga ima pH reakciju 7,4 + 0,2. Sterilizirana je autoklaviranjem na 121

°C kroz 15 minuta.



3.2.6. BHI kruta hranjiva podloga

BHI (Biolife, Italija) kruta podloga je pripremljena otapanjem 37 g BHI podloge i 15 g agara
(Biolife, Italija) u 1 L destilirane vode. Podloga ima pH reakciju 7,4 + 0,2. Sterilizirana je

autoklaviranjem na 121 °C kroz 15 minuta.

3.2.7. BHI kruta podloga s 1,5 % obranog mlijeka

Podloga je pripremljena otapanjem 37 g BHI (Biolife, Italija) tekuce hranjive podloge i 10 ¢
agara (Biolife, Italija) u 900 mL destilirane vode. Sterilizirana je autoklaviranjem na 121 °C
kroz 15 minuta. Posebno je otopljeno 15 g obranog mlijeka u prahu (Biolife, Italija) u 100 mL
destilirane vode i sterilizirano autoklaviranjem na 121 °C kroz 15 minuta. Nakon sterilizacije

je otopina mlijeka u prahu dodana prethodno pripremljenoj sterilnoj BHI krutoj podlozi.

3.2.8. Podloga s dodanim proteinima sarkoplazme

Ekstrahirani proteini sarkoplazme su dodani u koncentraciji od 1 mg/mL u podlogu koja
sadrzi 5 g triptona, 2,5 g ekstrakta kvasca, 1 g glukoze i 15 g agara. Pripremljen medij ima pH
6,9.

3.2.9. Liofilizirani mesni medij (LMM)

Liofilizirani mesni medij je pripremljen otapanjem 10 g glukoze i 3,5 g skroba, u koje je
zatim dodano 11,5 g liofiliziranog svinjskog mesa. Podloga je sterilizirana autoklaviranjem na
121 °C kroz 15 minuta.



3.3. Metode za genotipsku karakterizaciju prikupljenih izolata

3.3.1. Grupiranje prikupljenih izolata Lb. sakei rep-PCR metodom

Ukupno je prikupljeno 190 izolata Lb. sakei. Za grupiranje prikupljenih izolata Lb. sakei rep-
PCR metodom pripremljena je reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl, a koristeni
reagensi i njihovi volumeni i koncentracije su navedeni u Tablici 1. Reakcija je provedena u
PCR uredaju ProFlex PCR System (Applied biosystems, SAD) pri uvjetima navedenima u
Tablici 2. Koristena je poéetnica GTGS5 (Tablica 3). Dobiveni rep-PCR produkti su razdvojeni
na 2 % agaroznom gelu, a dobiveni obrasci analizirani pomo¢u BioNumerics 7.6.1. programa
(Applied Maths, Belgium). Dice koeficijent je koriSten za racunanje genetske sli¢nosti izolata,
a UPGMA (engl. Unweight Paired Group Arithmetic Average) metoda je koriStena za
klasteriranje. lzabrana je toleranca od 1.0 % i optimizacija od 0,5 % za Kreiranje

dendrograma.

Tablica 1. Reagensi koriSteni za pripremanje reakcijske smjese za rep-PCR.

Reagens Pocetni volumen Pocetna ) Zavr§na”
(uL) koncentracija koncentracija
Pufer 3 10x 1x
dNTP 0,25 10 mM 0,1 mM
GTGS5 pocetnica 1 50 pmol 2 pmol

DyNAzyme polimeraza 0,25 2 U/uL 1U

Voda 19,5

DNA 1

Tablica 2. Temperaturni profil rep-PCR reakcije.

Dijelovi PCR reakcije Temperatura ( °C) Trajanje (min)

Pocetna denaturacija 95 7

30 ciklusa amplifikacije:

e Denaturacija 95 1
e sparivanje klice s kalupom 36 1
o sinteza komplementarnih lanaca DNA 72 1

Zavrsno produljivanje lanaca 72 8

10



3.3.2. PCR detekcija gena koji kodiraju za biogene amine

Multiplex PCR reakcijom je odredena prisutnost gena koji kodiraju za produkciju histamina
(hdc), tiramina (tdc) i putrescina (odc), pri ¢emu su koriStena 3 para oligonukleotidnih
pocetnica (JV16HC/JV17HC, 3/16, P1-rev/P2-for) (Tablica 3). Za detekciju gena koji kodira
za kadaverin (Idc) je provedena zasebna PCR reakcija s 1 parom oligonukleotidnih pocetnica
(CAD2-R/CAD2-F) (Tablica 3). Pripremljene su reakcijske smjese ukupnog volumena 25 pL,
a koriSteni reagensi i njihovi volumeni i koncentracije su navedeni u Tablici 4 za hdc, tdc i
odc, dok su u Tablici 5 navedeni za Idc. Kao pozitivne kontrole koriStena je DNA sojeva iz
kolekcije Zavoda za mikrobiologiju, Agronomskog fakulteta za koje je u prethodnim
istrazivanjima potvrdeno prisutstvo hdc i tdc gena (MSB 11), kao i odc gena (MSB 425).
DNA Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (DSMZ 20346) je koristena kao pozitivna
kontrola za detekciju Idc gena. Amplifikacija je provedena u PCR uredaju ProFlex PCR
System (Applied biosystems, SAD) pri uvjetima navedenima u Tablicama 61 7.

Tablica 3. Oligonukleotidne pocetnice koriStene za u ovom istrazivanju.

. . . Veli¢ina
.. k t
Ciljani gen OILgozgelilltleioct;dn Se Velsl,ca_)p;fe mice ocekivanog PCR Referenca
P ( ) produkta (pb)
i GTG5 CTEEISETCETE i Svec i sur., 2005
AGATGGTATTGT
(hhd_cd_ JV1BHC TTCTTATG .
istidin
. AGACCATACACC
dekarboksilaza) JV17HC ATAACCTT
CCRTARTCNGGN
Pl-rev ATAGCRAARTCN
e GTRTG 02
deka(:lbrc?li;“aza) GAYATNATNGG De las Rivas i sur.,
P2-for NATNGGNYTNG 2005
AYCARG
GTNTTYAAYGCN
3 GAYAARACNTA
( odc. YTTYGT i
ornitin
: TACRCARAATAC
dekarboksilaza) 16 TCCNGGNGGRTA
NGG
CAYRTNCCNGGN
I.d(.: CAD2-R CAYAA De las Rivas i sur.,
(lizin 1185 2006
dekarboksilaza) CAD2-F GGDAT(;\‘;TCA\‘GGNG
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Tablica 4. Reagensi koriSteni za pripremanje reakcijske smjese za detekciju gena koji kodiraju

za produkciju histamina (hdc), tiramina (tdc) i putrescina (odc) multiplex PCR metodom.

Reagens Pocetni volumen Pocetna ) Zavrsna )
(uL) koncentracija koncentracija
Pufer 2,5 10x 1x
dNTP 0,5 10 mM 0,2mM
MgCl. 1,25 50 mM 2,5mM
JV16HC 0,75 10 pmol 0,3 pmol
JV17HC 0,75 10 pmol 0,3 pmol
3 2,5 10 pmol 1 pmol
16 2,5 10 pmol 1 pmol
P1 5 10 pmol 2 pmol
P2 5 10 pmol 2 pmol
Taq polimeraza 0,25 2 U/uL 1U
Voda 3
DNA 1

Tablica 5. Reagensi koriSteni za pripremanje reakcijske smjese za detekciju gena koji kodiraju

za produkciju kadaverina (Idc) PCR metodom.

Reagens Pocetni volumen Pocetna ) Zavr§na"
(nL) koncentracija koncentracija
Pufer 2,5 10x 1x
dNTP 0,5 10 mM 0,2 mM
MgCl2 1,25 50 mM 2,5mM
CAD2-F 2,5 10 pmol 1 pmol
CAD2-R 2,5 10 pmol 1 pmol
Taq polimeraza 0,25 2U/uL 1U
Voda 14,50
DNA 1

Tablica 6. Temperaturni profil PCR reakcije za ispitivanje prisutnosti gena za proizvodnju

histamina (hdc), tiramina (tdc) i putrescina (odc).

Dijelovi PCR reakcije

Temperatura ( °C)

Trajanje (min)

Pocetna denaturacija 95 10
30 ciklusa amplifikacije:
e Denaturacija 95 0,5
e sparivanje klice s kalupom 52 0,5
o sinteza komplementarnih lanaca DNA 72 2
Zavrsno produljivanje lanaca 72 10
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Tablica 7. Temperaturni profil PCR reakcije za

kadaverina (Idc).

ispitivanje prisutnosti gena za proizvodnju

Dijelovi PCR reakcije

Temperatura ( °C)

Trajanje (min)

Pocetna denaturacija 94 10
35 ciklusa amplifikacije:
e Denaturacija 94 1
e sparivanje klice s kalupom 50 1
e sinteza komplementarnih lanaca DNA 72 1,5

PCR produkti su razdvojeni horizontalnom gel elektroforezom na 1.5 % agaroznom gelu,

tijekom 60 minuta na 90 V. Gel je obojan etidijevim bromidom (oko 30 minuta). Dobiveni

PCR produkti su vizualizirani na UV transiluminatoru i fotografirani digitalnom kamerom.
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3.4. Odredivanje antibioticke osjetljivosti sojeva Lb. sakei

Za odredivanje osjetljivosti Lb. sakei prema izabranim klini¢ki znacajnim antibioticima,

prikupljeni sojevi su uzgojeni na MRS krutim hranjivim podlogama (vidi: 3.2.2.), tijekom 48

h na 30 °C u anaerobnim uvjetima. lzabrano je nekoliko naraslih kolonija koje su u

aseptiCkim uvjetima prenesene u 5 mL sterilne fizioloS8ke otopine (vidi: 3.1.1.), dok nije

postignuto zamucenje kao McFarland 1 standard (vidi: 3.1.2.). Sadrzaj epruvete je

vorteksiran, nakon ¢ega je u inokulum uronjen sterilni vateni Stapi¢ pomocu kojeg je kultura

nanesena na LSM kruti hranjivi medij (vidi: 3.2.3.) na nacin da je impregnirana cijela

podloga. Na inokuliranu LSM hranjivu podlogu su dodani izabrani antibiotici. U Tablici 8 su

prikazani svi koriSteni antibiotici i njihove koncentracije. Inokulirane podloge s utisnutim

antibioticima su inkubirane tijekom 24 sata, na 30 °C u anaerobnim uvjetima, nakon Cega je

izmjeren promjer zone inhibicije rasta oko antibioti¢kih diskova.

Tablica 8. Popis koristenih antibiotika, njihove oznake i koncentracije.

KoriSteni antibiotici

Oznaka koriStenih antibiotika

Koncentracija koriStenih
antibiotic¢kih diskova (pg)

Eritromicin
Ampicilin
Tetraciklin
Klindamicin
Kloramfenikol
Gentamicin
Kanamicin
Vankomicin

E2
AM?2
Te5
CC2
C30
GM10
K30
Va5

2
2
5
2
30
10
30
5

3.5. Odredivanje hemoliticke aktivnosti

Hemoliticka aktivnost prikupljenih laktobacila je istraZzena na nacin da je svaki soj iscrpljen

na Columbia krvnom agaru (Biolife, Italija). Nakon inkubacije u anaerobnim uvjetima,

tijekom 24 h na 30 °C je ocitan rezultat temeljem vidljivih promjena na koristenoj podlozi.
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3.6. Metode za odredivanje tehnoloskih karakteristika sojeva Lb. sakei

3.6.1. Odredivanje lipoliti¢ke aktivnosti

Za odredivanje lipoliti¢ke aktivnosti, sojevi su uzgojeni na nacin kako je to opisano u odjeljku
3.4. lzabrano je nekoliko kolonija koje su prenesene u 5 mL sterilne fizioloSke otopine do
postizanja zamucéenja ekvivalentnom McFarland 0,5 standardu (vidi: 3.1.3.). Lipoliticka
aktivnost je ispitana na tributirin agar hranjivim podlogama (vidi: 3.2.4.) na nacin da je 2 pL
kulture mikrobioloSkom pipetom aplicirano direktno u podlogu, a na istu podlogu je apliciran
i sterilan celulozni disk na kojeg je dodano 10 pL kulture. Plo¢e su inkubirane 3 dana na 30
°C. Ispitivanje lipoliticke aktivnosti je napravljeno u 3 ponavljanja, a rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost promjera (mm) zone razgradnje tributirina oko celuloznog diska,
odnosno oko mjesta direktne aplikacije kulture u agar. Kao pozitivna kontrola koriSten je

Pseudomonas fluorescens (WCS 417r).

3.6.2. Odredivanje proteoliticke aktivnosti

Proteoliticka aktivnost prikupljenih sojeva je istrazena na dva na¢ina: na BHI krutoj hranjivoj
podlozi s dodatkom 1,5 % obranog mlijeka (Biolife, Italija) i na agaru s dodanim proteinima
sarkoplazme. Kao pozitivna kontrola za obje metode je koristen Pseudomonas fluorescens
(WCS 417r).

3.6.2.1. Ispitivanje proteoliticke aktivnosti na BHI krutoj hranjivoj podlozi s 1,5 %
obranog mlijeka

Za ispitivanje proteoliticke aktivnosti, SOjevi SU uzgojeni na nacin kako je to opisano u
odjeljku 3.4. Izabrano je nekoliko kolonija koje su prenesene u 5 mL sterilne fizioloske
otopine do postizanja zamucenja ekvivalentno McFarland 0,5 standardu. Uzeto je po 2 pL
ovako pripremljenog inokuluma i aplicirano direktno u BHI krutu hranjivu podlogu s
dodanim obranim mlijekom (vidi: 3.2.7.), te je takoder 10 uL inokuluma dodano na sterilni
celulozni disk postavljen na istu podlogu. Ispitivanje je provedeno u 3 ponavljanja, a rezultati
su izrazeni kao promjer zone razgradnje (mm) obranog mlijeka oko sterilnog celuloznog

diska, odnosno mjesta direktne aplikacije u agar.
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3.6.2.2. Ispitivanje proteoliticke aktivnosti na agaru s dodanim proteinima sarkoplazme

Za pripremu agara s dodanim proteinima sarkoplazme, ovi su proteini najprije izolirani iz
svinjskog mesa prema protokolu Mauriello i sur. (2002). Odvagano je 20 g mesa u koje je
dodano 200 mL fosfatnog pufera (20 mM; pH 7,4 - vidi: 3.1.5.). Smjesa je homogenizirana u
homogenizatoru Stomacher® 400 Circulator (Seward, Engleska) 8 minuta, nakon ¢ega je
centrifugirana 11,180 g tijekom 20 min na 4 °C. Supernatant koji sadrzi proteine sarkoplazme
(1,95 mg/ml) je filtriran kroz Whatman filter papir, te je dodan u koncentraciji od 1 mg/ml u
hranjivi medij (vidi: 3.2.8.). Nakon polimerizacije, u agaru su u aseptiénim uvjetima
napravljene udubine promjera 6 mm u koje je dodano 70 pl prekonocne kulture Lb. sakei.
Ploce su inkubirane u anaerobnim uvjetima na 30 °C tijekom 48 h, nakon ¢ega je agar izvaden
iz petrijevki i bojan 5 minuta u 0,05 % Briliant Blue R (vidi: 3.1.4.) te zatim odbojan u smjesi
metanola, octene kiseline i destilirane vode u omjeru 25:5:70, nakon ¢ega je ocitana zona

razgradnje.

3.6.3. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost prikupljenih Lb. sakei je ispitana na nacin kako je to opisano u Domig
i sur. (2014). Sojevi su najprije uzgojeni u teku¢oj MRS hranjivoj podlozi (Biolife, Italija)
tijekom 24 h na 30 °C, nakon ¢ega je pomocu sterilnog vatenog Stapica kultura inokulirana na
BHI krutu hranjivu podlogu (Biolife, Italija) tako da su povucéene dvije crte u razmaku od 2
cm. Ploce su inkubirane anaerobno, 24 h na 30 °C. Istovremeno su nacijepljene indikatorske
bakterije u 5 mL teku¢e BHI hranjive podloge (Biolife, Italija - vidi: 3.2.5.) i inkubirane
prekono¢no, na nacin da su na 30 °C inkubirani Brochotrix termospachta (LMG 17208),
Weissella viridescens (DSM 20410) i Bacillus cereus (DSM 6791), a na 37 °C Salmonella
enterica subsp. enterica (DSM 14221), Listeria innocua (ATCC 33090), Escherichia coli
(ATCC 25922) i Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231). Zatim je na BHI krutim
podlogama s naraslim laktobacilima dodano po 5 mL prekonoéne kulture indikatorske
bakterije izmedu dviju crta, kao i na rubu petrijeve zdjelice (kontrola). Ovako pripremljene
ploce su inkubirane tijekom 48 sati prema potrebama indikatora. Antimikrobna aktivnost je
provedena u 2 ponavljanja, a rezultat je odreden usporedbom veli¢ine naraslih indikatorskih
kolonija apliciranih izmedu naraslih laktobacila s istim indikatorima apliciranim na rubu

petrijevke (kontrola).
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3.6.4. Odredivanje acidifikacije

Acidifikacija je ispitana na nacin da je uzeta po jedna kolonija naraslih sojeva laktobacila sa
MRS krutih podloga (Biolife, Italija) i nacijepljena u 10 mL liofiliziranog mesnog medija
(LMM; vidi: 3.2.9.). Sposobnost acidifikacije istrazivanih sojeva, odnosno pH vrijednost
inokuluma je mjerena nakon 1. i 7. dana inkubacije, a izmedu svakog mjerenja elektroda pH
metra je sterilizirana pomo¢u 3 % klorovodi¢ne kiseline i isprana sterilnom destiliranom

vodom. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost 3 neovisna mjerenja.
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4. REZULTATI

4.1. Genotipska karakterizacija

4.1.1. Grupiranje prikupljenih izolata rep-PCR metodom

U prethodnom istrazivanju prikupljeno je ukupno 190 izolata Lb. sakei koji su tijekom ovog
istrazivanja grupirani na temelju rep-PCR obrazaca. U razlicite grupe su odvojeni sojevi koji
su pokazali manje od 90 % sli¢nosti. Pomoc¢u BioNumerics 7.6.1. programa (Applied Maths,
Belgium) je detektirano 27 grupa koje su sadrzavale vise od jednog soja te je iz svake grupe
odabran jedan soj za daljnju tehnolosku i sigurnosnu karakterizaciju. Na Slika 1 prikazan je

dendrogram 27 odabranih sojeva.

GTGS GTGS

0
0
00

el

€713
C_7d_14
€_15d_13
MSE_44
MRS_280
MSE_22
MSE_43
MSE_38
MSE_104
MSE_24
MSE_40
MSE_45
C_end_1
C_end_2
MRS_S67
MSE_100
MRS_579
MRS_604
MSE_23
MSE_26
MSE_13
MRS_331
MRS_267
MRS_296
LamVab_106
LamVab_74
MRS_641

AT

T

Slika 1. Dendrogram izabranih 27 sojeva dobivenih temeljem rep-PCR obrazaca pomocu
BioNumerics 7.6.1. programa, amplificiranih sa GTGS pocetnicom i razdvojenih na 2 %
agaroznom gelu. Koristen je Dice koeficijent za raCunanje genetske sli¢nosti izolata i
UPGMA metoda za klasteriranje. Izabrana je toleranca od 1,0 % i optimizacija od 0,5 % za

kreiranje dendrograma.
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4.1.2. PCR detekcija gena koji kodiraju za produkciju biogenih amina

PCR metodom je detektirano prisutstvo gena koji kodiraju za izabrane biogene amine. Kod
niti jednog soja nije utvrdeno prisutstvo gena koji kodiraju za produkciju histamina (hdc),
putrescina (odc) i kadaverina (ldc), dok je kod 4 soja detektiran tdc gen koji kodira za
produkciju tiramina (Tablica 9). Na Slika 2 prikazani su PCR produkti sojeva koristenih kao
pozitivne kontrole u ovim reakcijama.

M  MSB11 MSB425 M  DSMZ

20346

Slika 2. PCR produkti dobiveni amplifikacijom DNA sojeva koristenih kao pozitivne
kontrole. Oznake redaka: M=marker 1 kb, MSB11=pozitivna kontrola za hdc (367 pb) i tdc
(924 pb) gene, MSB425=pozitivna kontrola za odc gen (1446 pb), M=marker 1kb, DSMZ
20346=pozitivna kontrola Idc gen (1185 pb).
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Tablica 9. Rezultati PCR detekcije gena koji kodiraju za produkciju biogenih amina.

Naziv soja

PCR detekcija gena koji kodiraju za produkciju biogenih amina

Histamin
hdc (histidin
dekarboksilaza))

Putrescin
odc (ornitin
dekarboksilaza)

Tiramin
tdc (tirozin
dekarboksilaza)

Kadaverin
Idc (lizin
dekarboksilaza)

C_7d_13
C_7d_14
C_15d_13
Cend 1
MSE_24
MSE_44
MRS_280
LamVab_106
LamVab_74
MRS_641
MRS_604
MRS _579
MRS _567
C end 2
MSE_40
MSE_45
MSE_38
MSE_43
MSE_104
MSE_100
MSE_23
MSE_22
MSE_26
MSE 13
MRS_267
MRS_296
MRS _331

+ detektiran je gen koji kodira za produkciju odredenog biogenog amina
- nije detektiran gen koji kodira za produkciju odredenog biogenog amina
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4.2. Antibioticka osjetljivost sojeva Lb. sakei

Metodom difuzije u agar je ispitana antibioticka osjetljivost prikupljenih izolata na navedene
antibiotike; eritromicin (E2), ampicilin (AM2), tetraciklin (Te5), klindamicin (CC2),
kloramfenikol (C30), gentamicin (GM10), kanamicin (K30) i vankomicin (Va5). Temeljem
izmjerene zone inhibicije rasta oko antibiotickih diskova, a prema uputama proizvodaca,
odredena je razina osjetljivosti izolata (Tablica 10). Vecina sojeva (92,59 %) je pokazala
rezistenciju na vankomicin. Na gentamicin je rezistentno 14,8 % sojeva, na kanamicin i
klindamicin 11,1 % sojeva, a na eritromicin i tetraciklin 7,4 %, dok je na ampicilin rezistentno

svega 3,7 % sojeva. Na kloramfenikol nije rezistentan niti jedan ispitivani soj.
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Tablica 10. Razina osjetljivosti izabranih sojeva prema istrazivanim antibioticima.

Nazivsoja Ampicilin | Vankomicin | Gentamicin | Eritrromicin | Tetraciklin | Kanamicin | Klindamicin | Kloramfenikol
(AM2) (Va5) (GM10) (E2) (Teb5) (K30) (CC2) (C30)

C_7d_13 O R 0 @) R @) R O
C_7d_14 uo R uo @) @) O O O
C_15d_13 O R @) @) @) @) ) O
C_end_1 uo R @) @) @) uo @] O
MSE_24 O R R uo @) R R O
MSE_44 O R R @) @) R ) O
MRS_280 0] R @) @) R uo R @]
LamVab_106 O @) @) @) @) @) @) O
LamVab_74 0] R uo @) 0 @] @] @]
MRS_641 O R O O @) @) 0] o}
MRS_604 0] R @) R 0 @] @] @]
MRS_579 0] R @) @) 0 @] @] @]
MRS_567 O R uo O @) uo 0] o}
C_end_2 0] R O O @) uo @] @]
MSE_40 O R R uo uo @) ) @)
MSE_45 0] R R uo uo @) @] @]
MSE_38 O R @) @) uo uo ) @)
MSE_43 O R uo uo uo uo ) @)
MSE_104 0] uo O O uo @) @] @]
MSE_100 R R @] R @) @) ) O
MSE_23 0] R uo uo uo R @] @]
MSE_22 O R uo uo uo uo ) O
MSE_26 0] R uo uo uo uo @] @]
MSE_13 O R @) uo uo uo O O
MRS_267 O R uo @] @) uo ) O
MRS_296 uo R uo O O uo @] @]
MRS_331 uo R uo @] @) uo ) O

R=rezistentan na antibiotik; UO=umjereno osjetljiv; O=osjetljiv
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4.3. Hemoliticka aktivnost

Nakon iscrpljenja sojeva Lb. sakei na Columbia krvnom agaru, kod nijednog testiranog soja
laktobacila nisu primijecene vidljive promjene na podlozi. Stoga je za sve izolate potvrdena y-

hemoliza, odnosno, niti jedan od izolata nije hemoliti¢ki aktivan kao $to je vidljivo na Slika 3.

Slika 3. Rast sojeva Lb. sakei na Columbia krvnom agaru. Nakon inkubacije nisu primijecene
vidljive promjene u podlozi niti kod jednog testiranog soja, odnosno, niti jedan izolat nije

hemoliti¢ki aktivan.
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4.4. Lipoliticka aktivnost

Svi istrazivani sojevi su pokazali odredeni oblik lipoliticke aktivnosti (Tablica 11). Metodom
difuzije diska u agaru je najmanja izmjerena zona lipolize iznosila 5,50 mm (MRS_296), a
najveéa 9,75 mm (C_end_1). 1zmjerene zone lipolize metodom direktne aplikacije u agaru su
se kretale izmedu 1,00 do 7,50 mm. Najvecu lipoliticku aktivnost su pokazala 4 soja
(C_15d 13, C_end_1, MSE_44, MSE_26) koji su metodom difuzije diska pokazali zonu
razgradnje > 9 mm, odnosno metodom direktne aplikacije u agar > 3,50 mm kao S§to je

vidljivo na Slika 4.

A B

Slika 4. Lipoliti¢ka aktivnost odredena metodom difuzije u agaru (A) i direktnom aplikacijom
kulture u agar (B) za soj C end 1, za kojeg je utvrdeno kako ima izraZenu sposobnost

razgradnje tributirina.
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Tablica 11. Lipoliticka aktivnost istrazivanih sojeva mjerena metodom difuzije celuloznih

diskova i direktnom aplikacijom kulture u agar.

Lipoliticka aktivnost mjerena
metodom difuzije diska u agaru

Lipoliticka aktivnost mjerena

metodom direktne aplikacije kulture u

Naziv soja agar
Prosjecna vrijednost (mm) + Prosje¢na vrijednost
standardna devijacija (mm) ) + standardna devijacija

C 7d 13 8,50 + 0,00 3,00 + 0,00
C_7d_14 8,25+ 0,35 3,50 = 0,00
C_15d_13 9,00 = 0,00 4,00 + 0,00
C end 1 9,75 + 0,35 3,50 = 0,00
MSE_24 8,50+ 0,71 3,00+ 0,00
MSE_44 9,00 £ 0,00 7,50 +£0,71
MRS_280 8,75+ 0,35 3,25+0,35
LamVab_106 8,00 + 0,00 2,50+ 0,00
LamVab_74 8,00 = 0,00 3,25+ 0,35
MRS_641 7,25+ 0,35 2,75+0,35
MRS_604 7,75+ 0,35 2,25+0,35
MRS_579 8,00+ 0,00 2,00 £ 0,00
MRS_567 7,50 = 0,00 3,00+ 0,00
C_end 2 8,75 + 0,35 3,25+0,35
MSE_40 6,75 £ 0,35 2,00+ 0,00
MSE_45 5,75+ 1,06 1,00+ 1,41
MSE_38 6,50 £ 0,00 2,00+ 0,00
MSE_43 7,50+ 0,71 1,00 + 0,00
MSE_104 6,75+ 0,35 1,00 £ 1,41
MSE_100 7,50+0,71 2,00 + 0,00
MSE_23 6,75+ 0,35 2,25+0,35
MSE_22 7,25+ 0,35 2,25+0,35
MSE_26 9,50 £ 0,71 3,50+2,12
MSE_13 8,50+0,71 5,50+0,71
MRS_267 6,25+ 0,35 2,50+0,71
MRS_296 5,50 +0,71 2,75 +£0,35
MRS_331 5,75 £0,35 2,50 £ 0,00
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4.5. Proteoliticka aktivnost

Ispitivanje proteoliticke aktivnosti provedeno je na BHI krutoj hranjivoj podlozi s dodatkom
obranog mlijeka (1,5 %) na dva nacina: difuzijom diska u agaru i direktnom aplikacijom
kulture u agaru (Slika 5). Proteoliticka aktivnost prikupljenih laktobacila je takoder istrazena
pomocu hranjive podloge s dodanim proteinima sarkoplazme, prethodno ekstrahiranima iz

svinjskog mesa. Rezultati su prikazani u Tablici 12.

Soj C_7d_13 je pokazao potpuni izostanak proteoliticke aktivnosti, odnosno nesposobnost da
razgradi kazein u mediju s dodatkom obranog mlijeka. Sli¢no tome, MRS 604 je pokazao
izostanak proteoliticke aktivnosti na istom mediju istrazen metodom difuzije diska, odnosno
vrlo slabu aktivnost kada je ispitan metodom direktne aplikacije kulture u agar. U prosjeku,
sojevi su prilikom difuzije diska u agaru pokazali proteoliti¢ku aktivnosti od 8,43 mm (0 —
12,50 mm), odnosno 4,89 mm (0 — 10,00 mm) kada je kultura direktno aplicirana u agar.
Izrazita proteoliticka aktivnost je zabiljezena kod 10 sojeva (MSE 24, MSE 44, MRS 280,
MSE_40, MSE_45, MSE_38, MSE_43, MSE_26, MRS_267, MRS _331), koji su svi pokazali
zonu razgradnje obranog mlijeka (kazeina) > 10,00 mm difuzijom diska u agaru, tj. > 5,00
mm direktnom aplikacijom kulture u agaru. Na agaru s dodanim proteinima sarkoplazme
jedino je soj C_7d 14 pokazao izrazitu proteoliticku aktivnost, dok je kod ostalih ona potpuno
izostala (Tablica 12).
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Slika 5. Proteoliti¢ka aktivnost odredena na hranjivoj podlozi s dodanim obranim mlijekom,
metodom difuzije diska u agaru (A) i direktnom aplikacijom kulture u agar (B) za soj
C 7d 14 za kojeg je utvrdeno kako ima izraZzenu proteoliticku aktivnost. Takoder je

prikazana sposobnost soja C_7d_14 da razgradi proteine sarkoplazme (C).
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Tablica 12. Proteoliticka aktivnost sojeva istrazena na BHI podlozi s dodanim obranim
mlijekom (1,5 %) i na podlozi s dodanim proteinima sarkoplazme koji su prethodno

ekstrahirani iz svinjskog mesa.

Proteoliticka aktivnost mjerena na BHI krutoj podlozi s dodanim Proteoliticka
obranim mlijekom (1,5 %) a_ktivnost
Nazivsoja | Metoda difuzije diska u agaru Memdlfu(fizer';tﬂeagglri kacije mriggelgg 5
dodanim

Prosjecna vrijednost (mm) + Prosjecna vrijednost (mm) + proteinima

standardna devijacija standardna devijacija sarkoplazme
C 7p_13 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 -
C 7D 14 7,25+0,35 3,50+0,71 +
C_15p_13 7,00+0,00 4,50+0,71 -
C ENnD_1 9,50+0,71 3,50+0,71 -
MSE_24 11,50+0,71 6,75+0,35 -
MSE_44 12,00+ 0,00 10,00+ 0,00 -
MRS_280 11,00+1,41 9,50+0,71 -
LAMVAB_106 7,75+0,35 4,00+ 0,00 -
LAMVAB 74 7,75+0,35 4,50+0,71 -
MRS _641 8,00+0,00 5,75+ 1,06 -
MRS_604 0,00+0,00 2,75+0,35 -
MRS_579 7,25+0,35 3,50+0,71 -
MRS_567 6,75+ 0,35 450+0,71 -
C _END_2 8,00+ 0,00 4,25+0,35 -
MSE_40 10,50+ 0,71 6,00+ 0,00 -
MSE_45 12,00+ 0,00 550+0,71 -
MSE_38 11,50+0,71 550+0,71 -
MSE_43 11,00+1,41 5,00+ 0,00 -
MSE_104 6,50+ 0,71 3,50+0,71 -
MSE_100 6,50+ 0,71 3,00+0,00 -
MSE_23 7,00+ 0,00 450+0,71 -
MSE_22 8,50+0,71 450+0,71 -
MSE_26 12,50+ 0,71 7,00+0,00 -
MSE_13 8,00+ 0,00 450+0,71 -
MRS_267 10,00+ 0,00 5,00+0,00 -
MRS_296 9,50+0,71 5,00+ 0,00 -
MRS_331 10,50+0,71 6,00+ 0,00 -

+ so0j pokazuje proteoliti¢ka aktivnost na podlozi s dodanim proteinima sarkoplazme
- s0j ne pokazuje proteoliti¢ku aktivnost na podlozi s dodanim proteinima sarkoplazme
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4.6. Antimikrobna aktivnost

Rezultati antimikrobne aktivnosti sojeva Lb. sakei su prikazani u Tablici 13. Sojevi su
kategorizirani su tri kategorije: oni koji nisu pokazali sposobnost antimikrobne aktivnosti (-),
oni koji djelomi¢no inhibiraju rast indikatorske bakterije (+/-) te oni koji u potpunosti
inhibiraju rast indikatora. Na Slika 6 su prikazani rezultati antimikrobne aktivnosti soja
MSE_100 prema Salmonella enterica (DSM 14221) i Listeria innocua (ATCC 33090). Osam
je sojeva koji nisu pokazali antimikrobnu aktivnost prema niti jednom indikatoru (Brochotrix
termospachta (LMG 17208), Weissella viridescens (DSM 20410), Bacillus cereus (DSM
6791), Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221), Listeria innocua (ATCC 33090),
Escherichia coli (ATCC 25922) i Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231).
Suprotno tome, sojevi MSE_23 i MSE_13 su prema svim ispitivanim indikatorskim
bakterijama pokazali potpunu inhibiciju. Najve¢i broj sojeva (17) je pokazao neki oblik

antimikrobne aktivnosti (potpunu ili djelomiénu inhibiciju) prema L. innocua (ATCC 33090).
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Slika 6. Rezultati antimikrobne aktivnosti soja MSE_100 prema Salmonella enterica (DSM
14221) i Listeria innocua (ATCC 33090). Usporedbom naraslih indikatorskih kultura izmedu
istrazivanog soja s naraslim kulturama na rubu plo¢e (kontrola) vidljivo je kako soj MSE 100
pokazuje antimikrobnu aktivnost prema L. innocua (ATCC 33090), dok prema S. enterica

(DSM 14221) nije zabiljezena antimikrobna aktivnost.
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Tablica 13. Rezultati antimikrobne aktivnosti sojeva Lb. sakei prema izabranim indikatorskim

bakterijama.
Koristene indikatorske bakterije
Salmonell Sl Brochotri
aenterica | Listeria | Escherich oceus X Weissella | Bacillus
Naziv soja subsp. innocua ia coli 23£Z;S termospa | viridescen | cereus
enterica (ATCC (ATCC aureué chta s (DSM (DSM
(DSM 33090) 25922) (LMG 20410) 6791)
14221) §0D§3“f 17208)
)
C_7d_13 - - - - - - -
C_7d_14 - - - - - - -
C_15d_13 - - - - - - -
C_end_1 +/- +/- +- - - - -
MSE_24 + + +/- + + + +
MSE_44 +/- +/- +/- +/- - +/- +
MRS_280 +- +- +- +- +- +- +
LamVab_106 +/- + +- +- - - -
LamVab_74 - - - - - +- +
MRS_641 + +- + + + + +
MRS_604 - - - - +- +- +-
MRS_579 - +- - - - - -
MRS_567 - - - - - - -
C_end_2 - - - - - - -
MSE_40 +/- +/- + + + + +
MSE_45 +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
MSE_38 - +/- - - - - -
MSE_43 + +- - - - +- -
MSE_104 - - - - - - -
MSE_100 - + + + + - +/-
MSE_23 + + + + + + +
MSE_22 - - - - - - -
MSE_26 - - - - - - -
MSE_13 + + + + + + +
MRS_267 - +/- + + +/- - +-
MRS_296 + +- +- + +- - +
MRS_331 - +- +- +- +- - +-

- nema inhibicije (nema razlike u veli¢ini ispitivanih kolonija indikatorkih bakterija u odnosu na kontrolu)
+/- razlika izmedu ispitivane kolonije (narasle izmedu inokuliranih laktobacila) i kontrole (narasle na rubu
petrijevke) iznosi 1 mm

+ potpuna inhibicija indikatorske bakterija od strane ispitivanog soja
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4.7. Acidifikacija

Sposobnost sojeva Lb. sakei da zakisele mesni medij je prikazana je u Tablici 14. Rezultat je
izrazen kao srednja vrijednost 3 neovisna mjerenja, prvo nakon 24 h inkubacije, a zatim
nakon 7 dana. Pocetni pH sterilnog mesnog medija je iznosio 5,93. Nakon 24 sata inkubacije
raspon pH vrijednosti se kretao izmedu pH = 3,76 do 5,89, a ukupno je 6 sojeva (C_15d 13,
MRS_280, MRS_604, MRS_267, MRS_296, MRS_331) snizilo pH vrijednost medija < 4.00.
Nakon 7 dana inkubacije, Studentskim t-testom je sa 99 % sigurnosti (p < 0.01) utvrden

signifikantan pad pH vrijednosti u odnosu na 24 h, te je iznosio izmedu pH = 3,37 - 4,45.

Tablica 14. Prosje¢na promjena pH vrijednosti nakon 24 h i 7 dana inkubacije.

pH vrijednost izmjerena nakon 24 h | pH vrijednost izmjerena nakon 7 dana
L inkubacije inkubacije
Naziv soja
Prosje¢na vrijednost + standardna Prosje¢na vrijednost + standardna
devijacija devijacija
C_7d 13 5,35+ 0,56 3,53+ 0,24
C_7d 14 5,00+ 1,14 3,54+ 0,08
C_15d_13 3,77 + 0,04 3,40 + 0,03
C_end_1 5,71 £ 0,08 3,46 £ 0,08
MSE_24 441 +0,33 3,58 +0,08
MSE_44 5,33+ 0,03 4,16+ 0,57
MRS_280 3,77+ 0,04 3,38+ 0,03
LamVab_106 5,78+ 0,01 3,39+ 0,04
LamVab_74 4,93+ 1,19 3,43+0,11
MRS_641 4,64 £ 0,06 3,66 +0,08
MRS_604 3,79 £ 0,01 3,38 £ 0,02
MRS_579 5,35+ 0,60 3,41 £ 0,06
MRS_567 5,33 +£0,06 3,44+ 0,01
C_end_2 4,11+ 0,02 3,60 + 0,04
MSE_40 5,80+ 0,08 3,43+0,13
MSE_45 5,69 £0,07 3,80 +£0,05
MSE_38 5,79+ 0,01 3,63+0,01
MSE_43 5,14 £ 0,07 4,46 + 0,06
MSE_104 5,88 £ 0,06 3,69+0,11
MSE_100 4,63 +£0,10 3,82+ 0,08
MSE_23 5,21 +£0,08 3,74 £ 0,02
MSE_22 5,71 £ 0,04 4,02+0,15
MSE_26 5,76 £ 0,04 4,09+ 0,25
MSE_13 5,89+ 0,06 3,54+ 0,06
MRS_267 3,84+ 0,04 3,59+0,12
MRS_296 3,88+0,03 3,56 £ 0,06
MRS_331 3,98 + 0,06 3,53 +0,06
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5. RASPRAVA

lako je autohtona mikrobiota mnogih tradicionalnih fermentiranih proizvoda od mesa
domacih zivotinja detaljno istrazena, takva su saznanja o kobasicama od mesa divljaci vrlo
ograni¢ena. Sastav mikrobiote suhih, fermentiranih kobasica od divlja¢i moze varirati ovisno
o specificnim ¢imbenicima povezanima uz nacin Zivota zivotinje, odstrjela divljaci 1 same
obrade mesa (Gill, 2007; Kegalj i sur., 2012). Budu¢i da se takve kobasice proizvode bez
starter kultura i to Cesto u varijabilnim uvjetima, gotov proizvod moze rezultirati
neujednacenom kvalitetom i upitnim mikrobioloskim sastavom. Primjerice, Markov i sur.
(2013) su pokazali kako svaka od 15 analiziranih kobasica proizvedenih u Hrvatskoj od
razli¢itih vrsta mesa divlja¢i moze predstavljati zdravstvene rizike zbog velikog broja
detektiranih oportunisti¢kih patogena. Ovakvi rezultati ukazuju na nuznost standardizacije i
kontrole ¢itavog proizvodnog procesa, a jedan od nacina je dodavanje starter kultura, uz
odabir mesa dobre kvalitete i pridrzavanje pravila dobre proizvodacke prakse. U ovom radu
prikupljeno je ukupno 190 izolata Lactobacillus sakei, te je nakon njihovog grupiranja rep-
PCR metodom za daljnja istrazivanja izabrano 27 sojeva, S ciljem njihove potencijalne
upotrebe kao starter kultura u tradicionalnoj ili industrijskog proizvodnji fermentiranih
kobasica. Tehnoloska karakterizacija sojeva ukljucivala je istrazivanje njihove lipoliticke i
proteoliticke aktivnosti, kao i sposobnosti zakiseljavanja mesnog medija te antimikrobne
aktivnosti. Takoder su istrazeni i sigurnosni aspekti njihove primjene u hrani Kkoji su

ukljucivali detekciju biogenih amina, hemoliticku aktivnost 1 antibioticku rezistenciju.

Poznato je da lipoliza ima centralnu ulogu u razvoju aroma. Nastanak slobodnih masnih
kiselina uglavnom kataliziraju enzimi iz mesa (Kenneally i sur., 1998; Galgano i sur., 2003), a
tek u manjoj mjeri enzimatska aktivnost autohtone mikrobiote. Takoder, mikrobna
proteolitiCka aktivnost tek u manjoj mjeri doprinosi cjelokupnim procesima razgradnje
proteina (Sanz i sur., 1999; Fadda i sur., 2002). Medutim, lipoliticka i proteoliti¢ka aktivnost
autohtone populacije BMK nije zanemariva, te se uvelike razlikuje na razini sojeva i ovisi 0
broju prisutnih lipolitickih ili proteolickih bakterija. Svih 27 istrazivanih sojeva je pokazalo
odredeni oblik lipolitiCke aktivnosti. Sposobnost razgradnje proteina mlijeka (kazeina) je
pokazalo 25 sojeva. Suprotno tome, samo je jedan soj (C_7d_14) pokazao sposobnost
razgradnje proteina sarkoplazme ekstrahiranih iz svinjskog mesa, a isti je soj takoder pokazao
sposobnost razgradnje i proteina na mediju s obranim mlijekom. Jedna od najvaznijih

karakteristika starter kulture je sposobnost brze acidifikacije, prilikom ¢ega se inhibira rast
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patogenih bakterija i bakterija kvarenje. Nakon 24 sata inkubacije u mesnom mediju, pH
vrijednost se kretala izmedu 3,76 - 5,89. Ukupno su 4 soja pokazala izrazenu sposobnost
acidifikacije i postizanje vrijednosti pH < 4,00. Nakon 7 dana inkubacije, pH vrijednost se
kretala u rasponu od 3,37 - 4,45 §to je prema zaklju¢cima americke vladine komisije
stru¢njaka za sigurnost i stabilnost hrane i lijekova (USFDA, engl. United States Food and
Drug Administration) dovoljno da inhibira rast patogena, jer kako oni navode pH vrijednost
od 4,6 inhibira rast patogenih sporogenih bakterija, dok pH vrijednost od 4,2 inhibira rast
vegetativnih oblika patogenih bakterija (USFDA, 2001). U sli¢cnom istrazivanju, Baruzzi i sur.
(2006) navode kako su sojevi Lb. sakei zakiselili mesni medij na pH 4,6 - 5,7 nakon 24 sata,
odnosno na 3,6 - 3,7 nakon 7 dana inkubacije. Osim acidifikacije, kao mehanizam
sprjeCavanja proliferacije nezeljene mikrobiote, sojevi Lactobacillus sakei mogu proizoditi
bakteriocine, §to je vrlo pozeljna tehnoloska karakteristika. Od svih koristenih indikatorskih
bakterija, najvise je sojeva Lb. sakei (17) pokazalo antimikrobnu aktivnost prema Listeria
innocua, od Cega je 12 sojeva pokazalo djelomi¢nu inhibiciju, a 5 sojeva je potpuno inhibiralo
rast. Ovakva antagonisticka sposobnost istrazivanih sojeva moze biti rezultat produkcije
bakteriocina, medutim potrebno je provesti daljnja istrazivanja da se isklju¢i antimikrobno
djelovanje nastalo produkcijom mlije¢ne kiseline uslijed metabolizma laktobacila, odnosno

pada pH vrijednosti tijekom njihovog rasta.

Da bi se osigurala sigurnost primjene sojeva u proizvodnji kobasica, istraZzena je njihova
hemoliticka aktivnost, osjetljivost prema klini¢ki znacajnim antibioticima 1 prisutnost gena
koji kodiraju za produkciju biogenih amina. Niti jedan od istrazivanih sojeva nije pokazao
sposobnost razgradnje krvi, nakon provedenog iscrpljenja na Columbia krvnom agaru. Dva
soja nisu pokazala rezistenciju na niti jedan od istraZivanih antibiotika. Vecina sojeva (92,59
%) je pokazala rezistenciju na vankomicin (Va5), a izuzev vankomicina, 66,67 % sojeva nije
pokazalo rezistenciju na ostale istraZivane antibiotike. Mnogi sojevi laktobacila su nasljedno
(intrinzi¢no) rezistentni na vankomicin (Elisha i Courvalin, 1995), a osjetljivi na niske
koncentracije kloramfenikola i tetraciklina. U ovom istraZivanju niti jedan od istrazivanih
sojeva nije pokazao rezistenciju prema kloramfenikolu, dok je na tetraciklin bilo rezistentno
7,4 % sojeva. Antibioti¢ka rezistencija narocito predstavlja zdravstveni rizik kada se geni koji
kodiraju za antibioticku rezistenciju nalaze na mobilnim genetickim elementima poput
plazmida i transpozona te postoji moguénost horizontalnog transfera gena izmedu bakterija.
Kod laktobacila su opisani geni koji se nalaze na mobilnim geneti¢kim elementima, a kodiraju

za rezistenciju na eritromicin, tetraciklin i kloramfenikol (Gueimonde i sur., 2013). Sojevi
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koji pokazu rezistenciju na jedan ili viSe antibiotika nisu pogodni za koriStenje u proizvodnji

hrane.

Sadrzaj 1 sastav biogenih amina u kobasicama moze ovisiti o kombinaciji raznih faktora,
poput uvjeta zrenja, pH, temperature, aditiva, omjera vode i soli kao i proteoliti¢koj i
dekarboksilaznoj aktivnosti prisutne mikrobiote, stoga se mogu prona¢i u razli¢itim
koncentracijama u istom tipu proizvoda (Latorre-Moratalla i sur., 2007). U ovom istrazivanju
je PCR metodom ispitano prisustvo gena koji kodiraju za produkciju histamina, putrescina,
tiramina i kadaverina. Potvrdeno je jedino prisutvo gena koji kodiraju za produkciju tiramina
(tdc), i to kod sojeva MRS _280, LamVab_106, LamVab_74 i MRS_641.

Nakon detaljne sigurnosne i tehnoloske karakterizacije svih 27 sojeva Lb. sakei izoliranih iz
kobasica od mesa divljaci, kao najbolji kandidati za potencijalnu aplikaciju kao starter kulture
izabrana su 4 soja (MSE_13, C_end 1, C_15d 13 i MSE_44). Svi selektirani sojevi nisu
pokazali steCenu rezistenciju prema niti jednom antibiotiku, izuzev vankomicina c¢ija je
rezistencija intrinzi¢na. Takoder, nemaju detektirane gene Kkoji kodiraju za produkciju
biogenih amina, a istodobno pokazuju dobre tehnoloske karakteristike. MSE_13 soj potpuno
je inhibirao rast svih indikatorskih bakterija, pokazuje dobru acidifikacijsku sposobnost
(nakon 7 dana pH = 3,54) te je pokazao dobru proteoliticku i lipoliticku aktivnost. Soj
C_end_1 istiCe se znaCajnim snizenjem pH vrijednosti koja nakon 7 dana pH iznosi 3,46.
Takoder, odlikuje se izrazitom lipolitickom i proteolitickom aktivnosc¢u koja je potvrdena
metodom difuzije i direktnom aplikacijom kulture u agar. C_15d 13 soj ne pokazuje
antimikrobnu aktivnost, ali se isti¢e brzim snizavanjem pH vrijednosti nakon samo 24 h (pH =
3,77), pokazuje izrazitu lipoliticku aktivnost, dok u proteolizi pokazuje prosjecne rezultate.
Ispitivani soj MSE 44 istiCe se iz grupe sojeva kao soj s najvecom lipolitickom i
proteolitickom aktivnoséu. Kombinacija sojeva sa izrazenim jednim ili nekoliko tehnoloskih
svojstava, kao dio mjeSovitih starter kultura, takoder je jedno od mogucih rjeSenja i upravo bi

kombinacija nekoliko sojeva iz ovog istrazivanja bila i preporuka za daljnju aplikaciju.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

- Rep-PCR metoda se pokazala ucinkovitom za odredivanje unutarvrsne raznolikosti
vrsta roda Lactobacillus

- Na temelju rep-PCR analize odabrano je 27 reprezentativnih sojeva za daljnju
tehnolosku 1 sigurnosnu karakterizaciju

- Svi istrazivani sojevi pokazali su lipoliticku aktivnost na podlogama s tributirinom

- 25 sojeva je pokazalo proteolitiCku aktivnost na podlogama s dodanim obranim
mlijekom dok je samo 1 soj pokazao sposobnost razgradnje proteina sarkoplazme
ekstrahiranih iz svinjskog mesa

- Signifikatan pad pH vrijednosti zabiljeZen je kod svih sojeva i nakon 7 dana pH
vrijednost pada na pH = 3,37 - 4,45

- Niti jedan od istrazivanih sojeva nije pokazao hemoliticku aktivnost

- Od svih ispitanih antibiotika nijedan soj nije pokazao rezistentnost na kloramfenikol
dok je najve¢i broj sojeva (92,59 %) pokazao rezistenciju na vankomicin. Na
ampicilin je rezistentno svega 3,7 % sojeva, gentamicin 14,8 %, kanamicin i
klindamicin 11,1 %, a na eritromicin i tetraciklin 7,4 % sojeva

- Kod 4 soja (MRS_280, LamVab_106, LamVab_74 i MRS_641) je detektiran tdc gen
koji kodira za produkciju tiramina, dok kod nijednog soja nije utvrdeno prisutstvo
gena koji kodiraju za produkciju histamina (hdc), putrescina (odc) i kadaverina (ldc)

- Sojevi MSE_23 i MSE_13 su pokazali potpunu inhibiciju rasta potencijalno patogenih
bakterija

- 17 sojeva je potpuno ili djelomi¢no inhibiralo rast barem jedne potencijalno patogene
bakterije, dok 8 sojeva nije pokazalo antimikrobnu aktivnost prema niti jednoj
indikatorskoj vrsti

- 4 soja (MSE_13, C_end_1, C_15d_13 i MSE_44) imaju potrencijal koristenja kao

starter kultura zbog dobrih tehnoloskih karakateristika i sigurne upotrebe
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9. SAZETAK

Helena Senko

Petra Spoljari¢

Tehnoloski potencijal sojeva Lactobacillus sakei izoliranih iz
tradicionalnih kobasica od mesa divljaci

Spontano fermentirane trajne kobasice od mesa divljaci proizvode se u Hrvatskoj na brojnim
malim obiteljskim gospodarstvima i dragocjen su izvor korisnih mikroorganizama, narocito
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK). Medutim, nestandardizirani uvjeti proizvodnje Cesto
rezultiraju neujednadenom mikrobioloSkom kvalitetom takvih kobasica §to ih ¢ini i
potencijalnim izvorom patogenih mikroorganizama. S ciljem njihove standardizacije, u ovom
istrazivanju je ispitan tehnoloski potencijal 27 sojeva Lactobacillus sakei, za potencijalnu
primjenu kao starter kulture. Svi istrazivani sojevi su pokazali lipoliti¢ku aktivnost, dok je 25
sojeva pokazalo proteoliticku aktivnost na podlogama s dodanim obranim mlijekom, a samo
je jedan od tih sojeva pokazao sposobnost razgradnje proteina sarkoplazme ekstrahiranih iz
svinjskog mesa. Istrazivani sojevi su pokazali dobru sposobnost acidifikacije mesnog medija,
nakon 24 h (pH = 3,76 do 5,89), odnosno nakon 7 dana inkubacije (pH = 3,37 do 4,45).
Veéina sojeva (92,59 %) je pokazala rezistenciju na vankomicin (Va5), dok 66,67 % sojeva
nije pokazalo rezistenciju na niti jedan od ostalih istrazivanih antibiotika. Dva soja nisu
pokazala rezistenciju na niti jedan od istrazivanih antibiotika, ukljucuju¢i vankomicin. PCR
metodom detektirani su geni koji kodiraju za biogene amine; histamin (hdc), tiramin (tdc) i
putrescin (odc) i kadaverin (Idc) od kojih je jedino detektiran tdc kod 4 soja. Hemoliticki
aktivan nije bio nijedan izolat. Temeljem dobivenih rezultata najpogodniji kandidati kao
starter kultura su sojevi MSE_13, C_end_1, C _15d_13 i MSE_44. Selektirani sojevi ne
pokazuju steCenu rezistenciju prema niti jednom antibiotiku, izuzev vankomicina, ¢ija je
rezistencija intrinzicna. Takoder, nemaju detektirane gene koji kodiraju za produkciju

biogenih amina, a istodobno pokazuju dobre tehnoloske karakteristike.

Kljuéne rijec¢i: tradicionalne kobasice, laktobacili, sigurnost hrane, molekularne metode
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10. SUMMARY

Helena Senko

Petra Spoljari¢

Technological potential of Lactobacillus sakei strains isolated from
traditional game meat sausages

Spontaneously fermented game meat sausages are produced in Croatia on small family farms
and they are precious source of beneficial microorganisms, in particular lactic acid bacteria
(LAB). However, non-standard production conditions often result in uneven microbiological
quality of such sausages, making them a potential source of pathogenic microorganisms. With
the aim of their standardization, the technological potential of 27 Lactobacillus sakei strains
were investigated in this study, for their potential application as a starter culture. All
investigated strains showed lipolytic activity, while 25 strains showed proteolytic activity on
substrates with added skim milk, and only one of these strain demonstrated the ability to
degrade the sarcoplasmic proteins extracted from pork meat. Also, the strains showed a good
ability to acidificate the meat medium after 24 h (pH = 3.76 to 5.89), or after 7 days of
incubation (pH = 3.37 to 4.45). Most strains (92.59 %) exibited resistance to vancomycin
(\Vab), while 66.67 % of the strains showed no resistance to any of the other tested antibiotics.
Two strains showed no resistance to any of the investigate antibiotics, including vancomycin.
By PCR method the presence of genes encodingh for biogenic amines were screened;
histamine (hdc), tiramine (tdc), putrescine (odc) and cadaverine (Idc). Only tdc was detected
in 4 strains. None of the strains was hemolitically active. Based on the obtained results, the
most suitable candidates for starter cultures are strains: MSE_13, C end 1, C_15d 13, and
MSE_44. Selected strains showed no resistance towards any antibiotic, except vancomycin,
whose resistance is intrinsic. Also, they have no detected genes encoding for production of

biogenic amines and at the same time they show good technological characteristics.

Key words: traditional sausages, lactobacilli, food safety, molecular methods
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