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1. Uvod

Pcelinji proizvodi predstavljaju jedinstvene prirodne proizvode, a zbog specifi¢nog sastava i
brojnih bioaktivnih tvari, ovim se proizvodima pripisuju razliita ljekovita svojstva.
Antimikrobno djelovanje je jedno od vaznih svojstava veéine pcelinjih proizvoda (meda,
propolisa, mati¢ne mlijeci, pCelinjeg otrova, pcelinje peludi i péelinjeg kruha), no po tom su
pitanju potrebna sustavna istrazivanja. Med, propolis i maticna mlije¢ su najistraZeniji i
najpoznatiji pcelinji proizvodi sa Sirokom primjenom u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji, a posljednje se desetljece, radi blagotvornog ucinka na ljudsko zdravlje, intenzivno
istrazuju i pcelinja pelud (engl. bee pollen) te pcelinji kruh (engl. bee bread). Péelinja pelud i
pcelinji kruh predstavljaju specificne proizvode koji nastaju kao rezultat sinergije biljaka i
pcela. Naime, pcele prikupljaju velik broj peludnih zrnaca s razli€itih biljnih vrsta te ih
aglomerirana u formi granula na goljenicama straznjih nogu (pcelinja pelud) unose u kosnicu
(u stanice saca) gdje je pcelinja pelud podvrgnuta daljnim procesima s ciljem njenog
konzerviranja i ocuvanja nutritivne vrijednosti. Naime, iako je pcelinja pelud dobro
uravnotezena hrana za pcelinju zajednicu, njezin sastav ¢ini ju podloznom brzom kvarenju u
uvjetima u kosnici (34,5 £ 1,5 °C). Zbog toga su pcele razvile mehanizme kojima sprecavaju
degradaciju pcelinje peludi na nacin da ju konzerviraju, odnosno pretvore u pcelinji kruh.
Pcelinji kruh ustvari predstavlja konzerviranu (fermentiranu) pcelinju pelud jer nastaje kao
posljedica slozenih biokemijskih procesa, ukljuujuc¢i proces mlijecno-kisele fermentacije za
koji su kljuéne bakterije mlijecne kiseline. Fermentirani prirodni proizvodi, pa tako 1 pcelinji
kruh, potencijalni su izvor korisne mikrobiote koja ima brojna korisna svojstva, a jedno od njih
je sposobnost inhibicije patogenih mikroorganizama koji izazivaju bolesti u ljudi. Budu¢i da
su patogene bakterije 1z godine u godinu sve viSe rezistentne na postojece antibiotike, uvelike
je otezano lijeCenje bolesti koje izazivaju te je sve veli interes za pronalaskom
komplementarnih nacina inhibicije njihovog rasta. Istrazivanje pcelinjeg kruha i njegovog
antimikrobnog djelovanja popularizirano je tek unazad nekoliko godina. Medutim, ostaje puno
nepoznanica vezano uz kemijsku i mikrobiolosku karakterizaciju pcelinjeg kruha, a mali broj
postojecih istrazivanja nije konzistentan. Stoga je nuzno provesti daljnje analize kako bi se
detaljno istrazili kemijski i mikrobioloski mehanizmi povezani sa svojstvima pcelinjeg kruha,

njegov antimikrobni potencijal, kao i uloga bakterija mlijecne kiseline kao korisne mikrobiote.



1.1. Hipoteze i cilj rada
Ovim su radom definirane sljede¢e hipoteze:

1. FTIR-ATR spektroskopija pruza informaciju o glavnim sastavnicama pcelinjeg kruha

temeljem specifi¢nih spektralnih znacajki / profila

2. Pcelinji kruh predstavlja vazan izvor korisnih bakterija koje se potencijalno mogu primijeniti

u farmaceutskoj i/ili prehrambenoj industriji

3. Korisna mikrobiota pcelinjeg kruha znafajno doprinosi njegovom antimikrobnom

djelovanju

Cilj je ovog rada provesti kemijsku karakterizaciju (FTIR-ATR kemijski fingerprinting)
pcelinjeg kruha prikupljenog iz pokusnih pcelinjih zajednica, izolirati korisne bakterije
mikrobioma prikupljenih uzoraka pcelinjeg kruha te istraziti njihovu enzimatsku aktivnost i
antimikrobno djelovanje prema najznacajnijim patogenim bakterijama koje se prenose hranom
1 uzrokuju bolesti kod ljudi - Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria innocua,

Staphylococcus aureus.

Navedeni cilj obuhvaca sljedece specificne ciljeve:
1. Utvrditi kemijski fingerprint (FTIR-ATR spektralni profil) pcelinjeg kruha

2. Izolirati, identificirati 1 genotipizirati fruktofilne bakterije mlije¢ne kiseline (FBMK) iz

pcelinjeg kruha
3. Istraziti antibioticku rezistenciju sojeva FBMK izoliranih iz pcelinjeg kruha
4. Utvrditi enzimatsku aktivnost sojeva FBMK izoliranih iz pcelinjeg kruha

5. Utvrditi antimikrobno djelovanje sojeva FBMK izoliranih iz pcelinjeg kruha na patogene

bakterije Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria innocua, Staphylococcus aureus



2. Pregled literature

2.1. P¢elinji kruh

Najpoznatiji proizvod medonosnih pcela (Apis mellifera L.) jest med. Medutim, one proizvode
1 mnoge druge proizvode, kao $to su pcelinja pelud, péelinji kruh, propolis, péelinji vosak,
matic¢na mlije¢ i pcelinji otrov (Giampieri i sur., 2022.). P¢elinja pelud i pcelinji kruh se radi
brojnih bioaktivnih sastavnica i blagotvornog ucinka na ljudsko zdravlje, intenzivno istrazuju
posljednje desetlje¢e (Bakour i sur., 2022.; Margdoan i sur., 2020.; Bakour 1 sur., 2019.;
Janashia i sur., 2018.; Kieliszek i sur., 2017.). Péelinja pelud i pcelinji kruh ujedno predstavljaju

jedinstvene proizvode koji nastaju kao rezultat sinergije biljaka i pcela.

Medonosne pcele skupljaju pelud i nektar s biljaka kako bi prehranile i uspjeSno odrzavale
svoje zajednice (Mayda i sur., 2020.). Pelud, to¢nije peludna zrnca, predstavljaju biljne muske
spolne stanice (gametofiti) koje se nalaze u prasnicima (anterama) biljaka koje cvjetaju. Pelud
se prenosi do njuske tucka u procesu koji nazivamo oprasivanje, a koje se najces¢e provodi
vjetrom ili pomocu kukaca, uklju¢ujué¢i medonosne pcele koje ujedno predstavljau najvaznije
1 najbrojnije oprasivac¢e (Hung 1 sur., 2018.). Ovojnica peludnog zrnca gradena je od vanjske
(eksina) 1 unutarnje stijenke (intine) koje omeduju citoplazmu peludnog zrnca u kojoj se nalaze

vegetativne 1 generativna stanica s dvije jezgre (Bogdanov, 2016.).

Tijekom opraSivanja brojnih biljnih vrsta, pcele radilice (skupljacice) posjecuju cvjetove
biljaka prilikom c¢ega svojim tijelom dodiruju praSnike 1 bivaju prekrivene peludnim zrncima.
Tijelo medonosne pcele prekriveno je milijunima dlacica na koje se akumuliraju peludna zrnca

(Amador i sur., 2017.).



Slika 1. Pcela prekrivena peludnim zrncima

izvor: https://i.pinimg.com/736x/aa/7a/50/aa7a50ecd6b0130279bf410322252983.jpg

Medonosne pcele zatim skupljaju pelud s tijela vlastitim nogama, prilikom Cega ju vlaZe
sekretima Zlijezda slinovnica i nektarom iz mednog mjehura (Svecnjak i sur., 2023.; Bogdanov,
2016.). Radilica prvo skuplja pelud pomocu prednjih nogu, zatim prebacuje pelud s prednjih
nogu na srednje te sa srednjih na straznje noge, prilikom ¢ega se slijepljena, vlazna pelud mijesa
sa svjezom, suhom peludi i utiskuje u specijalizirane organe na goljenici (fibia) straznjih nogu
pcele, takozvane koSarice (corbicula, engl. pollen basket) (Kezi¢ i sur., 2014.). Na taj nacin
nastaju granule (kuglice) peludi, koje nazivamo peludni teret (engl. pollen load), odnosno
pcelinja pelud (engl. bee pollen). Peludni teret moze biti veli¢ine izmedu 1,4 i 4 mm i moze
sadrzavati od nekoliko stotina do nekoliko tisu¢a peludnih zrnaca (Saavedra i sur., 2013.). Kako
bi prikupila jedan peludni teret, koji prosjecno tezi 8 mg, pcela mora posjetiti oko 200 cvjetova.
Prilikom povoljnih vremenskih uvjeta pcele u kosnicu unesu 50 000 peludnih tereta dnevno

(Bogdanov, 2016.).
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Slika 2. Grada straznje noge medonosne pcele s prikazom koSarice na goljenici (tibia)

izvor: https://i.pinimg.com/736x/66/17/fa/6617fa25575613aa8be3962c¢6c¢d20eb9.ipg
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Slika 3. Radilica s péelinjom peludi u koSaricama straZnjih nogu

izvor: https://www.pinterest.com/pin/biology-of-bees-her-pollen-pants-loaded--290482244700431436/

Proizvodnja pcelinje peludi, i posljedi¢no pcelinjeg kruha, kompleksan je bioloski proces koji
pocinje jedinstvenim oblikom sinergije biljaka i medonosnih péela (Sveénjak i sur., 2023.). Po
povratku u kosnicu, radilice skidaju peludni teret sa straznjih nogu, utiskuju ga u stanice saca
te mijesaju s malom koli¢inom meda, nakon ¢ega se pelud podvrgava procesu fermentacije radi
konzerviranja i o€uvanja hranjive vrijednosti (Herbert i Shimanuki, 1978.). Pojednostavljeno,

pcCelinji kruh ustvari predstavlja fermentiranu pcelinju pelud.

Sace predstavlja prirodni medij u kojem se dogada pretvorba pcelinje peludi u péelinji kruh. U
literaturi se uobicajeno navodi kako pcele skladiste pelud u stanice sa¢a do 3/4 dubine stanice
(Barene i sur., 2015.; IvaniSova, 2015.) ili 2/3 dubine stanice (Quinby, 2008.). Medutim, u
istrazivanju koje su proveli Svecnjak i sur. (2023.) utvrdeno je da prosjecna dubina stanica saca
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koje je izgradila A. mellifera carnica iznosi 11 mm te da radilice skladiSte pcelinju pelud do
prosjec¢no 7,85 mm dubine stanice, §to zauzima 71,4% stanice saca (izmedu 2/3 1 3/4 kako se

navodi u literaturi, odnosno 17/24).
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Slika 4. Trodimenzionalni prikaz stanice saca s ukupnom prosjecnom dubinom stanice (11
mm) i dubinom stanice do koje pcele skladiste pcelinji kruh (7,85 mm) u sacu koje je
izgradila A. m. carnica, uz dodatne podatke (prosjecne vrijednosti najmanje duzine stranice i

kut heksagonalne stanice saca)

izvor: Sveénjak i sur., 2023.

Pcelinja pelud, a posljedi¢no 1 pcelinji kruh, ima vaznu ulogu u pcelinjoj zajednici jer
predstavlja glavni izvor proteina, lipida, vitamina i minerala za pcele. S druge strane,
prikupljeni nektar, koji pcele u koS$nici (stanicama saca) pretvaraju u med, koriste kao glavni
izvor ugljikohidrata (Gilliam, 1979.). P¢elinji kruh pcele skladiSte u blizini legla, upravo zato
Sto pCele hraniteljice njime hrane leglo (Quinby, 2008.). Tijekom zime i ranog proljeca, pcelinji
kruh i med jedini su izvor hrane u péelinjoj zajednici. Stovise, p&ele hraniteljice konzumiraju
pcelinji kruh da bi razvile podzdrijelnu zlijezdu (Haydak, 1970.) vaznu za proizvodnju mati¢ne
mlijeci kojom hrane leglo 1 maticu (Giampieri 1 sur., 2022.; Aylanc i sur., 2021.). Dakle, vece
koli¢ine uskladiStene peludi (pcelinjeg kruha) potrebne su mladim pcelama kako bi se

normalno razvijale (Crailsheim, 1992.).



2.1.1. Sastav i svojstva pcelinjeg kruha

Kemijski sastav pcelinjeg kruha ovisi o izvoru materijala (vrsti biljaka s koje su pcele skupile
pelud) kao i fizikalno-kemijskim 1 mikrobioloskim procesima (Giampieri 1 sur., 2022; Herbert

1 Shimanuki, 1978.).

Pcelinja pelud sadrzi prosjecno 54,22 % ugljikohidrata, 21,30 % proteina, 5,31 % lipida, 8,75
% vlakana te ostalih sastojaka u manjim koli¢inama (minerali, vitamini, polifenoli), dok je pH
vrijednost varirala izmedu 3,49 i1 6,33, Sto znaCi da ima blago kiselu reakciju. Glavni
monosaharidi u péelinjoj peludi su fruktoza, glukoza i saharoza, a uz njih, u pcelinjoj peludi
mozemo pronaci i disaharide turanozu, maltozu, trehalozu i erlozu. Svjeza pcelinja pelud moze
sadrzavati izmedu 7 % 1 30 % vode (Thakur 1 Nanda, 2020.). P¢elinji kruh ima nizi pH od
pcelinje peludi te ona moZe varirati izmedu 3,8 1 4,3. Uz navedeno, pcelinji kruh sadrzi manje
masti 1 proteina, ali viSe ugljikohidrata (uz promijenjeni profil Secerne frakcije) i mlijecne
kiseline (IvaniSova i sur., 2015.; Barene i sur., 2015.). Bakour i sur. (2019.) u svome su
istrazivanju utvrdili da pcelinji kruh sadrzi 74,82 % + 0,04 % ugljikohidrata, 19,96 % + 0,08
% proteina 1 1,90 % + 0,086 % masti, dok je pH vrijednost iznosila 4,37 + 0,02. Analizom
slobodnih Secera, utvrdili su da je fruktoza najzastupljenija (11,8 % + 0,6 %), zatim slijede
glukoza (5,7 % + 0,4 %) 1 trehaloza (0,92 % =+ 0,01 %), dok se saharoza pojavljuje u malim
koli¢inama jer ju mikroorganizmi iskoriStavaju tijekom fermentacije. Udio se saharoze u
pcelinjoj peludi kre¢e od 5,87 % do 22,04 % (Prdun i sur., 2021.) dok u pcelinjoj peludi dolazi
gotovo u tragovima (0,845 % do 1,49 % (Giampieri i sur., 2022.).

Pc&elinji kruh izvrstan je prirodni izvor bioaktivnih spojeva i ima visoku nutritivnu vrijednost.
Sadrzi razlicite fenolne spojeve, od kojih su najzastupljeniji flavonoidi 1 fenolne kiseline (Ilie
1 sur., 2024.). Biokemijski sastav pcelinjeg kruha nacelno je sli¢an sastavu pcelinje peludi iz
koje nastaje, ali nije isti zbog enzima koji su sadrZani u pcelinjem kruhu, razgradnje peludnih
zrnaca (Kieliszek i sur., 2017.), kao i promjena u sastavu kao posljedice fermentativnih procesa.
Enzimi koji se mogu pronaci u pcelinjem kruhu su amilaza, fosfataza i glukoza oksidaza.
Takoder, sadrzi razlicite aminokisline, od kojih su kao pokazatelj svjeZine najvazniji
glutaminska kiselina i prolin (Urcan i sur., 2017.). Dakle, pcele koriste p€elinji kruh kao glavni
izvor proteina iz hrane. Ujedno iz njega dobivaju i esencijalne kiseline koje ne mogu same
sintetizirati (arginin, histidin, lizin, triptofan, fenilalanin, metionin, teonin, leucin, izoleucin,

valin) (Mayda 1 sur., 2020.).



Analiticke metode koje se primjenjuju za istrazivanja pcelinje peludi uglavnom se
upotrebljavaju i za istrazivanja pcelinjeg kruha, a standardizirane su i opisane u znanstvenoj
knjizi The COLOSS BEEBOOK - Volume III: Standard methods for Apis mellifera hive
product research, u ¢lanku ,,Standard methods for pollen research® (Campos i sur., 2021.).
Klasi¢ne fizikalno-kemijske metode koriste se za odredivanje razli¢itih fizikalnih i kemijskih
parametara pcelinje peludi, odnosno pcelinjeg kruha. Opisane su metode utvrdivanja
botanickog podrijetla pcelinje peludi (melisopalinoloska analiza) koriste¢i tehnike
mikroskopiranja kako bi se utvrdilo koja se vrsta peludnih zrnaca nalazi u uzorku, te
Kjeldahlova metoda za utvrdivanje sadrzaja proteina. Takoder se upotrebljavaju razlicite
instrumentalne analiticke metode poput tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s
diodnim detektorom (engl. high performance liquid chromatography-diode array detector,
HPLC/DAD), tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom indeksa loma
(engl. high performance liquid chromatography-refractive index detector, HPLC-RID),
tekuc¢inske kromatografije ultra visoke djelotvornosti s masenom spektrometrijom visoke
rezolucije (engl. ultra-high performance liquid chromatography-high-resolution mass
spectrometry, UHPLC-HRMS) i tekudinske kromatografije-masene spektrometrije (engl.
liquid chromatography-mass spectrometry, LC/MS). Za istraZivanja kemijskih profila
isparljivih spojeva primjenjuje se plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. gass

chromatography- mass spectrometry, GC-MS).

Uz navedeno, za analizu pcelinjih proizvoda (ukljucujuéi pcelinju pelud i pcelinji kruh)
posebno korisnom pokazala se metoda infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom (engl. Fourier transfrom infrared spectroscopy, FTIR spectroscopy), u
kombinaciji s priguSenom totalnom refleksijom (engl. attenuated total reflectance — ATR)
(Svecnjak 1 sur., 2023; Campos i sur., 2021.; Prdun i sur.,, 2021.). IR spektar predstavlja
jedinstveni kemijski otisak prsta (engl. fingerprint) uzorka koji se lako razlikuje od
apsorpcijskih uzoraka svih drugih spojeva jer samo opticki izomeri apsorbiraju IR zracenje na
potpuno isti na¢in (Skoog 1 Leary, 1992.). Interakcija vibracija svih atoma, odnosno vibracija
funkcionalnih skupina svih molekula u uzorku rezultira izuzetno slozenom, ali vrlo
karakteristiénom apsorpcijom IR zrac¢enja koja se ocituje u karakteristicnom IR spektru uzorka
u vidu jedinstvenog poloZaja 1 intenziteta apsorpcijskih vrpci (signala). Intenzivni signali u IR
spektru, kao 1 oni slabiji, ukazuju na prisutnost funkcionalnih skupina povezanih s odredenim

molekulama u analiziranom uzorku (Svecnjak i sur., 2019.).



2.1.2. Fermentacija pcelinje peludi u stanicama saca — nastajanje pcelinjeg kruha

lIako je pcelinja pelud dobro uravnotezena hrana za pcelinju zajednicu, njezin sastav €ini ju
podloznom brzom kvarenju u uvjetima u kosnici. Zbog toga su pcele razvile mehanizme kojima
sprecavaju degradaciju pcelinje peludi na nacin da ju konzerviraju, odnosno pretvore u pcelinji

kruh (Sveénjak i sur., 2023.).

Kako je prethodno spomenuto, radilice utiskuju pcelinju pelud u stanice saca te ju zatim
prekrivaju slojem meda. Na taj naCin zaSti¢uju pelud od kisika i stvaraju anaerobne uvijete,
povoljne za odvijanje procesa fermentacije (Barene i sur., 2014.). S obzirom da pcele odrzavaju
konstantnu temperaturu u kosnici izmedu 33 1 36 °C (Seeley, 1985.), to¢nije 34,5 = 1,5 °C
(Jones 1 sur., 2005.), za potrebe razvoja legla, ondje vladaju idealni uvjeti za rast
mikroorganizama. Dakle, pretvorba pcelinje peludi u pcelinji kruh rezultat je mikrobne
aktivnosti, pretezno mlijecno kisele fermentacije koju provode bakterije i kvasci (Margdoan i
sur., 2020.; Vasquez i Olofsson, 2009.). Sam proces transformacije pcelinje peludi u pcelinji
kruh mozZe se podijeliti u nekoliko koraka. Prvi korak traje 12 sati i ukljucuje rast heterogene
skupine mikroorganizama, u kojoj dominira rod Pseudomonas koji trosi kisik prisutan u peludi.
Potro$nja kisika stvara anaerobne uvjete, ¢ime zapocinje sljedeci korak fermentacije te dolazi
do pojave 1 izmjene anaerobnih bakterija mlije¢ne kiseline (BMK, engl. lactic acid bacteria -
LAB) rodova Lactobacillus 1 Streptococcus, koje uzrokuju sniZzavanje pH troSenjem nutrijenata
nastalih u prethodnom koraku §to rezultira proizvodnjom mlijecne kiseline. Posljednji korak
zapocinje rastom kvasaca, koji asimiliraju preostale ugljikohidrate 1 pokre¢u zavr$nu
fermentaciju peludi u pcelinji kruh. Nakon priblizno 15 dana zavrSava mikrobna transformacija
u pcelinji kruh postizanjem pH vrijednosti koja prosjecno iznosi 4 (Smati, 2021.; Khalifa i sur.,
2019.). Kao i drugi fermentirani proizvodi, po zavrSetku procesa fermentacije, visoka
koncentracija mlijecne kiseline i drugih metabolita konzerviraju pcelinji kruh te sprecavaju
njegovo kvarenje (Vasquez i Olofsson, 2009.). Rodovi BMK, Lactobacillus 1 Bifidobacterium,
dominantna su mikrobiota u pcelinjem kruhu, dok kvasci (Saccharomyces, Candida,
Cryptococcus, Zygosaccharomyces) 1 plijesni (Penicillium, Mucorales, Aspergilli)
predstavljaju drugu vaznu skupinu mikroorganizama (Kieliszek i sur., 2021.; Nogueira i sur,
2012.; Gilliam 1 sur.,, 1989.). Najzastupljenija vrsta bakterija u pcelinjem kruhu je
Apilactobacillus (bazonim: Lactobacillus kunkeei) kunkeei , koja pripada skupini fruktofilnih
BMK (FBMK) (Kieliszek i i sur., 2017.; Endo i1 Salminen, 2013.).



Fermentacijom pcelinje peludi u pcelinji kruh dolazi do djelomicne razgradnje stijenke
proizvod. Takoder, dolazi do djelomi¢ne razgradnje proteina do aminokiselina, razgradnje
masti i povecanja sadrzaja ugljikohidrata i mlijecne kiseline (Barene i sur., 2015.) ¢ime postaju
pristupacniji 1 laksi za asimilaciju (Anderson 1 sur., 2014.). Uz navedeno, pcelinji kruh sadrzi

specificnu korisnu mikrobiotu koja ga dodatno oplemenjuje.

2.1.3. Bakterije mlijecne kiseline (BMK)

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su Gram-pozitivni, nesporogeni, katalaza-negativni,
aerotolerantni, organotrofni Stapici ili koki, ¢iji je glavni produkt u procesu fermentacije
mlijecna kiselina (Orla-Jensen, 1919.). Uglavnom se pojavljuju na staniStima koja su bogata
hranjivim tvarima pa ih se moze pronac¢i u mlije¢nim proizvodima, fermentiranom mesu, ribi i
povréu, silazi, napitcima, biljkama, vodi, sokovima, kanalizaciji, na materijalu koji je u procesu
raspadanja i mukoznim Supljinama (usta, genitalije, instestinalni i respiratorni sustav) ljudi i
zivotinja (Konig i Frohlich, 2009.). BMK se moze podijeliti u dvije skupine ovisno o tome koji
su im krajnji produkti tijekom fermentacije ugljikohidrata — homofermentativne i
heterofermentativne. Homofermentativne BMK uglavnom proizvode mlijec¢nu kiselinu, dok
heterofermentativne BMK uz mlije¢nu kiselinu proizvode 1 octenu kiselinu ili alkohol te
ugljikov dioksid (Gottschalk,1979.). Neke vrste 1 sojevi BMK imaju sposobnost sprijeciti rast
patogena, razgraditi mikotoksine i druge tvari te imaju probioti¢ka svojstva (Mokoena 1 sur.,
2021.; Filannino 1 sur., 2018.). Mnogi sojevi BMK, koji se mogu pronac¢i u hrani, proizvode
bakteriocine ili antibakterijske proteine koji su vrlo u¢inkoviti protiv patogena koji se prenose
hranom (Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Salmonella typhi,
Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 1 Clostridium botulinum)
(Darbandi i sur., 2021.). BMK proizvode tvari (mlije¢na kiselina, octena kiselina, diacetil,
vodikov peroksid, enzimi 1 bakteriocini) koje mogu sudjelovati u ouvanju hrane i inhibirati
umnazanje nepozeljnih mikroorganizama. Takoder, dio BMK prepoznat je i odobren kao
probiotici (Cancella i sur., 2024.). Probiotici su Zivi mikroorganizmi koji, kada se konzumiraju
u adekvatnim koli¢inama, mogu djelovati pozitivno na zdravlje domacina te se mogu umnazati
u GI traktu domac¢ina (FAO/WHO, 2001.). Medutim, kako bi neka vrsta mogla biti koriStena
kao probiotik, ona mora biti nepatogena i netoksi¢na. Uz navedeno, probiotik mora prezivjeti

prelazak u Zeljenu niSu i tamo perzistirati, kako bi zastitio domacina od infekcija patogenih
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mikroorganizama (Klaenhammer i Kullen, 1999.). Takoder, takvi mikroorganizmi ne smiju biti
rezistentni na klinicki upotrebljavane lijekove (antibiotici) (FAO/WHO, 2001.). Medutim,
ve¢ina Lactobacillus vrsta intrinzi€no je rezistentna na aminoglikozide (gentamicin,
kanamicin, streptomicin, neomicin), ciprofloksacin i trimetoprim, a osjetljive su na penicilin i
B-laktame, kloramfenikol, tetraciklin, eritromicin, linezolid 1 kvinupristin-dalfopristin

(Campedelli i sur., 2018.) te vankomicin (Gueimonde 1 sur., 2013.).

Unutar skupine BMK nalazi se podskupina fruktofilnih bakterija mlije¢ne kiseline (FBMK)

koje su relativno nedavno opisane (Endo i Okada, 2008.).

2.1.4. Fruktofilne bakterije mlije¢ne kiseline (FBMK)

Fruktofilne bakterije mlijecne kiseline (FBMK, engl. fructophilic lactic acid bacteria, FLAB)
su heterofermentativne bakterije mlijecne kiseline koje koriste fruktozu, umjesto glukoze, kao
izvor ugljika (Filannino i sur., 2018.). Mogu se podijeliti u dvije skupine, obligatne FBMK i
fakultativne FBMK. Obligatne FBMK dobro rastu na mediju koji sadrzi fruktozu, ali isto tako
mogu rasti u mediju s glukozom ukoliko je medij obogacen piruvatom ili fruktozom ili se
inkubiraju u aerobnim uvjetima (Endo 1 sur., 2018.). Dakle, u mediju u kojem je pretezno
dostupna glukoza kao izvor ugljika, potrebni su im dodatni elektron akceptori (fruktoza,
piruvat, kisik) (Maeno 1 sur., 2021.). Fakultativne FBMK mogu rasti na mediju s glukozom, ali
puno sporije nego na mediju s fruktozom ili mediju s glukozom obogacenom elektron
akceptorima (Endo 1 sur., 2009.). FBMK proizvode velike koli¢ine acetata 1 laktata, a acetat je
poznat po tome da ima snazno antibakterijsko djelovanje na patogene bakterije koje se prenose
hranom 1 bakterije koje uzrokuju kvarenje. Takoder su poznate po tome da tijekom
metaboliziranja fruktoze proizvode velike koli¢ine manitola (Endo i sur., 2018.). Glavni
predstavnici FBMK su Fructobacillus spp. 1 Apilactobacillus kunkeei. FBMK se mogu pronaci
u gastroitenstinalnom (GI) traktu razli¢itih insekata, ukljucujuéi pcela, ¢ija je hrana bogata

fruktozom (Endo i1 Salminen, 2013.).

2.1.5. Apilactobacillus kunkeei kao predstavnik FBMK

Vrsta Apilactobacillus kunkeei, prethodno nazvana Lactobacillus kunkeei, fakultativni je
anaerobni mikroorganizam, koji je prvi put izoliran tijekom fermetnacije vina, ali ju se pretezno

povezuje s medonosnim pcelama (Zheng 1 sur., 2020.), zbog Cega je 1 promijenjen naziv roda
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kako bi se istaknula specifi¢na prilagodba pcelama (Vergalito i sur., 2020.). Sojevi izolirani s
cvijeca, pokazali su karakteristike fruktofila te ih se svrstava u skupinu obligatnih FBMK

(Endo i sur., 2012.; Endo i sur., 2009.).

Vrsta Apilactobacillus kunkeei su Gram-pozitivni, nepokretni Stapi¢i koji rastu pojedinacno, u
parovima ili u lancima. Fakultativno su anaerobni i katalaza negativni, osim u prisutnosti hema
u podlozi kada imaju blagu katalaznu aktivnost. Vrsta spada u obligatne FBMK te su im
potrebni dodatni elektron akceptori za rast u mediju koji sadrzava glukozu. Sojevi proizvode
gotovo ekvimolarne koli¢ine mlije¢ne 1 octene kiseline te vrlo malo etanola. Stanice uglavnom
rastu u kiselom do neutralnom mediju (pH 4,5 — 6,8) na temperaturi od 30 °C, a formiraju bijele
i glatke kolonije veli¢ine priblizno 1-2 mm u aerobnim uvjetima i 0,1-0,2 mm u anaerobnim
uvjetima na MRS agaru. U tekuéem mediju s glukozom sporo rastu, dok je rast u teku¢em

mediju s fruktozom iznimno brz (Endo i sur., 2012.).

Ispitivanje probioticke aktivnosti ove vrste pokazuje kako su sojevi (n=3) rezistentni na
kiselinu, enzime i Zu¢ne soli te imaju dobru stopu prezivljavanja tijekom 24 h, te kako nisu
rezistentni na antibiotike (nistatin, spektinomicin, cikloheksimid, kanamicin, ciprofloksacin,
streptomicin), §to ukazuje na potencijal u upotrebi ove vrste kao probiotika. Takoder ispitivana
je antimikrobna aktivnost na patogene bakterije (Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris, Bacillus thuringiensis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella typhimurium, Enterobacter cloaceae, Candida albicans, Escherichia
coli i Serratia marcescens) te je utvrdeno kako sojevi nemaju antimikrobno djelovanje, osim

jednog soja (od 3) na bakteriju Proteus vulgaris (Usta i sur., 2025.).

Edwards 1 sur. (1998.) prvi put su izolirali i opisali vrstu Apilactobacillus kunkeei. Medutim,
vrsta tada nije dobro biokemijski karatkerizirana, a fruktofilne karakteristike vrste nisu

spomenute (Endo 1 sur., 2012.).

Vergalito i sur. (2020.) proveli su istrazivanje na tri soja vrste Apilactobacillus kunkeei koji su
izolirani iz pCelinjeg kruha i GI trakta medonosnih pcela. Pokazalo se kako sojevi imaju sli¢éne
enzimatske profile te da sojevi proizvode korisne enzime leucin arilamidazu, B-galaktozidazu
i B-glukozidazu (osim jednog soja). Takoder, pokazalo se kako sojevi imaju nisku stopu
rezistentnosti na antibiotike, uz iznimku rezistencije na kloramfenikol, ampicilin i kanamicin.
Uz to su ispitivali 1 djelovanje na patogene bakterije Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa 1 Enterococcus faecalis, gdje se pokazalo kako sojevi

Apilactobacillus kunkeei inhibitorno djeluju na vrstu P. aeruginosa i E. faecalis.

Olmos 1 sur. (2014.) genotipizirali su soj ove vrste te su pronasli gene za kloramfenikol
acetiltransferazu, enzim koji je odgovoran za otpornost na kloramfenikol. Pregledom nekoliko
istrazivanja koja su se bavila genotipizacijom DNA vrste A. kunkeei, Vergalito i sur. (2020.)

navode kako je antibioticka rezistencija kodirana jednim, stabilnim genom u kromosomu.

2.1.6. Antimikrobno djelovanje pcelinjeg kruha

Pretragom relevantnih znanstvenih baza podataka mogu se pronaci brojni ¢lanci koji istrazuju
antimikrobno djelovanje pcelinjih proizvoda, gdje se uglavnom radi o propolisu, medu,
matic¢noj mlijeci 1 pcelinjoj peludi. Medutim, antimikrobno djelovanje pcelinjeg kruha tek je

nedavno zadobilo pozornost znanstvene zajednice.

Bakour 1 sur. (2019.) proveli su istrazivanje gdje su opisali nutritivni 1 kemijski sastav te
antioksidativnu 1 antimikrobnu aktivnost jednog uzorka pcelinjeg kruha. Antimikrobna
aktivnost ispitana je na Gram-pozitivnim bakterijama (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes), Gram-negativnim bakterijama (Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Salmonella typhimurium) 1 mikroskopskim gljivama (Aspergillus fumigatus, A.
ochraceus, A. niger, Penicilium funiculosum, P. ochrochloron, P. verrucosum var. cyclopium).
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) hidrometanolnog ekstrakta pcelinjeg kruha za sve
bakterijske vrste kretala se izmedu 0,04 mg/ml 1 0,175 mg/ml, dok se minimalna baktericidna

koncentracija (MBK) kretala izmedu 0,08 mg/ml i 0,35 mg/ml.

U radu Didaras 1 sur. (2021.) istrazeno je antimikrobno djelovanje 18 uzoraka pcelinjeg kruha
prema patogenim bakterijskim vrstama Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium 1 Klebsiella pneumoniae. Svi uzorci pcelinjeg kruha pokazali su
bakteriostatsku aktivnost (zaustavljaju mikrobni rast) dok su MIK i MBK u ve¢ini slucajeva
imale jednake vrijednosti, Sto bi znacilo da uzorci pcelinjeg kruha uglavnom imaju baktericidno
djelovanje (ubijaju mikroorganizme) pri odredenim MIK vrijednostima. Svi uzorci pokazali su
baktericidno djelovanje, osim uzorka 1 koji nije imao inhibitorno djelovanje na patogen S.
typhimurium, te uzoraka 1, 6, 16, 17 1 18 koji nisu inhibitorno djelovali na patogen K.

prneumoniae.
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Elsayed 1 sur. (2021.) ispitali su djelovanje jednog uzorka pcelinjeg kruha na patogene S.
aureus, E. coli, Bacillus subtilis, A. niger, Candida albicans 1 K. pneumoniae. Uzorci pCelinjeg
kruha nisu pokazali antimikrobno djelovanje na mikroskopsku gljivu 4. niger, dok su Gram-
pozitivne bakterije (S. aureus, B. subtilis) bile osjetljivije na uzorke pcelinjeg kruha od Gram-
negativnih bakterija (E. coli, K. pneumoniae). Kao pozitivnu kontrolu koristili su antibiotik
gentamicin, a rezultati su sumirani u tablici 1. te ukazuju na to da je antibiotik uglavnom bio

djelotvorniji od uzorka pcelinjeg kruha.

Tablica 1. Rezultati provedenog istrazivanja antimikrobnog djelovanja uzorka pcelinjeg kruha

na patogene bakterije i mikroskopske gljive (istrazivanje proveli Elsayed i sur., 2021.)

Patogena vrsta Zona inhibicije uzorka Zona inhibicije gentamicina
pcelinjeg kruha (mm) (mm)

S. aureus 26 5
E. coli 18 7
B. subtilis 24 25
K. pneumoniae 12 7
A. niger 0 15
C. albicans 15 o1

Sawicki i sur. (2022.) proucavali su antimikrobno djelovanje viSe pcelinjih proizvoda (med,
pcelinja pelud, pcelinji kruh i pcelinji vosak) metodom difuzije kroz agar u bunarima pri
koncentracijama 35%, 45%, 50%, 70% 1 90%. Pokazalo se kako pcelinji kruh ima najjacu
antimikrobnu aktivnost od svih uzoraka svih ispitivanih pcelinjih proizvoda. Antimikrobna
aktivnost uzorka pcelinjeg kruha (i drugih proizvoda) ispitivana je na bakterijskim vrstama S.
aureus, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, E. coli, S. typhimurium. Svi patogeni sojevi
inhibirani su pri 35%-tnoj koncentraciji uzorka, osim za E. faecalis (inhibirana na 45%-tnoj
koncentraciji). MIK za bakterije S. aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium iznosila je 20%,

aza L. coli izmedu 15120%.

Uzorak pcelinjeg kruha pripremljen je kao otopina u destiliranoj vodi, 70%-tnom etanolu 1
metanolu te je ispitivana antimikrobna aktivnost (Sonmez i sur., 2023.) na Gram-pozitivnim
(S. aureus, B. subtilis, Bacillus sp., B. cereus, E. faecalis, L. monocytogenes), Gram-negativnim

bakterijskim vrstama (K. pneumoniae subs. Pneumoniae, E. coli, Yersinia pseudotuberculosus,
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Vibrio sp., Aeromonas hydrophila, A. sobria, P. aeruginosa) i mikroskopskim gljivama
(Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, C. albicans). Zona inhibicije za metanolni
ekstrakt pcelinjeg kruha povecavala se kako se povecavala koncentracija metanolnog ekstrakta.
U sluc¢aju vodenog ekstrakta, nije doslo do inhibicije ispitivanih vrsta. Etanolni ekstrakt viSe je
inhibirao Gram-negativne bakterije i mikroskopske gljive (osim C. tropicalis), od Gram-

pozitivnih.

Ilie 1 sur. (2024.) ispitivali su antimikrobno djelovanje dvanaest etanolnih (70%) ekstrakata
pcelinjeg kruha na Gram-pozitivnim bakterijama (E. faecalis, S. aureus, B. subtilis), Gram-
negativnim bakterijama (E. coli, P. aeruginosa, Salmonella typhi) te mikroskopskim gljivama
(C. albicans, C. glabrata, C. kefyr i C. krusei). Sest uzoraka péelinjeg kruha pokazalo je
inhibitorno djelovanje prema Gram-pozitivnim bakterijama, dok ih ¢etiri pokazalo inhibitorno
djelovanje prema Gram-negativnim bakterijama, a svega dva uzorka prema mikroskopskim

gljivama.

Kabakei 1 sur. (2024.) proveli su istrazivanje u kojem su usporedivali bioloSku aktivnost
uzoraka pcelinjeg kruha i propolisa te je izmedu ostalog ispitana antimikrobna aktivnost na
patogenim bakterijama Aeromonas hydrophila, A. sobria, Yersinia ruckeri, Vibrio Anguillarum
1 Lactococcus garvieae. Uzorci pCelinjeg kruha za sve ispitivane parametre imali su nize
rezultate od uzoraka propolisa. Uz to pcelinji kruh nije pokazao da sprjecava rast izabranih

patogenih vrsta bakterija.

2.2. Glavne karakteristike patogenih bakterija rodova Salmonella, Escherichia, Listeria i

Staphylococcus

Vrste rodova Salmonella, Escherichia, Listeria 1 Staphylococcus bakterije su koje mozemo
pronaci gotovo svugdje oko nas, a mogu izazvati bolesti koje se prenose hranom (engl.
foodborne illness). Kontaminacija hrane najces¢e je uzrokovana loSom higijenom pa se zbog
toga primjenjuju prakse koje bi ogranicile radnicima da kontaminiraju hranu, kao $to je pranje
ruku, noSenje rukavica ili zabrana rada radnicima koji su bolesni 1 imaju specificne simptome.
Medutim, pridrzavanje ovakvih propisa najcesce je dobrovoljno 1 ovisi o zakonskoj regulaciji
unutar drzave (MMWR, 2023.). Ovi rodovi ukljucuju bakterije rezistentne na antibiotike Sto
danas predstavlja iznimno velik problem kod lijecenja infekcija i uzrokuje velik broj smrti.
Zbog znacajnog povecanja broja takvih bakterija provode se zakonodavne mjere koje bi trebale
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smanjiti upotrebu antibiotika. Siroka rasprostranjenost antibioti¢ki rezistentnih sojeva bakterija
u okolisu olakSava prijenos gena za rezistenciju izmedu razli¢itih bakterijskih vrsta, primjerice
izmedu komenzalisticke mikorbiote i patogena koji se prenose hranom (E. coli, Campylobacter
spp., Enterococcus spp., Salmonella spp., Listeria spp., Staphylococcus spp.), $to uzrokuje brzo

Sirenje takvih svojstava medu bakterijama (Urban-Chmiel 1 sur., 2022.).

Porodica Enterobacteriaceae obuhvaca bakterije koje su Cesti ljudski patogeni, a ujedno neke
od njih koloniziraju ljudski GI trakt (Baran i Aksu, 2016.). Porodica Enterobacteriaceae je
heterogena skupina gamaproteobakterija. To su Stapicasti, nesporulirajuci, fakultativni
anaerobi koji se mogu ili ne mogu kretati, ovisno o tome imaju li peritrihalne flagele. Ujedno
su oksidaza-negativni, katalaza-pozitivni, reduciraju nitrate u nitrite, fermentiraju glukozu
prilikom ¢ega proizvode razli¢ite krajnje produkte. Uglavnom su 2-4 pm dugacki i 0,4-0,6 um
Siroki, sa zaobljenim rubovima, a generativni ciklus im traje izmedu 20 i 30 minuta (Morales-
Lopez i sur., 2019.). Neki od rodova koji pripadaju ovoj porodici su Escherichia, Salmonella,
Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera, Pseudocitrobacter, Pseudoescherichia 1 drugi

(Morales-Lopez i sur., 2019.).

Rod Salmonella su Gram-negativni, Stapicasti, fakultativno anaerobni ubikvisti koji mogu biti
ljudski 1 animalni patogeni (Giannella R.A., 1996.). Vrste roda Sa/monella uzrokuju Sirok
raspon poznatih bolesti kod ljudi, koje variraju od asimptomatskih do fatalnih tifoidalnih
groznica, a pripadaju porodici Enterobacteriaceae (Dekker 1 Frank, 2015.). Vrsta Salmonella
enterica sadrzi vise od 2500 serovara, od kojih je priblizno 80 povezano s uzrokovanjem bolesti
vezanih uz infekciju salmonelom koje se nazivaju salmoneloze. Ve¢ina vrsta posjeduje razlicite
gene za virulenciju, a vecina takvih gena nalazi se na kromosomu ili na plazmidima (Abatcha
1 sur., 2020.). Rod Salmonella uzrokuje bolest nazvanu salmonelozu, koja uglavnom nastaje
zbog konzumacije kontaminirane hrane (Jajere, 2019.). U svom genomu posjeduju odredene
regije koje im omogucuju prilagodbu razli¢itim uvjetima okoliSa, posebice prilikom ulaska u
domacina, ¢ime se povecava virulentnost (Alenazy, 2022.). Genetske regije konzerviranih gena
koje se mogu pronaci u genomu roda Salmonella smatraju se osnovama za evoluciju roda jer
posjeduju brojne prednosti za domacina, koje se ispoljavaju putem virulentnosti i otpornosti na
vise klasa antibiotika. Tako jedna od genetskih regija nosi gene za otpornost na streptomicin,
spektinomicin, sulfonamid, kloramfenikol, florfenikol, tetraciklin i B-laktam (Castro-Vargas 1

sur., 2020.). Vrste roda Sa/monella pokazuju visoku rezistentnost na Sirok spektar antibiotika,

16



primjerice tetraciklin, ampicilin i streptomicin, ¢ime se ogranicavaju terapijske mogucnosti za

klinicke slucajeve koji zahtijevaju antimikrobnu terapiju (Abatcha i sur., 2020.).

Rod Escherichia obuhvaca nekoliko vrsta od kojih je najistrazivanija i najpoznatija vrsta E.
coli. E. coli prva je izolirana vrsta te je i razlog zbog kojeg je uspostavljen rod Escherichia.
Ostale vrste ovog roda tek su relativno nedavno karakterizirane (Yu i sur., 2021.). E. coli su
Gram-negativni, fakultativno anaerobni, nesporogeni, nepokretni, katalaza-pozitivni,
oksidaza-negativni Stapi¢i koji rastu u mezofilnim uvjetima (optimum: 37 °C). Ovisno o
seroloSkim svojstvima ili prisutnosti faktora virulencije, grupirane su u nekoliko podskupina,
izmedu kojih cetiri, koje uzrokuju ozbiljne infekcije kod ljudi, treba posebno istaknuti:
enteropatogenu  (EPEC), enteroinvazivnu  (EIEC), enterotoksigenu (ETEC) i
enterohemoragi¢nu (EHEC) (Pandey i sur., 2000.). Medutim, E. coli se i prirodno nalazi u GI
traktu Covjeka te je jedna od prvih bakterija koje koloniziraju GI trakt novorodencadi, odrzava
anaerobne uvjete u GIT-u, proizvodi vitamine koje Covjek sam ne moZe proizvesti te §titi sustav
od infekcija patogenih mikroorganizama (Moreira de Gouveia i sur., 2024.). E. coli jedna je od
najproucavanijih bakterija zbog kratkog generacijskog vremena i moguénosti horizontalnog
transfera gena, a samim time ¢ini rezervoar gena koji se lako mogu prenijeti na druge bakterije.
Ova vrsta posjeduje gene za rezistenciju na gotovo sve vece vrste antibiotika (p-laktam,
aminoglikozid, tetraciklin, sulfonamid, diaminopirimidin, fenikol, fluorokvinolon, nitrofuran,

nitroimidazol), §to predstavlja veliki problem u cijelom svijetu (Kerek i sur., 2025.).

Vrste roda Staphylococcus su Gram-pozitivni, katalaza-pozitivni koki koji formiraju grozdaste
nakupine (Cebeci 1 Kirmusaoglu, 2020.). Jedna od glavnih vrsta ovog roda je Staphylococcus
aureus, koja je ujedno komenzalni organizam i oportunisti¢ki patogen (Touaitia 1 sur., 2025.).
Nastanjuje mukozne povrSine te proizvodi mnoge faktore virulencije ukljucujuéi
stafilokoagulaze (SC), protein A, stafilokokne enterotoksine (SE) i leukotoksine. S. aureus ima
genomske 1 elemente izvan kromosoma koji mu omogucuju rezistenciju na vazne i ¢esto
koriStene antibiotike poput pB-laktama, tetraciklina i meticilina (engl. Methicillin-resistant S.
aureus, MRSA) (Cebeci 1 Kirmusaoglu, 2020.). Sojevi ove vrste koji su otporni na meticilin

(MRSA), uglavnom su rezistentni i na druge klase antibiotika (Michalik i sur., 2025.).

Vrste roda Listeria su Gram-pozitivni, fakultativno anaerobni, katalaza-pozitivni, mobilni
ubikvisti koji mogu zivjeti u okolisu (tlo, voda 1 biljni materijal) duzi vremenski period i mogu

rasti na Sirokom rasponu temperatura. L. ivanovii i L. monocytogenes su najvaznije vrste koje
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uzrokuju bolesti kod ljudi i1 Zivotinja koje se nazivaju listerioza (Dufailu 1 sur., 2021.; Kaszoni-
Riickerl 1 sur., 2020.). Listerije mogu prezivjeti u okoliSu s visokim koncentracijama soli,
kiselom okoliSu i na vrlo niskim temperaturama (temperature zamrzavanja) (Jahan i Holley,
2016.). Svojstva patogenosti patogenih vrsta listerija mogu se pronaci i u ,,nepatogenim*
vrstama listerija, u koje ubrajamo L. innocua, L. seeligeri i L. welshimeri (Troxler i sur., 2000.).
lako se prethodno smatralo kako L. inmocua nije opasna za zdravlje, novija istrazivanja
pokazuju kako sojevi ove vrste posjeduju odredene genetske regije koje sadrze gene za
patogenost te se pretpostavlja kako je horizontalni transfer gena uzrok ovoj pojavi (Kaszoni-
Riickerl i sur., 2020.). Vrste roda Listeria prirodno nisu otporne na penicilin, aminoglikozide,
tetracikline, makrolide, vankomicin, fluorokvinolone i trimetoprim. Takoder, pokazuju
smanjenu osjetljivost ili rezistentnost na sulfometoksazole, cefalosporine i starije kvinolone
(Troxler i sur., 2000.). Jahan i Holley (2016.) prouc¢avali su moguc¢nost in vitro prijenosa gena
za antibioti¢ku rezistenciju s enterokoka na Listeria spp. Utvrdili su kako su dva od osam
sojeva stekla otpornost na antibiotike tetraciklin i streptomicin. L. monocytogenes u svom
genomu imala je ugradene nove gene za rezistenciju, dok za L. innocua geneticka baza nije
potvrdena postala je rezistentnija na tetraciklin. Zakljucili su kako su enterokoki vjerojatno

prenijeli gene za rezistenciju putem mobilnog genetickog materijala poput transpozona.

7%

Slika 5. Prikaz pod mikroskopom: E. coli (krajnje lijevo), S. aureus (druga s lijeva), S.

enterica (druga s desna), L. innocua (krajnje desno)

izvor: https://www.pinterest.com/pin/420382946483333848/; https://www.pinterest.com/pin/106608716163990219/;
https://media.sciencephoto.com/c0/37/01/56/c0370156-800px-wm.jpg; https://doi.org/10.1016/S0168-1605(99)00071-9
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2.3. Antagonizam izmedu bakterijskih vrsta

Sposobnost mikroorganizama da inhibiraju ili u potpunosti uniSte drugi mikroorganizam ima
velik znacaj od pronalaska prvog antibiotika (Peterson i sur., 2020.). Primjerice, antimikrobna
aktivnost probiotika vazno je svojstvo kojim utjeCu na patogene bakterije. Svojstvo mogu
ispoljavati na nacin da luce nespecifi¢ne antimikrobne tvari (kratkolanc¢ane masne kiseline),
vodikov peroksid te bakteriocine 1 tvari sli¢ne bakteriocinima (Gillor i sur., 2008.). Takoder
mogu proizvoditi tvari kojima vezu esencijalne elemente iz okoliSa, Cine¢i ih nedostupnima
drugim mikroorganizmima, primjerice siderofore (Ahmed i Homstrom, 2014.). Prema
FAO/WHO (2001.), mehanizmi djelovanja probiotika u kontroli patogena ukljucuju
proizvodnju antimikrobnih tvari, kompeticiju s patogenom za mjesto vezanja u GI traktu,
kompeticiju za hranjive tvari te modulaciju imunoloSkog sustava, a ovdje ¢e u nastavku

detaljnije biti opisani neki od glavnih mehanizama inhibicije.

Antibiotici su tvari koje sprjecavaju bakterijski rast te se Siroko upotrebljavaju. Njihova
proizvodnja od strane bakterija vazna je jer predstavlja potencijalno nove lijekove. Tako su
aktinomicete (bakterije tla) poznate po proizvodnji Sirokog raspona antibiotika. Antibiotici
mikroorganizmima mogu sluziti kao ,,oruzje* ili zastita od drugih mikroorganizama, a kako ¢e
utjecati ovisi o njihovoj koncentraciji — mogu sluZziti kao inhibitori (visoke koncentracije) ili

posrednici u komunikaciji (niske koncentracije) (Ranpariya i Tarpara, 2023.).

Kratkolan¢ane masne kiseline (mravlja, octena, propionska, masla¢na i mlije¢na) proizvode se
tijekom anaerobnog metaboliziranja ugljikohidrata te imaju vaznu ulogu u snizavanju pH.
Inhibiraju mikrobni rast zbog moguénosti ulaska u stanicu kroz stanicnu membranu,
disocijacije u luznatijem okoliSu (unutrasnjost stanice) te zakiseljavanju citoplazme i

uzrokovanju osmotskog stresa (Gillor 1 sur., 2008.).

Veliki broj bakterija i arheja imaju sposobnost proizvodnje bakteriocina. Bakteriocini su peptidi
koje proizvode bakterije kako bi inhibirale rast drugih bakterija, a mogu djelovati kao
kolonizacijski peptidi (omogucavaju dominaciju u ve¢ naseljenoj nisi), antimikrobni peptidi
(inhibiraju kompeticijske sojeve ili patogene) ili signalne molekule (komunikacija) (Dobson 1
sur., 2011.). Bakteriocini uglavnom dobivaju naziv prema rodu ili vrsti koja ih proizvodi.
Primjerice, lakticin i nizin proizvode vrste roda Lactococcus, enterocin vrste roda
Enterococcus, pediocin vrste roda Pediococcus, leukocin vrste roda Leuconostoc i slicno
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(Darbandi i sur., 2021.). Bakteriocini koje proizvode BMK inhibiraju rast bakterija kvarenja i
patogenih bakterija koje se prenose hranom (Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) (de Vuyst i
Vandamme, 1994.). Zendo i sur. (2020.) opisali su bakteriocin koji proizvodi vrsta 4. kunkeei,
naziva kunkecin A, te su ispitali antimikrobnu aktivnost prociS¢enog kunkecina A na
indikatorskim sojevima (Lactobacillus apis, L. kullabergensis, Bombilactobacillus mellis,
Bifidobacterium asteroides, Apilactobacillus apinorum, Bombilactobacillus mellifer,
Lactobacillus melliventiris, Escherichia coli, A. kunkeei FF30-6, L. lactis subsp. lactis)

bakterija, gdje su nakon inkubacije uo€ene jasne zone inhibicije na plo¢ama.

Jedan od glavnih elemenata potrebnih za normalno funkcioniranje mikrobne stanice (sinteza
DNA i proteina) jest zeljezo, a uz to sudjeluje i u virulenciji patogenih bakterija, to¢nije sintezi
¢imbenika virulencije (pr. Siga toksin). U uvjetima kada nema dovoljno Zeljeza bakterije
proizvode siderofore kako bi priskrbile Zeljezo iz okoliSa za svoje potrebe, ¢ime dolazi do

kompeticije s drugim mikroorganizmima u stani$tu (Khasheii i sur., 2021.).
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2.4. Metode utvrdivanja antimikrobnog djelovanja

Utvrdivanje inhibitornog ucinka neke djelatne tvari moze se provesti metodom disk difuzije,
odnosno Kirby-Bauerovim postupkom (Hudzicki, 2009.). Pomocu sterilnog vatenog Stapica
inokulira se bakterijska kultura naj¢es¢e na Mueller-Hinton agar, nakon ¢ega se na povrSinu
postave celulozni diskovi natopljeni antimikrobnom tvari. Djelatna tvar difuzijom prelazi s
diska u hranjivu podlogu te se oko mikroorganizma koji je osjetljiv, nakon inkubacije (~24 h),
pojavljuje zona inhibicije. Ocitava se promjer inhibicije (ukljucujuéi i promjer diska) te se
rezultati prikazuju prema parametrima koje je odredio Institut za klinicke i1 laboratorijske
standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) (CLSI, 2016.; CLSI,
2012.). Na ovaj nacin moze se utvrditi rezistentnost nekog mikroorganizma na ispitivanu

djelatnu tvar.

Djelatna tvar na koju
“».  mikroorganizam rezistentan
\b(nema zone inhibicije)

Mikrobni rast

Zona inhibicije

Disk s djelatnom tvari

Slika 6. Metoda disk difuzije (Kirby-Bauer postupak): celulozni disokvi natopljeni djelatnom
tvari koja inhibira (o€ituje se pojavom zone inhibicije oko diska) ili ne inhibira (nema zone

inhibicije oko diska) mikrobni rast

Metoda se provodi i na alternativan nacin da se u agaru izbuSe bunari u koje se doda
antimikrobna djelatna tvar. Tvar difundira u hranjivu podlogu, kao i u slucaju s celuloznim
diskovima (Balouiri 1 sur., 2016.). Kvantitativna analiza podataka zahtijeva odredivanje
minimalne inhibitorne (MIK) 1 minimalne baktericidne (MBK) koncentracije. MIK je

minimalna vrijednost antimikrobne tvari pri kojoj se inhibira vidljvi rast mikroorganizama, dok
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je MBK minimalna vrijednost antimikrobne tvari pri kojoj mikroorganizmi umiru, a najcesce
se izrazavaju u mg/ml ili mg/1 (Balouiri i sur., 2016.; CLSI, 1999.). Za odredivanje MIK i MBK
vrijednosti koriste se metode makrodilucije (provodi se u testnim tubicama) i mikrodilucije

(provodi se u mikrotitarskim plo¢ama) (CLSI, 1999.).

Metoda dvojnih kultura u agaru jos je jedna od metoda koje sluze za ispitivanje antimikrobnog
djelovanja, naj¢es¢e jednog mikroorganizma na drugi mikroorganizam. Provodi se prema

metodologiji koju su opisali Domig i sur. (2014.).

s0j ¢iju antimikrobnu
aktivnost zelimo ispitati

kontrola kontrola

N\

o—
. tretman
—

Slika 7. Shematski prikaz metode dvojnih kultura u agaru

Metodom dvojnih kultura sterilnom ezom se apliciraju prekono¢ne tekuce kulture vrste/soja
¢ija se antimikrobna aktivnost Zeli ispitati, u obliku dviju paralelnih linija na sredinu odabrane
hranjive podloge na Petrijevoj zdjelici. Razmak izmedu dviju paralelnih linija nanesenog
inokuluma (vrste/soja ¢iju antimikrobnu aktivnost zelimo ispitati) bi trebao biti oko 2 cm, a
kako je to prikazano na slici 7. Nakon inkubacije (24 h) ploce se inokuliraju s 5 ul prekono¢ne
tekuce kulture indikatorskih mikroorganizama koji se apliciraju izmedu paralelnih linija
(tretman) i uz rubove ploc¢a (kontrola). Na ovaj nacin na jednu plo¢u mogu se inokulirati dva
indikatorska mikroorganizma. Ploce se zatim stavljaju na inkubaciju 48 h nakon ¢ega se ocitaju
rezultati testa (ima li ili nema rasta izmedu dviju linija te gustoc¢a poraslih kolonija u odnosu

na kontrolu).
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2.5. MALDI-TOF MS i rep- PCR u identifikaciji bakterija

MALDI-TOF masena spektrometrija (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry) analiticka je metoda mikrobne identifikacije 1
karakterizacije temeljene na brzoj i preciznoj procjeni mase ioniziranih molekula uzorka,
kratkim, pulsiraju¢im laserom (UV-ultraljubicasti/IR-infracrveni) nakon kokristalizacije
uzorka s organskom kiselinom niske molekularne mase (matriksa) (Sivanesan i sur, 2023.;
Calderaro 1 Chezzi, 2024.). Metoda se bazira na analizi proteoma kako bi se identificirale
bakterije 1 mikroskopske gljive do razine vrste. Tijekom analize vazno je koristiti matriks
(prethodno pripremljena mjeSavina koja se dodaje uzroku), kako bi se uzorak zastitio od
unistenja zrakama lasera, a ujedno matriks potpomaze isparavanju i ionizaciji uzorka (Clark i
sur., 2013.). Metoda je postala popularna zbog toga §to je brza, precizna i jednostavna, te daje
precizne informacije o molekulama analita (Sivanesan i sur., 2023.). Ranija istrazivanja bila su
ograni¢ena opsegom i nedostatkom baza podataka, standardiziranih reagensa te protokola za
analizu bakterijskih stanica. Danas se rutinska analiza obavlja koriste¢i komercijalne MALDI-
TOF MS sustave baza podataka (Clark i sur., 2013.), na nacin da se maseni spektri dobiveni u
analizi usporeduju s postoje¢im spektrima u bazama podataka kako bi se pronaslo najblize

podudaranje (Kassim i sur., 2017.).

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (€] yellow
0.00 - 1.69 ) red

Slika 8. Interpretacija rezultata dobivenih MALDI-TOF MS analizom vr§i se svrstavanjem

dobivenih vrijednosti rezultata u raspone navedene u tablici na slici.
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Sample . Score Organism (second-best | Score
Name ‘ Sample ID ‘ Organism (best match) Value match) Value|
D9 Do q . . . . .
(=1 (A) (Standard) Apilactobacillus kunkeei Apilactobacillus kunkeei 1.74
i3 Fo No Organism Identification No Organism Identification
(-) (O) (Standard) Possible Paossible
Fl0 F10 . : - No Organism Identification
@ @B) (Standard) Apilactobacillus kunkeei 1.99 Possible

Slika 9. Rezultati dobiveni MALDI-TOF analizom: zeleno oznacena identifikacija visoke
tocnosti, Zuto oznacena identifikacija niske to¢nosti, a crveno oznacena nemogucnost

identifikacije

REP-PCR (engl. Repetitive sequence-based Polymerase Chain Reaction) je metoda koja koristi
primere komplementarne repetitivnim sekvencama unutar DNA koje omogucavaju
amplifikaciju DNA razli¢itih veli¢ina. Upravo zbog razlicitih veli¢ina PCR produkata, ovom
metodom dobivaju se jedinstveni obrasci DNA (engl. fingerprint) koji su specifi¢ni za neki soj
te se metoda Siroko primjenjuje za odredivanje unutarvrsne raznolikosti i selekciju bakterijskih
izolata (Spigaglia 1 Mastrantonio, 2003.). Za vizualizaciju rep-PCR produkata koristi se metoda
gel elektroforeze pri Cemu se priprema agarozni gel u koji se dodaju rep-PCR produkti. Zbog
djelovanja elektri¢nog polja, negativno nabijena DNA molekula, putuje prema pozitivhom polu
gela, te ovisno o veli¢ini produkta, putuje odredenom brzinom u gelu. Nakon odredenog
vremena, elektroforeza se zaustavi te se gel oboja, kako bi ga bilo lakSe vizualizirati. Daljnja
analiza dobivenog obrasca odvija se u nekom od programa za analizu, poput BioNumeric

paketa (Lee 1 sur., 2012.).
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Slika 10. Vizualizacija PCR produkata gel elektroforezom: bijele crte u stupcima oznacavaju
pojedini PCR produkt. Prvi stupac oznacava marker (ve¢ poznati uzorak parova baza) koji

sluZi za usporedbu s nepoznatim uzrocima.
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3. Materijali i metode
3.1. Pokusni dizajn i uzorkovanje pcelinjeg kruha

Na pokusnom pcelinjaku Zavoda za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo 1 specijalnu zoologiju
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu tijekom lipnja 2024. godine prikupljeni su
skupni uzorci pcelinjeg kruha, iz tri pokusne pcelinje zajednice (K1, K2, K3) sive péele (Apis
mellifera carnica Pollman 1879.), koje su bile smjestene u Langstroth-Roothove (LR) ko$nice
(Slika 11.). U pokusne pcelinje zajednice su umetnuti okviri s praznim stanicama sac¢a kako bi
se pcelama omogucilo dovoljno slobodnog prostora za pohranu prikupljene peludi te su nakon
2,5 tjedna (nakon procesa fermentacije pcelinje peludi) iz ispunjenih stanica saca prikupljeni
uzorci pcelinjeg kruha. Pokus je proveden u kontroliranim uvjetima kako bi se osiguralo
prikupljanje autenti¢nih uzoraka pcelinjeg kruha poznate starosti, odnosno svjeZih uzoraka

pcelinjeg kruha odmah nakon zavrSetka procesa fermentacije.

Slika 11. Pokusne pcelinje zajednice (kosnice K1, K2 1 K3) na pcelinjaku Agronomskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Skupni uzorci péelinjeg kruha (PK1, PK2, PK3) prikupljeni su izravno iz stanica sa¢a pokusnih
zajednica K1, K2 i K3 pomocu pribora (cijevi) za vadenje pcelinjeg kruha (tzv. ,,zumba®).
Uzorci su pohranjeni u prikladnu ambalazu (staklenke 25 ml) te cuvani na 4 °C do daljnjih

analiza. Proces uzorkovanja prikazan je na Slikama 12-15.
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Slika 12. P&elinji kruh uskladiSten u Slika 13. Sace iz pokusne zajednice tijekom

stanicama saca uzorkovanje pcelinjeg kruha

Slika 14. Pcelinji kruh Slika 15. Prikupljani uzorci pcelinjeg kruha (PK) iz
ekstrahiran iz stanice sata  pokusnih zajednica / ko$nica K1, K2 i K3 (uzorci PK1,

PK2 i PK3)
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3.2. Kemijska karakterizacija metodom FTIR-ATR spektroskopije

Infracrveni spektri prikupljenih uzoraka pcelinjeg kruha snimljeni su metodom FTIR-ATR
spektroskopije, odnosno spektroskopije u srednjem infracrvenom dijelu spektra (spektralno
podrugje 4000-400 cm™) s Fourierovom transformacijom (FT) i ATR (Attenuated Total
Reflectance; prigusena totalna refleksija) tehnikom snimanja spektara (Slika 16.). Uzorci su
snimljeni u izvornom stanju pomoc¢u infracrvenog (FTIR) spektrometra Cary 660 (Agilent
Technologies) s DTGS (deuterirani triglicin sulfat) detektorom, a za snimanje spektara
primijenjena je tehnika jednorefleksijske priguSene totalne refleksije (ATR). U tu je svrhu
upotrijebljen je Golden Gate ATR instrumentalni dodatak s dijamantom kao internim
refleksijskim elementom i ZnSe (cinkov selenid) optickim komponentama. U svrhu pripreme
uzoraka za spektralnu analizu, prikupljeni uzorci pcelinjeg kruha usitnjeni su 1 homogenizirani

pomocu laboratorijskog porculanskog tarionika.

Apsorpcijski spektri uzoraka péelinjeg kruha snimljeni su na sobnoj temperaturi (24 + 2°C) pri
spektralnoj rezoluciji od 4 cm™'. Svaki spektar snimljen je kao razlika spektra uzorka i ATR
elementa bez uzorka. Za svaki spektar prikupljeno je 32 snimaka (skenova), a snimljeno je
ukupno 4 spektra svakog uzorka koriste¢i razlicite alikvote. Uzorci homogenizirane pcelinje
peludi su postavljen na dijamant ATR ploce te pritisnuti dodatnim instrumentalnim dodatkom
sa safirnim kristalom kako bi se omoguc¢ilo formiranje tankog uniformnog sloja uzorka 1
snimanje njegovog IR spektra (Slika 17.). Uzorci pcelinje peludi i pcelinjeg kruha su

pripremljeni i analizirani na isti nacin.

Slika 16. Infracrveni (FTIR) spektrometar (lijevo) i analiza uzoraka pcelinjeg kruha FTIR-

ATR tehnikom snimanja (desno)
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Slika 17. Uzorak homogeniziranog pcelinjeg kruha izmedu dijamantnog i safirnog kristala

ATR elementa

Sirovi FTIR-ATR spektri pohranjeni su pomocu softverskog paketa Agilent ResolutionsPro
(version 5.3.0, Agilent Technologies). Kvalitativna analiza FTIR-ATR spektara pcelinje peludi
1 pcelinjeg kruha provedena je s ciljem interpretacije 1 asignacije apsorpcijskih vrpci
odgovarajuéim vibracijama funkcionalnih skupina molekula u uzorku, a navedeno je
provedeno koriste¢i softverski paket Spectragryph (version 1.2.16.1.), znanstvenu literaturu i
spektralne zbirke. Daljnja obrada spektara provedena je pomocu programskog paketa za

analizu 1 graficki prikaz spektralnih podataka Origin 8.1. (OriginLab, version 8.1.).
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3.3. Izolacija bakterija mlijecne kiseline iz pcelinjeg kruha

3.3.1. Priprema fizioloske otopine i hranjivih podloga potrebnih za mikorbiolosku analizu

Za potrebe vaganja kemikalija i podloga, u svim analizama, korisStena je laboratorijska vaga
(TE3102S; Santarius AG, Njemacka), a za potrebe sterilizacije kemikalija, preparata i podloga
koristen je Autoklav CertoClav Multicontrol 2 (CertoClav, Austrija).

Fizioloska otopina

Kako bi se pripremila fizioloska otopina korisSten je natrijev klorid (NaCl; VWR Chemicals,
Belgija). Fizioloska otopina pripremljena je na nacin da je 8,5 g NaCl-a otopljeno u 1000 ml

destilirane vode. Otopina je zatim sterilizirana na temperaturi od 121 °C tijekom 15 minuta.

FizioloSka otopina koriStena je za seriju razrjedenja uzoraka pcelinjeg kruha te pripremu

McFarland standarda.

De Man-Rogosa-Sharpe kruta podloga — MRS

Za pripremu krute De Man—Rogosa—Sharpe podloge (MRS; Biolife, Italija) koriStena je
gotova, komercijalno dostupna, dehidrirana hranjiva podloga (De Man—Rogosa—Sharpe agar
with Tween 80; Biolife, Italija). Podloga je pripremljena dodavanjem 70,2 g podloge u 1000
ml destilirane vode , zagrijana do kljuc¢anja kako bi se otopila te se nakon toga sterilizirana na
121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga, ohladena je do priblizno 50 °C te nakon toga

izlivena u sterilne petrijeve zdjelice. Ova podloga koriStena je za izolaciju BMK.

De Man—Rogosa—Sharpe kruta podloga s dodatkom D-fruktoze — FMRS

De Man—Rogosa—Sharpe agar s dodatkom D-fruktoze (HiMedia Laboratories, Njemacka) kruta
hranjiva podloga priprema se prema jednakim uputama kao i MRS podloga, osim §to se u nju
dodaje 10 g D-fruktoze na 1000 ml podloge, zbog ¢ega je za potrebe razlikovanja oznacena s

»FMRS*. Ova podloga koriStena je za izolaciju FBMK.
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De Man-Rogosa-Sharpe kruta hranjiva podloga s dodatkom vankomicin hidroklorida —
LamVab

De Man-Rogosa—Sharpe agar s dodatkom vankomicin hidroklorida (Santa Cruz
Biotechnology, SAD) je kruta hranjiva podloga naziva LamVab koja se priprema prema
jednakim uputama kao i MRS podloga, osim $to se u nju dodaje 10 ml vankomicin hidroklorida

u 1000 ml podloge nakon §to je pH podloge snizen na 5 pomoc¢u 1 M HCl-a.

Vankomicin hidroklorid priprema se na nacin da je 2 mg vankomicin hidroklorida otopljeno u
1 ml destilirane vode, sterilizirano filtracijom i dodano u podlogu, u prethodno navedenoj

koli¢ini, kada se podloga ohladila na 50 °C. Podloga je koristena za izolaciju laktobacila.

Fructose-Yeast extract-Polypeptone broth — FYP

Fructose-Yeast extract-Polypeptone broth (FYP) je tekuca hranjiva podloga, za ¢iju je pripremu
koristeno 10 g D-fruktoze (HiMedia Laboratories, Njemacka), 10 g kvas¢evog ekstrakta (Yeast
extract; Biolife, Italija), 5 g polipeptona (Biolife, Italija), 2 g natrijeva acetata (Kemika d.d.,
Hrvatska), 0,5 g Tween 80 (VWR Chemicals, SAD), 0,2 g MgSO4 x 7 H.O (T.T.T. Ltd.,
Hrvatska), 0,01 g MnSO4 x 4 H,O (Merck, SAD), 0,01 g FeSO4 x 7 H20 (Gram mol, Hrvatska)
10,01 g natrijeva klorida (NaCl; VWR Chemicals, Belgija). Podloga je sterilizirana na 121 °C
tijekom 15 minuta i pustena da se u potpunosti ohladi do upotrebe. Podloga je koriStena za

uzgoj tekuc¢ih kultura FBMK.

3.3.2. Serija razrjedenja uzoraka pcelinjih kruha, nacjepljenje i uzgoj

Kako bi se provela izolacija bakterija, napravljena je serija razrjedenja uzoraka pcelinjeg kruha
(K1, K2, K3) na nacin da je sterilno odvagan 1 g uzorka pcelinjeg kruha i prebacen u sterilnu
vrecicu za homogenizator (Seward, Velika Britanija) u koju je dodano 9 ml sterilne fizioloske
otopine sobne temperature. Suspenzija je homogenizirana (Homogenizator Stomacher 400
Circulator; Seward, Velika Britanija) tijekom 2 min na 230 rpm. U sterilne epruvete
otpipetirano je po 9 ml sterilne fizioloSke otopine sobne temperature. U prvu epruvetu je
prebacen 1 ml otopine iz vre¢ice za homogenizaciju. Otopina je vorteksirana, na Vorteks V-1-
plus uredaju (Biosan, Latvija) te je postupak ponovljen do -3. razrjedenja. Po 0,1 ml svakog
razrjedenja nacijepljeno je na prethodno pripremljene hranjive podloge (MRS, FMRS,

LamVab) u duplikatima za svaki uzorak pcelinjeg kruha.
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Ploce su inkubirane (Sanyo Electric CO. Ltd, Japan) u mikroaerofilnim uvjetima, tijekom 48 h

na 30 °C.
3.3.3. Brojanje 1 izolacija kolonija

Nakon inkubacije na plo¢ama izbrojane su porasle kolonije te je izracunat broj poraslih kolonija
po gramu (CFU/g) (jedinice koje formiraju kolonije/g, engl. colony forming units/g) prema

formuli:

broj kolonija

CFU
broj kolonija (?) = ( ) * reciprocna vrijednost razrjedenja

volumen uzorka

Brojanje kolonija napravljeno je pomocu brojaca kolonija (,,Colony star; Funke Gerber,

Njemacka).

S ploca su izuzete pojedinacne kolonije te su svi prikupljeni izolati pro¢is¢eni tri puta do Cistih
kultura metodom iscrpljenja. Sve Ciste kulture nacijepljene su u tekuce podloge i, nakon
inkubacije kroz 24 h, pohranjene na -20 °C uz dodatak sterilnog 50 %-tnog glicerola (konac¢na

koncentracija glicerola iznosi 25 %).

Za pripremu glicerola (50 %), pomijeSan je glicerol (Gram mol, Hrvatska) s destiliranom
vodom u omjeru 50:50. Otopina je sterilizana na 121 °C tijekom 15 minuta te je ostavljena da

se potpuno ohladi. Glicerol (50 %) je koriSten za pripremu i pohranu glicerol kultura.
3.3.4. Statisticka obrada podataka

Rezultati brojnosti bakterija su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Za izracun statisticki znaCajnih razlika je koriStena jednosmjerna analiza
varijance ANOVA (engl. one-way ANOVA). U slucaju statisticki znacajne razlike (p < 0,05)
proveden je post-hoc Bonferroni test. Statisticke analize su provedene u raCunalnom programu

Microsoft Excel 2016 pomocu dodatka Analiza podataka.
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3.3.5. Identifikacija korisne mikrobiote do razine vrste MALDI-TOF masenim spektrometrom

Identifikacija do razine vrste provedena je MALDI-TOF masenim spektrometrom (Bruker
Daltonics, Njemacka) prema uputama proizvodaca, odnosno prema protokolu ,,extended direct

transfer procedure®.

Pojedinac¢na bakterijska kolonija, koja nije starija od 24 h, razmazana je sterilnom ¢ackalicom
u tankom sloju na oznacene pozicije na plocici za MALDI-TOF. Nakon nanoSenja izolata isti
su prekriveni s 1 pl 70 %-tne mravlje kiseline (Carl Roth, Njemacka) 1 ostavljeni da se osuse

na sobnoj temperaturi na zraku.

Pripremljen je matriks na nacin da je 10 mg/ml a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (HCCA;
Bruker Daltonics, Njemacka) otopljeno u 50%-tnom acetonitrilu (Bruker Daltonics, Njemacka)
1 2,5 %-tnoj trifluorooctenoj kiselini (Bruker Daltonics, Njemacka) te je plo¢ica ponovno

ostavljena na suSenje na sobnoj temperaturi.

Na plocicu s izolatima dodan je po 1 pl matriksa te je ponovno ostavljena da se osusi na sobnoj
temperaturi. Pripremljena plocica stavljena je u MALDI-TOF uredaj gdje su snimljeni spektri
svakog uzorka pomocu Microflex LT spektrometra masa (Bruker Daltonics, Njemacka) pod

kontrolom racunalnog programa FlexControl (verzija 3.4; Bruker Daltonics, Njemacka).

Maseni spektri obradeni su pomocu racunalnog programa Biotyper (verzija 4.1.; Bruker
Daltonics, Njemacka) i usporedeni s bazom Biotyper (MBT-Compas) Identifikacija izolata se
temelji na sli¢nosti masenog spektra izolata odredenom referentnom spektru te je izraZena
numeric¢kim kategorijama gdje vrijednosti variraju od 0,00 do 3,00. Vrijednost > 2,00 ukazuje
da je izolat tocno identificiran na razini vrste, vrijednost > 1,70 1 < 2,00 da je izolat tocno
identificiran na razini roda, a vrijednost < 1,70 da identifikacija nije moguca ni na razini vrste

ni na razini roda.

Kako bi se provjerila valjanost MALDI identifikacije, na ploCice je stavljen i bakterijski test

standard (BTS, engl. bacterial test standard, E. coli) uz matriks.
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3.3.6. DNA ekstrakcija

Pripremljena je Chelex otopina na nacin da je 2,5 g Chelex 100 Resin (Bio-Rad Laboratories
Inc., SAD) i 2,5 ml 0,01 M Tris HCI otopljeno u 0,95 ml destilirane vode. Otopina je

autoklavirana na 121 °C tijekom 15 minuta.

Otpipetirano je po 500 ul Chelex otopine u 1,5 ml Eppendorf tubice. U svaku tubicu prebacena
je veca kolic¢ina izraslih kolonija Ciste kulture sojeva od interesa te je sve vorteksirano. Uzorci
su inkubirani 10 minuta na 95 °C uz konstantno mijeSanje od 300 rpm (ThermoMixer C,
Eppendorf AG, Njemacka). Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 30 sekundi na 15000 x
g te je 100 pul supernatanta pazljivo prebaceno u nove tubice. Izolirane DNA su smrznute do

koriStenja.
3.3.7. Genotipizacija i identifikacija do razine soja rep-PCR metodom

Za identifikaciju do razine soja izolati su genotipizirani pomocu rep-PCR metode 1 pocetnice

GTGS5 (5' GTG GTG GTG GTG GTG 3') ($vec i sur., 2005.).

Pripremljena je reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl koja je sadrzavala 12,5 pl
AccuStart II (Quanta Bioscience, SAD), 10,5 ul UHQ, 1 ul GTGS pocetnice (Microsynth AG,
Microsynth Austria GmbH) te 1 ul DNA.

Amplifikacija je provedena u PCR uredaju Mastercycler Nexus SX1 (Eppendorf AG,

Njemacka) pod uvjetima navedenim u tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti amplifikacije.

PCR korak Temperatura/vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 °C/7 min 1
Denaturacija 90 °C/30 s
Sparivanje pocetnica 40 °C/1 min 30
Produljivanje lanaca 65 °C/8 min
Zavr$no produljivanje lanaca 65 °C/16 min 1
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Nakon amplifikacije, 5 pl rep-PCR produkata pomijesano je s 1,5 ul 6x LD boje (Thermo
Scientific, SAD) te su uneseni u jazice 2 %-tnog agaroznog gela, zajedno s 4 pl molekularnog
biljega 100 bp-DNA-ladder extended (Carl Roth GmbH, Njemacka). Zatim su PCR produkti
razdvojeni horizontalnom gel elektroforezom (SEA 2000®, Elchrom Scientific AG, Svicarska)
na 80 V kroz 1 h 1 50 minuta pri 19 °C, nakon ¢ega je gel bojan 30 minuta u 0,028 %-tnoj
otopini GelRed Nucleic Acid Stain boje (Biotium, SAD). Gel je vizualiziran pomoc¢u uredaja
Molecular Imager Gel Doc XR+ s Image Lab Softverom (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD).
Dobiveni rezultati analizirani su pomocu programa BioNumerics (verzija 7.6.1.; Applied

Maths, Belgija). Prilikom izrade dendrograma, koriStena je razina tolerancije 1 % 1 optimizacija

0,5 %.
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3.4. Biotehnoloska karakterizacija korisnih izolata

3.4.1. Antibioticka rezistencija sojeva FBMK

Za uzgoj prekono¢nih kultura ispitivanih sojeva FBMK koristena je Plate Count Agar (PCA)

kruta hranjiva podloga s dodatkom D-fruktoze (HiMedia Laboratories, Njemacka). Za

pripremu PCA podloge s dodatkom fruktoze (PCA+F) koriStena je gotova, komercijalno

dostupna, dehidrirana hranjiva podloga Plate Count Agar (Biolife, Italija).

Kako bi se ispitala antibioticka rezistencija fruktofilnih sojeva izoliranih iz pcelinjeg kruha

upotrijebljeni su komercijalno dostupni antibiotici prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Antibiotici koriSteni za ispitivanje antibioticke rezistencije sojeva FBMK

Klasa antibiotika Antibiotik Koncentracija Proizvoda¢
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Amfenikoli Kloramfenikol 30 ug o
Dickinson, SAD
o o BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Penicilini Ampicilin 10 pg o
Dickinson, SAD
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Tetraciklini Tetraciklin 30 ug o
Dickinson, SAD
) S o BD BBL™ Sensi-Disc™,; Becton
Glikopeptidni antibiotici Vankomicin Sug
Dickinson, SAD
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Gentamicin 10 pug
Dickinson, SAD
' o BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Aminoglikozidi Streptomicin 300 pg
Dickinson, SAD
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Kanamicin 30 pug
Dickinson, SAD
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Linkozamidi Klindamicin 2 ug
Dickinson, SAD
BD BBL™ Sensi-Disc™; Becton
Makrolidi Eritromicin 15 pg

Dickinson, SAD
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Slika 18. Komercijalno dostupni antibiotici koriSteni za ispitivanje antibioticke rezistencije

FBMK izolata

Za ispitivanje antibioticke rezistencije fruktofilnih sojeva koriStena je Lactic acid bacteria
(LAB) Susceptibility Test Medium (LSM) podloga s dodatkom D-fruktoze (LSM+F). Za
pripremu je koristen 90 %-tni ISO Sensitest agar (Oxoid, Velika Britanija) i 10 %-tna MRS
tekuc¢a podloga. Podloga je pripremljena na nacin da je pomijesano 28,26 g ISO Sensitest agara,
5,52 g MRS tekuce podloge (De Man-Rogosa-Sharpe broth with Tween 80; Biolife, Italija),
1,5 g agara (Biolife, Italija) i 10 g D-fruktoze (HiMedia Laboratories, Njemacka) u 1000 ml
podloge. Podloga je sterilizirana na 121 °C tijekom 15 minuta, a kada se ohladila na 50 °C

izlivena je u Petrijeve zdjelice.

Svi analizirani sojevi su iscrpljeni su na krutoj PCA+F podlozi do ¢iste kulture prije analize
antibioticke rezistencije. Nakon inkubacije na 30 °C tijekom 24 h, u 2 ml prethodno
otpipetirane sterilne fizioloske otopine, dodavana je jedna po jedna kolonija do postizanja
turbiditeta koji odgovara turbiditetu McFarland standarda 0,5 (1,5*%10® CFU/ml) uz koristenje
denzitometar (,,DEN-1 Densitometer*; Biosan, Latvija). U slucaju da je turbiditet ve¢i od 0,5

bakterijska suspenzija je razrijedena sterilnom fizioloSkom otopinom.

Nakon pripreme McFarland standarda, za svaki od ispitivanih sojeva, inokulirane su LSM+F
krute podloge bakterijskim suspenzijama, na nacin da je sterilnim vatenim Stapi¢em bakterijska
suspenzija gusto razmazana po cijeloj povrsini hranjive podloge. PloCe su ostavljene na sobnoj

temperaturi kako bi se suspenzija upila u agar prije nanoSenja antibiotickih diskova.

Pomocu Stambilja za antibiotike (Becton Dickinson, SAD) odgovaraju¢i antibiotic¢ki diskovi
naneseni su na LSM+F podloge.
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Slika 19. Stambilj za antibiotike (Becton Dickinson, SAD)

Ploce su inkubirane na 30 °C tijekom 48 h. Nakon inkubacije, izmjeren je jasno vidljiv promjer
zona inhibicije rasta, uklju¢ujuéi 1 promjer diska. Dobiveni rezultati interpretirani su prema

CLSI standardu (2016.).
3.4.2. Enzimatska aktivnost sojeva FBMK

Kako bi se ispitala enzimatska aktivnost fruktofilnih sojeva izoliranih iz pcelinjeg kruha,

upotrijebljene su hranjive podloge prikazane u Tablici 4.

Tablica 4. Hranjive podloge koriStene za ispitivanje enzimatske aktivnosti

Enzimatska aktivnost Hranjiva podloga
Proteoliticka aktivnost PCA agar sa skim milkom (1.5 % w/v)
Celuloliticka aktivnost PCA agar s karboksimetil celulozom (2 % w/v)
Amilazna aktivnost PCA agar sa Skrobom (2 % w/v)
Lakazna aktivnost PCA agar s gvajakolom (100 pl/1)
B-galaktozidazna aktivnost PCA agar s x-gal-om (20 mg/1)
Lipoliticka aktivnost Tributirin agar s tributirinom (10 ml/1)

PCA kruta hranjiva podloga s obranim mlijekom pripremljena je na nacin da je u obi¢nu PCA
(Plate count agar) podlogu dodano 1,5 g obranog mlijeka (VWR Chemicals, Belgija) na 100

ml podloge te je nakon toga otopina sterilizirana na 121 °C tijekom 15 minuta. Kada se podloga
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ohladila na ~50 °C, izlivena je u sterilne Petrijeve zdjelice. Podloga je koriStena za ispitivanje

proteoliticke aktivnosti mikroorganizama.

PCA kruta hranjiva podloga s karboksimetil celulozom pripremljena je na nacin da je u PCA
agar, nakon dodavanja destilirane vode i uz stalno mijesanje, dodano 2 g karboksimetil celuloze
(VWR Chemicals, Belgija) u 100 ml podloge, zatim je sterilizirana (121 °C/15 min) i nakon
hladenja (~50 °C) izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Podloga je koriStena za ispitivanje

celuloliticke aktivnosti mikroorganizama.

PCA kruta hranjiva podloga sa skrobom pripremljena je na nacin da je u PCA podlogu dodano
2 g skroba (Grammol, Hrvatska) u 100 ml podloge te je podloga sterilizirana (121 °C/15 min).
Nakon hladenja (~ 50 °C) podloga je izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Podloga je koriStena

za ispitivanje amilazne aktivnosti mikroorganizama.

PCA kruta hranjiva podloga s dodatkom gvajakola pripremljena je na nadin da je u PCA
hranjivu podlogu (koja je sterilizirana (121 °C/15 min) i ohladena na ~50 °C) dodano 100 pl
gvajakola (Thermo Scientific, SAD), steriliziranog filtracijom, u 1000 ml podloge. S obzirom
da je gvajakol osjetljiv na svjetlost, podloga je Cuvana zaStiCena od svjetlosti do upotrebe.

Podloga je koriStena za ispitivanje lakazne aktivnosti mikroorganizama.

PCA kruta hranjiva podloga s dodatkom X-gala pripremljena je na nacin da je 20 mg X-gala
(VWR Chemicals, Belgija) otopljeno u 1 ml DMSO-a (Sigma-Aldrich, SAD). X-gal je, prije
dodavanja u sterilnu, ohladenu podlogu steriliziran filtracijom. S obzirom da je osjetljiv na
svjetlost, podloga je Cuvana zaSticena od svjetlosti do upotrebe. Podloga je koriStena za

ispitivanje -galaktozidazne aktivnosti mikroorganizama.

Tributirin kruta hranjiva podloga (Biolab Diagnostics Laboratory Inc., Madarska) pripremljena
je nanacin da je 20 g podloge suspendirano u 1000 ml destilirane vode. Zatim je dodano 10 ml
tributirin suplementa ul000 ml podloge (Biolab Diagnostics Laboratory Inc., Madarska) te se
sve zajedno homogenizirano mijeSanjem. Nakon toga otopina je zagrijana do kljucanja i
sterilizirana autoklaviranjem na 121 °C tijekom 15 minuta. Kada se ohladila na ~50 °C, izlivena
je u sterilne Petrijeve zdjelice. Podloga je koriStena za ispitivanje lipoliticke aktivnosti

mikroorganizama.
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Petrijeve ploce s hranjivim podlogama za ispitivanje enzimatske aktivnosti, podijeljene su na
10 jednakih dijelova te su adekvanto oznaCene. Svaki soj apliciran je u dva ponavljanja na
svaku od odgovarajuéih hranjivih podloga, na nacin da je 2 pl tekuée kulture ispitivanih sojeva
aplicirano direktno u agar pomoc¢u mikropipete. Tako inokulirane plo¢e inkubirane su na 30 °C
tijekom 24 h, u aerobnim uvjetima. Enzimatska aktivnost ocituje se u pojavi prozirne zone oko

mjesta inokulacije ispitivanog soja.

Za vizualizaciju amilazne aktivnosti, plo¢e su natopljene lugolom. Kao pozitivna kontrola,
koriSten je Pseudomonas sp. W2-8 (interna oznaka soja na Zavodu za mikrobiologiju) kojem

je prethodno ispitana enzimatska aktivnost.

3.4.3. Antimikrobno djelovanje sojeva FBMK izoliranih iz p¢elinjeg kruha

Za ispitivanje antimikrobnog djelovanja izoliranih FBMK iz pcelinjeg kruha koriSteni su
sljede¢i sojevi patogenih mikroorganizama koji su komercijalno dostupni te su nabavljeni s
Instituta u Leibniz-u (kolekcija mikroorganizama, engl. German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures GmbH, DSM) ili americke zbirke (engl. American Type Culture Collection,
ATCC):

o Salmonella enterica DSM 14221

e FEscherichia coli DSM 682

e Listeria innocua ATCC 33090

e Staphylococcus aureus DSM 20231

Za uzgoj prekono¢nih kultura patogenih bakterija pripremljena je kruta BHI (Brain Heart
Infusion) podloga, dok je za uzgoj tekucih kultura patogenih bakterija koriStena teku¢a BHI
podloga.

Za pripremu krute BHI (Brain Heart Infusion) podloge koriStena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga (Brain Heart Infusion broth; Biolife, Italija) kojoj je dodano 15 g
agara (Biolife, Italija) u 1000 ml podloge. Podloga je pripremljena prema uputama
proizvodaca, nakon Cega je sterilizirana pri 121 °C tijekom 15 minuta, ohladena (na 50 °C) i

izlivena u Petrijeve zdjelice.
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Za pripremu tekuc¢e BHI (Brain Heart Infusion) podloge koriStena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga (Brain Heart Infusion broth; Biolife, Italija). Podloga je
pripremljena prema uputama proizvodaca, nakon cega je sterilizirana pri 121 °C tijekom 15

minuta te u potpunosti ohladena prije koristenja.

Sojevi fruktofila iscrpljeni su do monokulture na krutoj PCA+F podlozi te inkubirani na 30 °C
tijekom 48 h. Nakon inkubacije u sterilne tubice otpipetirano je po 1 ml teku¢e FYP podloge i
sterilno je ezom inokuliran dio pojedinacne kolonije odgovarajuceg soja. Tubice su inkubirane
pri 30 °C 1 150 rpm tijekom 48 h u orbitalnoj treskalici/inkubatoru (,,Orbital shaker — Inkubator
ES-20; Biosan, Latvija).

Zatim je na sredinu krute PCA+F podloge sterilnim vatenim Stapi¢em nacijepljen odgovarajuci
so0j, ¢iju se aktivnost ispituje, u dvije paralelne crte medusobno udaljene 2 cm. Plo¢e su

inkubirane na 30 °C tijekom 24 h (do vidljivog rasta). Svaki soj ispitan je u dva ponavljanja.

Takoder, pripremljene su prekonoéne kulture indikatorskih bakterija na nacin da su kulture
iscrpljene na krutoj BHI podlozi do monokulture i inkubiraju na 30 °C, aerobno. Nakon
inkubacije u sterilne tubice otpipetirano je po 1 ml teku¢e BHI podloge 1 sterilno je inokuliran
dio pojedinac¢ne kolonije odgovarajuce indikatorske bakterije. Tubice su inkubirane na 30 °C 1

150 rpm tijekom 24 h.

Na plo¢e na kojima su narasli sojevi FBMK, nacijepljeno je po 5 ul tekuce, prekono¢ne
indikatorske kulture. Na sredinu ploc¢e izmedu dvije paralelne crte nacijepljena je indikatorska
kultura u dva ponavljanja - tretman. Indikatorska kultura takoder je nacijepljena uz rub ploce
u dva ponavljanja - kontrola. Inokulirane plo€e inkubirane su u uvjetima optimalnim za rast

indikatorskih kultura (30 °C/24 h, aerobno).
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(indikatorska
bakterija 1)

Slika 20. Shematski prikaz nacina ispitivanja antimikrobnog djelovanja FBMK

s0j ¢iju antimikrobnu
aktivnost Zelimo ispitati

kontrola
(indikatorska
bakterija 2)

tretman

o—
®

(indikatorske
bakterije 11 2)

Nakon inkubacije, ocitaju se rezultati, tj. izmjeri se promjer indikatorskih kolonija izmedu crta

(tretman) 1 promjer indikatorskih kolonija uz rub ploce (kontrola) u milimetrima.
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Rezultati spektralne (FTIR-ATR) analize pcelinjeg kruha

Na Grafikonu 1. prikazani su srednji infracrveni (FTIR-ATR) spektri skupnih uzoraka pcelinjeg
kruha PK1, PK2 i PK3 prikupljenih iz pokusnih zajednica (srednji spektri dobiveni su kao
srednja vrijednost Cetiri IR spektara dobivenih snimanjem cetiri alikvote istog uzorka).
Rezultati kvalitativne spektralne analize prikupljenih uzoraka pcelinjeg kruha pokazali su
sli¢ne integralne spektralne znacajke analiziranih uzoraka s neznatnim razlikama u spektralnoj
regiji izmedu 3600 i 3000 cm™! koja primarno pripada molekulskim vibracijama vode te u
podrudju ,,otiska prsta / fingerprint regiji (1800 — 700 cm™) u kojoj su najzastupljenije razlike
vezane za Secernu frakciju pcelinjeg kruha, odnosno molekulske vibracije C—O skupina
fruktoze, glukoze i saharoze na 1052, 1032 i 993 cm™ (najvisi intenziteti apsorpcijskih vrpci
na ovim valnim brojevima ukazuju na najvisi udio Se¢era u uzorku PK2). Spomenute neznatne
spektralne razlike izmedu analiziranih uzoraka ). PK1, PK2 i PK3 ukazuju na sli¢an kemijski
sastav prikupljenih uzoraka pcelinjeg kruha, Sto je bilo 1 ocekivano s obzirom na to da su
pokusne pcelinje zajednice bile smjeStene na istoj mikrolokaciji te se moze pretpostaviti da su
im na raspolaganju bili dostupni sli¢ni izvori peludi, odnosno da je pelud iz koje su nastali
istrazivani uzorci pcelinjeg kruha bila sliénog botanickog podrijetla. Ipak, osim izvora peludi,
na sastav pcelinjeg kruha svakao utjecu i1 biokemijske promjene do kojih dolazi tijekom

fermentacije pcelinje peludi u stanicama saca (transformacije u p€elinji kruh).

Kako bi razlike izmedu uzoraka PK1, PK2 i PK3 bile detaljnije razjaSnjene te kako bi se dobio
uvid u ukupni kemijski sastav analiziranih uzoraka pcelinjeg kruha, provedena je interpretacija
spektralnih podataka u vidu asignacije svih apsorpcijskih vrpci (IR signala) uocenih u IR

spektrima pcelinjeg kruha, a navedeno je prikazano na Grafikonu 2.

43



0459 piki

1 ——PK2
0404 —pk3

0.35
0.30 —-
0.25—.
0.20 —

0.15

Apsorbancija (a.u.)

0.10

0.05

0.00

I N 1 N I v I N I v I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Valni broj (cm™)

Grafikon 1. FTIR-ATR spektri skupnih uzoraka pcelinjeg kruha (PK1, PK2, PK3)
prikupljenih iz tri pokusne pcelinje zajednice (K1, K2, K3)
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Na Grafikonu 2. prikazan je karakteristican FTIR-ATR spektar pcelinjeg kruha (prikazan kao
srednji spektar uzoraka PK1, PK2 1 PK3) s asignacijom apsorpcijskih vrpci odgovaraju¢im
vibracijama funkcionalnih skupina molekula u pcelinjem kruhu koje odrazavaju njegove
glavne sastavnice. Asignacija je provedena koriste¢i spektralnu zbirku (Socrates, 2004.) i
relevantnu srodnu znanstvenu literaturu (Svecnjak i sur., 2023.; Svecnjak 1 sur., 2017.; Prdun i
sur., 2021.; Conte i sur., 2017.; Wang i sur., 2010.; Pielichowska i sur., 2008.; Kong, i Yu, 2007.;
Max i Chapados, 2007.; Max i Chapados, 2001.).

Kako je vidljivo iz Grafikona 2. Siroka apsorpcijska vrpca u spektralnom podrucju od 3600 cm™
"'do 3000 cm! s apsorpcijskim maksimumom na 3285 cm™! pripada isteznim vibracijama O—
H skupine vode i djelomic¢no vibracijama ugljikohidrata. U tom se podruc¢ju inace pojavljuje i
apsorpcijska vrpca bjelancevina (Amid A vrpca), ali je preklopljena intenzivnijim vibracijama
vode i ugljikohidrata. Apsorpcijska vrpca srednjeg intenziteta pri 2925 cm™ i susjedna slabija
vrpca na 2855 cm’!, karakteristiéne su za asimetriéne i simetri¢ne istezne vibracije alifatskih
C—H skupina lipida. Vrpce s apsorpcijskim maksimumom pri 1645 cm™ i 1605 cm™ uglavnom
se pripisuje proteinskim strukturama Amida I, apsorpcijske vrpce koja se uglavnom sastoji od
isteznih vibracija C=0 i1 C—N skupina. Medutim, moZe se pripisati i molekulskim vibracijama
funkcionalnih skupina vode (H-O-H deformacijska vibracija) i lipida (COO- i C=C istezne
vibracije) koje se u tom spektralnom podru¢ju medusobno preklapaju. IR signali na 1548 cm’!
i 1515 cm™ povezuju se s isteznim vibracijama C=C skupina lipida. Vrpce s apsorpcijskim
maksimumom na 1413 cm’, 1370 cm™!, 1340 cm™ i 1240 cm™ pripisane su isteznim

vibracijama COO™ skupina bo¢nih lanaca proteina. Na 1232 cm’!

smjeStena je Amid III
apsorpcijska vrpca koja se sastoji od C—N isteznih vibracija (30 %), N — H deformacijskih
vibracija (30 %), C — O isteznih vibracija (10 %) te cm-O=C-N deformacijskih vibracija (10
%). Najintenzivnije apsorpcijske vrpce u IR spektru pcelinjeg kruha pojavljuju se u fingerprint
regiji (1800 — 700 cm™), a najznacajnije su C-O istezne vibracije s apsorpcijskim
maksimumom na 1052 cm™ pripisane fruktozi, odnosno na 1032 cm™ pripisane glukozi.
Krajnji dio spektra obiljezavaju Cetiri vrpce manjeg intenziteta apsorpcije. Vrpce uocene na
921 cm™ i 846 cm! pripisane su C—C isteznim vibracijama monosaharida (glukoze i fruktoze),

dok su vrpce uocene na 818 cm™ i 776 cm! karakteristi¢ne za deformacijske C—C—H vibracije

fruktoze.
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Grafikon 2. Karakteristican FTIR-ATR spektar pcelinjeg kruha (srednji spektar PK1 — PK3) s

asignacijom pripadaju¢ih molekulskih vibracija

Prema podacima iz dostupne znanstvene literature, FTIR-ATR spektroskopija je dosad
uglavnom bila primijenjena za kemijsku karakterizaciju pcelinje peludi (Sve¢njak 1 sur., 2023.;
Prdun i sur., 2021.; Isopescu i sur., 2020.; Kasprzyk i sur., 2018.; Castiglioni i sur., 2019.; Anjos
i sur., 2017.), dok je preliminarni prikaz IR spektra pcelinjeg kruha (komparativno s IR
spektrom pcelinje peludi) prikazan samo u jednom recentnom istraZivanju (Svecnjak 1 sur.,

2023.).

Rezultati spektralne analize uzoraka (Grafikon 1. i1 2.) pokazali su kako op¢i (integralni)
spektralni profil analiziranih uzoraka pcelinjeg kruha odgovara onom iz preliminarne studije
koju su objavili Svecnjak i sur. (2023.), no uocene su odredene razlike u intenzitetu i polozaju
apsorpcijskih vrpci koje ukazuju na odredene razlike u kemijskom sastavu istrazivanih uzoraka
u odnosu na uzorke iz spomenute publikacije. Navedeno se moZe povezati s drugacijim
vremenskim periodom prikupljanja uzoraka pcelinjeg kruha i/ili drugacijim botanickim

podrijetlom pcelinje peludi kao sirovine iz koje je nastao istrazivani pcelinji kruh.
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Rezultati spektralne analize pokazali su kako uzorak pcelinjeg kruha PK2 sadrzi najvisi udio
Secera (posebice fruktoze 1 glukoze), a kasnijim je mikrobioloSkim analizama utvrdeno kako
je korisna mikrobiota (fruktofilne bakterije mlijecne kiseline) izolirana iz uzorka PK2 ujedno i

najbrojnija prilikom prvotnog uzgoja na hranjivim podlogama.
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4.2. Brojnost bakterija u pcelinjem kruhu

Nakon inkubacije ploca, na koje su nacijepljena razrjedenja uzoraka pcelinjeg kruha, pobrojane

su porasle kolonije te je izracunata CFU vrijednost (tablica 5).

Tablica 5. Brojnost bakterija (CFU/g) uzoraka pcelinjeg kruha na razli¢itim hranjivim

podlogama (vrijednosti prikazane kao prosjek+standardna devijacija, odnosno ukupan broj

bakterijatstandardna devijacija)

Brojnost korisne mikrobiote
Lactobacillus spp.? FBMK* BMK*
Kosnica X +sd

(LamVab) (FMRS) (MRS)
K1* 4.9E+03 + 3.5E+02 | 7.6E+03 + 9.2E+02 | 7.9E+03 + 3.0E+03 | 4.1E+04 + 2.0E+03
K2b 1.9E+04 + 4.9E+03 | 2.6E+04 + 4.2E+03 | 3.4E+04 + 1.3E+04 | 1.6E+05 + 9.4E+03
K3P 1.6E+04 £ 2.1E+03 | 2.2E+04 + 8.5E+03 | 2.1E+04 + 7.1E+02 | 1.2E+05 + 5.0E03

X+sd 7.8E+04 £ 6.9E+03 | 1.1E+05+9.7E+03 | 1.2E+05 + 1.3E+04

“bynutar iste kategorije oznadavaju statisticki znadajne razlike (p < 0,05)

Moze se primijetiti kako brojnost bakterija mlijecne kiseline u uzorku pcelinjeg kruha ovisi o
koristenim podlogama. Najmanji broj bakterija (laktobacila 1 BMK) je zabiljeZen na LamVab
selektivnoj hranjivoj podlozi za uzgoj laktobacila, dok je na MRS podlogama koje sluze za
odredivanje brojnosti BMK, detektiran najveci broj kolonija. Medutim, ove razlike nisu

statisti¢ki opravdane (p > 0,05).

Statisti¢i znacajne razlike (p < 0,05) evidentne su za brojnost BMK 1 laktobacila u pcelinjem
kruhu dobivenog iz razlic¢itih pcelinjih zajednica bez obzira na koriStene hranjive podloge.
Ukupna brojnost BMK u uzorcima pcelinjeg kruha u zajednici K1 znaajno je manja od
brojnosti BMK u zajednicama K2 i K3. Izmedu zajednice K2 i K3 nisu zabiljeZzene znacajne

razlike.
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4.3. Identifikacija bakterija MALDI-TOF metodom

Metodom MALDI-TOF, uspjesno je identificirano 23 izolata. Svi izolati identificirani su kao

vrsta Apilactobacillus kunkeei.

Ukupno 19 izolata identificirano je s visokom pouzdanosc¢u, gdje se raspon vrijednosti rezultata
kretao izmedu 2,02 i 2,33. Cetiri izolata identificirana su s niskom pouzdano$éu, s rasponom

vrijednosti rezultata 1,97 do 1,99.

Nakon dobivenih rezultata, dalje je provedena ekstrakcija DNA i genotipizacija metodom rep-

PCR.
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Score

Name | SampleID Organism (best match) | yohe
(*-*ﬁ_;(A) (Sm}.}:a,d) Apilactobacillus kunkeei
('HE_)Z(A) (SlaEdzard) Apilactobacillus kunkees
(HE_)7(A) (SmEZard) Apilactobacillus kunkeei
("‘*S_)S(A) (Stag:ard) Apilactobacillus kunkees
Sy | sty | Avilactobacillos kunkeei
(H-%(A) (Stasjard) Apilactobacillus kunkeei
(H-%)Q(A) (Slasgard) Apilactobacillus kunkeei
(H—%(A) (Suﬁ}ud) Apilactobacillus kunkee:
(-H-%)L(A) (Stagc}a(d) Apilactobacillus kunkeei
(+4—% (a) (Stagazard) Apilactobacillus kunkeei
) | (i) | Apilactobacillus kunkeei
5ay | sty | Ailactobacillus kunkeei
(H%g A (Slalx?gaxd) Apilactobacillus kunkeei
("%%) (Stfnld(z)ud) Apilactobacillus kunkeei 199
@B cmfes | Auilactobacillus kunkeei
(4-(:%)7 (A) (s'aﬂaxd) Apilactobacillus kunkeei
(++-C+_)5 (@A) (Staggard) Apilactobacillus kunkeei
(+%5 (a) (Su.cngaxd) Apilactobacillus kunkeei
(+)C—7) (Smggaxd) Apilactobacillus kunkeei 197
('H-"_;; () (Slaggaxd) Apilactobacillus kunkeei
B | o | Avilactobucilluskukesi | 198
(H—E—)s(A) (StaEga:d) Apilactobacillus kunkeei !
(+)£203) (Staigard) tobacillus e 199

Range
2.00 - 3.00
1.70-1.99

0.00 - 1.69

Slika 21. Rezultati identifikacije bakterija MALDI-TOF metodom do razine vrste

Color

yellow

red
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4.4. Rep-PCR analiza izolata

Rep-PCR analizom dobiveni su obrasci koji su analizirani BioNumerics programom (Slika 22).
Iako je u pcelinjem kruhu identificirana samo jedna vrsta, ona pokazuje zna¢ajnu unutarvrsnu

varijabilnost te opcenito, relativna sli¢nost izmedu sojeva varira izmedu 42,2 % 1 100 %.

S obzirom na dobivene rep-PCR obrasce i na temelju slicnosti >70 % koja je uzeta kao
relevantna grani¢na vrijednost (eng. cutoff), izolati se mogu grupirati u Sest skupina (klastera).
Pet skupina sadrzava vise od jednog izolata 1 jedna skupina sadrzi samo jedan izolat (PK17 K2
FMRS6 SK). Klasteri 5 i 6 sadrze po dva soja (skupina 5 — 82,4 % sli¢nosti; skupina 6 — 72,7
% sli¢nosti), klaster 3 sadrzi tri soja (skupina 3 — 80,1 % sli¢nosti) te su prisutna dva velika
klastera, jedan sa Sest sojeva (skupina 1 — 71,3 % sli¢nosti) te jedna skupina s devet sojeva
(skupina 2 — 72,9 % sli¢nosti). Kako bi se ispitala korisna svojstva Sto veceg broja izolata, u
daljnje analize su uklju¢eni svi izolati osim izolata koji pripadaju u skupinu 1, a koji pokazuju
potpuno identi¢ne obrasce (100 % sli¢nost). Stoga je za daljnu biotehnolosku karakterizaciju

FBMK koristen samo jedan predstavnik ova dva izolata i to soj PK17 K3 FMRS 4 (Tablica 6).
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Relativna sli¢nost (%)
4[5 5|0 515 69 6|5 710 7|5 8|0 8[5 910 9|5 190

88,9 |

PK17 K2 FMRS7 SK
PK17 K3 FMRS4 SK
PK17 K3 FMRS3 K| 1
PK17 K1 FMRS5 SK
PK17 K1 FMRS3 SK
PK17 K1 FMRS4 SK
PK17 K3 FMRS1 SK
PK17 K1 LAM1 SK

PK17 K1 MRS1 SK

PK17 K1 MRS+5SK|
PK17 K3 FMRS2 SK
PK17 K1 LAM2 SK
PK17 K1 LAMS5 SK
PK17 K2 LAM3 SK
PK17 K2 LAMS6 SK
PK17 K2 MRS1 SK
PK17 K3 MRS1SK| 3
PK17 K1 LAM4 SK
[PK17 K2 FMRS6 SK| 4
PK17 K2 MRS2 SK
PK17 K3 MRS+3 SK| D
PK17 K3 LAM2 SK
P17 K3 LAMs sk| 6

82,1

71,3

88,9

93,3
63.0 90.4

]

72,9

87.5
86.6

=3
| \ o
W

53.0
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422 69:4

82,4
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|

Slika 22. Dendrogram sojeva Apilactobacillus kunkeei konstruiran na temelju rep-PCR

obrazaca dobivenih s poc¢etnicom GTGS
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Tablica 6. [zabrani izolati nakon rep-PCR analize (n=22)

7
&

Oznaka izolata

Vrsta

PK17 K1 FMRS 5

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 FMRS 1|

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 LAM 2

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 FMRS 3

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 LAM 5

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 FMRS 4

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 MRS+ 3

Apilactobacillus kunkeei

PK17 K3 FMRS 2

Apilactobacillus kunkeei

N S N N Y| AN W N~

PK17 K2 MRS 1

Apilactobacillus kunkeei

~
S

PK17 K2 LAM 6

Apilactobacillus kunkeei

~
~

PK17 K2 MRS 2

Apilactobacillus kunkeei

~
N

PK17 K2 LAM 3

Apilactobacillus kunkeei

~
w

PK17 K1 MRS+ 5

Apilactobacillus kunkeei

~
N

PK17 K1 LAM 1

Apilactobacillus kunkeei

~
W

PK17 K1 MRS _1

Apilactobacillus kunkeei

~
AN

PK17 K1_LAM 2

Apilactobacillus kunkeei

~
N

PK17 K3 MRS_1

Apilactobacillus kunkeei

~
Co

PK17 K1 LAM 4

Apilactobacillus kunkeei

~
o

PK17 K2 FMRS 6

Apilactobacillus kunkeei

N
£

PK17 K1 LAM 5

Apilactobacillus kunkeei

N
~

PK17 K1 FMRS 3

Apilactobacillus kunkeei

N
N

PK17 K1 FMRS 4

Apilactobacillus kunkeei
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4.5. Antibioticka rezistencija fruktofilnih sojeva BMK

Buduéi da je analiza obrazaca antibioticke rezistencije nuzna kod selekcije sojeva za
biotehnoloSku primjenu, a istovremeno ova analiza daje podatke o pojavnosti antibioticke
rezistencije medu bakterijama u okoliSu, svi izolati dobiveni iz pcelinjeg kruha podvrgnuti su
ovoj analizi koja je provedena prema CLSI standardu (2016.). S obzirom na izmjerene promjere
inhibicijskih zona, svi sojevi su rezistentni na vankomicin (VA-5). Niti jedan soj nije
rezistentan na kloramfenikol (C-30), ampicilin (AM-10), tetraciklin (TE-30), gentamicin (GM-
10), klindamicin (CC-2), eritromicin (E-15) i streptomicin (S-300). Tri soja (1, 13 1 14) nisu
rezistentna na kanamicin (K-30) dok su ostali sojevi (2, 3, 4, 10, 11, 15, 18, 19 1 21) umjereno

osjetljivi ili rezistentni na kanamicin.

Slika 23. Rast FBMK soja 16 na Petrijevim plocama s antibiotickim diskovima. Vidljive zone

inhibicije rasta izmjerene su kao promjer (oznaceno sterlicom).

Kako navode Vergalito i sur. (2020.) antibioticka rezistencija kodirana je jednim stabilnim
genom u kromosomu 4. kunkeei, te su svi sojevi koje su ispitivali, rezistentni na ampicilin 1
kloramfenikol. Uz to, Olmos i sur. (2014.) pronasli su gen za rezistentnost na kloramfenikol
kod A. kunkeei. Rezistentnost na ampicilin 1 kloramfenikol nije potvrdena u tom istraZivanju.
BMK, u koje spada i1 A. kunkeei, intrinzi¢no su rezistentne na vankomicin i kanamicin (Usta 1
sur., 2025.; Campedelli i sur., 2018; Gueimonde i sur., 2013.). Ovim istraZivanjem je potvrdena
rezistentnost sojeva na vankomicin (100 %). Medutim, nisu svi sojevi pokazali rezistentnost
na kanamicin, $to ipak ukazuje na odredene varijabilnosti u genomu BMK i FBMK, odnosno

A. kunkeei.
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Tablica 7. Promjer zona inhibicije rasta sojeva A. kunkeei ukljucuju¢i i promjer diska s

antibiotikom prikazan u milimetrima (mm)

Antibiotik s pripadajuéim koncentracijama

Soj C-30 | AM-10 | TE-30 | VA-5 | GM-10 | K-30 | CC-2 | E-15 | S-300
1 44 54 30 0 24 25 46 50 39
2 40 48 30 0 22 17 44 46 33
3 44 46 32 0 19 16 44 46 32
4 42 44 28 0 20 14 44 44 31
5 40 44 28 0 20 13 42 44 30
6 44 48 30 0 20 11 44 44 29
7 40 44 26 0 19 13 38 40 28
8 40 42 22 0 17 10 38 42 29
9 38 474 24 0 18 12 39 42 29
10 42 46 28 0 20 14 43 46 32
1 28 46 26 0 20 14 42 43 31
12 40 48 26 0 18 12 42 44 28
13 36 44 28 0 20 20 40 44 32
14 38 44 28 0 20 18 40 45 34
15 40 48 26 0 20 14 44 46 31
16 36 38 24 0 16 10 36 38 29
17 36 40 28 0 20 12 32 38 20
18 40 42 22 0 20 15 40 43 32
19 42 52 28 0 22 15 43 44 35
20 40 44 24 0 20 12 43 43 31
21 40 44 26 0 21 14 43 45 31
22 42 48 30 0 20 13 44 44 31
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Tablica 8. Interpretacija dobivenih rezultata rezistencije na antibiotike sojeva A. kunkeei na

temelju izmjerenih promjera zona inhibicije rasta (CLSI, 2016.)

Antibiotik s pripadaju¢im koncentracijama

Soj C-30 | AM-10 | TE-30 CC-2 | E
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4.6. Enzimatska aktivnost fruktofilnih sojeva BMK

Kako bi se utvrdila uloga bakterija u razli¢itim ekosustavima, ali i njihov potencijal u
biotehnoloSkim procesima, nuzno je provesti analizu enzimatske aktivnosti bakterijskih
izolata. Enzimatska aktivnost sojeva ocituje se kao prozirna zona oko mjesta inokulacije tekuce
kulture ispitivanog soja na specifi¢noj hranjivoj podlozi. Ispitana je proteoliticka, celuloliticka,
amilazna, lakazna, B-galaktozidazna i lipolitiCka aktivnost svih reprezentativnih sojeva A.
kunkeei. UocCen je isti obrazac aktivnosti za sve sojeve. Svi sojevi pokazuju znafajnu
proteoliticku aktivnost (Slika 24.) dok ostale enzimatske aktivnosti nisu detektirane ni za jedan

od testiranih sojeva.

Slika 24. Proteoliticka aktivnost sojeva A. kunkeei (n=4) na kranjivoj podlozi s obranim
mlijekom. Prozirne zone oko mjesta inokulacije u podlogu pokazatelj su aktivnosti. Izolat

broj 5 = pozitivna kontrola (Pseudomonas sp. W2-8).

Buduc¢i da su proteini glavna komponenta peludi (Thakur 1 Nanda, 2020.), ne iznenaduje
zabiljeZena proteoliticka aktivnost sojeva A. kunkeei. Medutim, u istrazivanju Vergalito 1 sur.
(2020.) takoder je dokazana B-galaktozidazna aktivnost vrste A. kunkeei koja je izostala za
sojeve u ovom radu. Takoder je izostala celuloliticka aktivnost, §to donekle iznenaduje, buduci
da je intina (unutarnja stijenka) pcelinje peludi gradena od velikog postotka celuloze 1 pektina
(Barene i sur., 2015.). Medutim, unutar mikrobioma pcelinje peludi i kruha nalazi se velik broj

razliCitih vrsta i sojeva, te je pretpostavka da neki od njih imaju razvijene metabolicke putove
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ukljucene u razgradnju razli¢itih komplesnih spojeva prisutnih u pcelinjoj peludi, a koji nisu

prisutni (osim proteolize) kod sojeva analiziranih u ovom radu. Sojevi isto tako nisu pokazali

ni amilaznu ni lipoliticku aktivnost. Budu¢i da su istrazivanja mikrobioma pcelinjeg kruha

nedostatna, ne postoje literaturni navodi o enzimatskoj aktivnosti vrste 4. kunkeei (osim za ve¢

spomenutu B-galaktozidaznu aktivnost), a kako bi se mogli usporediti dobiveni rezultati

analiza.

Tablica 9. Rezultati ispitavanja enzimatske aktivnosti fruktofilnih sojeva A. kunkeei (n=22)
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4.7. Antibakterijsko djelovanje fruktofilnih sojeva na odabrane patogene sojeve

Svi sojevi 4. kunkeei (n=22), izolirani i selektirani u ovom istrazivanju, pokazali su znacajno
inhibitorno djelovanje na sve patogene bakterije (Salmonella enterica DSM 14221,
Escherichia coli DSM 682, Listeria innocua ATCC 33090, Staphylococcus aureus DSM
20231). ZabiljeZena je potpuna inhibicija rasta bakterija S. enterica 1 S. aureus nakon aplikacije
svakog od 22 soja A. kunkeei. Svi sojevi pokazali su jako inhibitorno djelovanje prema
patogenoj bakteriji E. coli (DSM 682), dok je jedan soj potpuno inhibirao ovu bakteriju (soj
10). Sest sojeva (3,4, 7, 17, 18 i 19) pokazalo je jako inhibitorno djelovanje prema bakteriji L.

innocua, dok su ju ostali sojevi u potpunosti inhibirali.

IstraZivanja koja se bave antimikrobnim (inhibitornim) djelovanjem vrste A. kunkeei prema
patogenim mikroorganizmima su vrlo oskudna (Usta 1 sur., 2025.; Vergalito i sur., 2020.), §to
nije iznenadujuce s obzirom da su istrazivanja mikrobioma pcelinjeg kruha zapocela relativno

nedavno i ve¢inom se istrazuje djelotvornost ukupnog uzorka (potpoglavlje 2.1.3.).

Rezultati ovog istrazivanja nisu potvrdili nedostatak antimikrobne aktivnosti sojeva 4. kunkeei
na patogene bakterije kao Sto je to bio slucaj u istrazivanju Vergalita i sur. (2020.) te Uste 1 sur.

(2025.), u kojima su sojevi pokazali slabije inhibitorno djelovanje (potpoglavlje 2.1.2.3.).

Rezultati koje su pokazali sojevi 4. kunkeei izolirani iz uzoraka pcelinjeg kruha iz pokusnih
zajednica K1, K2 1 K3 su zbilja impresivni jer pokazuju potpunu inhibiciju prema
potencijalnim patogenim bakterijama, uz izuzetak E. coli, te se moze zakljuciti da opcenito

snaznije inhibiraju Gram-pozitivne bakterije.

Nekoliko je dokazanih mehanizama antimikorbnog djelovanja bakterija mlijecne kiseline. Kao
i ostale FBMK, A. kunkeei fermentiraju fruktozu iz podloge, a pritom proizvode veée koli¢ine
laktata, ¢ime utjeCu na pH podloge i samim time stvaraju nepovoljnije uvjete za rast patogenih
bakterija (Endo i sur., 2018.; Gillor i sur., 2008). Uz to, BMK su poznate po proizvodnji
bakteriocina, koji inhibiraju rast patogenih bakterija (Darbandi i sur., 2021.; Dobson 1 sur.,
2011.; de Vuyst i Vandamme, 1994.), primjerice kunkecin A izoliran iz A. kunkeei inhibirao je

rast E. coli u istrazivanju koje su proveli Zendo i sur. (2020.).

Rezultati istrazivanja antibakterijskog djelovanja u ovom radu upucuju na to da je pcelinji kruh

odlican izvor korisnih bakterija koje imaju potencijal inhibicije rasta patogenih
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mikroorganizma. S obzirom da ovo podrucje nije jos istrazeno, ovo je jedan od prvih radova u

kojem je evidentirana impresivna antimikorbna aktivnost mikrobiote pcelinjeg kruha.

Slika 25. Antibakterijsko djelovanje 4. kunkeei soja 2 na patogene bakterije. Tretmani
patogenih bakterija a, ¢ 1 d nisu vidljivi (potpuna inhibicija), tretman patogena b izgleda kao
osusena kapljica inokuluma (jaka inhibicija); kontrole svih patogenih bakterija dobro rastu,

jasno vidljive

Slika 26. Antibakterijsko djelovanje 4. kunkeei soja 10 na patogene bakterije. Tretmani
patogenih bakterija nisu vidljivi (potpuna inhibicija); kontrole svih patogenih bakterija dobro

rastu, jasno vidljive
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Tablica 10. Rezultati antibakterijskog djelovanja fruktofilnih sojeva A. kunkeei (n=22) na
patogene bakterije (n=4).

Patogena bakterija
Soj A. Staphylococcus
Cunkood Salmonella enterica Escherichia coli Listeria innocua nrens
1 p-i. +++ p.i. p-i.
2 p-i. A p-i. p.i.
3 p-i. A AHE p-i.
4 p-i. SR AR p-i.
5 p-i. SR p-i. p-i.
6 p-i. SR p-i. p-i.
7 p-i. SR AR p-i.
8 p-i. e p.i. p-i.
9 p-i. e p.i. p-i.
10 p-i. p-i. p.i. p-i.
11 p-i. e p.i. p-i.
12 p-i. e p.i. p-i.
13 p-i. e p.i. p-i.
14 p-i. S En p-i. p-i.
15 p-i. S En p-i. p-i.
16 p-i. S En p-i. p-i.
17 p-i. S En AR p-i.
18 p-i. S En AR p-i.
19 p-i. S En AR p-i.
20 p-i. e p.i. p-i.
21 p-i. e p.i. p-i.
22 p-i. A p.i. p.i.

p.i. = potpuna inhibicija, +++ = vrlo jaka inhibicija, ++ = jaka inhibicija, + = slaba inhibicija
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5. Zakljudak

Pcelinji kruh je proizvod medonosnih pcela (4. mellifera L.) koji nastaje procesom
fermentacije pcelinje peludi u stanicama saca, a ima iznimno vaznu ulogu u pcelinjoj zajednici
jer predstavlja glavni izvor proteina, lipida, vitamina i minerala. Ve¢ina pcelinjih proizvoda vec
je vrlo dobro istrazena, medutim istrazivanje pcelinjeg kruha zapocelo je tek nedavno. Upravo
iz tog razloga, ovim istrazivanjem provedena je analiza spektralnog profila pcelinjeg kruha
metodom FTIR-ATR spektroskopije te su iz uzoraka pcelinjeg kruha izolirani korisni
mikroorganizmi s ciljem njihovog detaljnog biotehnoloskog proucavanja, Sto je ukljucivalo
izolaciju, genotipizaciju i identifikaciju korisne mikrobiote te odredivanje antibioticke
rezistencije, enzimatske aktivnosti i antimikrobnog djelovanja na patogene bakterije (S.

enterica, E. coli, L. innocua, S. aureus).

Rezultati spektralne (FTIR-ATR) analize pokazali su jedinstvene spektralne profile istrazivanih
uzoraka pcelinjeg kruha, a provedena asignacija apsorpcijskih vrpci, uocenih u IR spektrima,
dala je uvid u glavne sastavnice analiziranih uzoraka (vode, ugljikohidrata, lipida i proteina).
Spektralni profili uzoraka ukazali su na slican kemijski sastav, $to se moze povezati sa slicnim
botanickim podrijetlom peludi. Najvisi udio Secera utvrden je u uzorku PK2 te je kasnijom
mikrobiolo§kom analizom utvrdena 1 najveca brojnost (CFU/g) korisne mikrobiote u tom

uzorku na svim podlogama, u odnosu na druge uzroke.

Brojnost bakterija mlije¢ne kiseline u uzorku pcelinjeg kruha takoder je ovisila o tome koja je
podloga koriStena za njihovu izolaciju. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) utvrdene su za
brojnost bakterija mlijecne kiseline (BMK) i laktobacila u pcelinjem kruhu iz razli¢itih
pcelinjih zajednica, bez obzira na koriStene hranjive podloge. Ukupna brojnost BMK u
uzorcima pcelinjeg kruha u zajednici K1 (4.1E+04 + 2.0E+03 CFU/g) znacajno je manja od
brojnosti BMK u zajednicama K2 (1.6E+05 + 9.4E+03 CFU/g) i K3 (1.2E+05 + 5.0E03

CFU/g), dok izmedu zajednica K2 i1 K3 nisu zabljeZene znacajne razlike.

MALDI-TOF metodom uspjesno je identificirano 23 izolata kao vrsta Apilactobacillus kunkeei
koja pripada skupini fruktofilnth BMK, te je ukupno 19 izolata izolirano s visokom
pouzdanosti. Rep-PCR metoda koriStena je kako bi se izolati identificirali do razine soja te su

nakon analize dobivenih obrazaca, izolati podijeljeni u Sest klastera na temelju slicnosti >70
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%. Samo dva soja pokazala su 100 %-tnu sli¢nost, Sto znaci da je varijabilnost unutar vrste

znacajna. Opcenito, relativna sli¢nost izmedu sojeva varira izmedu 42,2 % 1 100 %.

BMK, u koje spada i A. kunkeei, intrinzi¢no su rezistentne na vankomicin i kanamicin. Ovim
istrazivanjem je potvrdena rezistentnost sojeva na vankomicin (100 %). Medutim, nisu svi
sojevi pokazali rezistentnost na kanamicin, $to ipak ukazuje na odredene varijabilnosti u
genomu BMK i FBMK, odnosno A. kunkeei. Zabiljezena je proteolitiCka enzimatska aktivnost
sojeva A. kunkeei, medutim izostale su lipoliticka, B-galaktozidazna, lakazna, amilazna i
celuloliticka aktivnost. Sojevi 4. kunkeei inhibitorno su djelovali na sve patogene (S. enterica,
E. coli, L. innocua, S. aureus) te su pokazali jacu antimikrobnu aktivnost prema Gram-
pozitivnim bakterijama (L. innocua, S. aureus). A. kunkeei soj 10 jedini je u potpunosti

inhibirao sve patogene bakterije.

S obzirom na dobivene vrijednosti biotehnoloske karakterizacije sojeva korisne mikrobiote
pcelinjeg kruha, moze se reci kako pcelinji kruh predstavlja izvor korisnih bakterija koje bi
mogle pronaci primjenu u farmaceutskoj i/ili prehrambenoj industriji. Budu¢i da ovo podrucje
nije dovoljno istraZzeno, ovo je jedan od prvih radova u kojem je evidentirana impresivna

antimikrobna aktivnost mikrobiote pcelinjeg kruha.
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8. Sazetak

Kemijska karakterizacija i antimikrobno djelovanje korisne mikrobiote péelinjeg kruha

na patogene bakterije
Ana Knezi¢

Proizvodnja pcelinjeg kruha (PK) kompleksan je bioloski proces koji pocCinje jedinstvenim
oblikom sinergije biljaka i medonosnih pcela (4pis mellifera L.). P¢ele skupljaju peludna zrnca
te ih u formi granula na goljenicama straznjih nogu unose u stanice sa¢a u kosnici, gdje zbog
specificnih uvjeta pelud podlijeze procesu fermentacije kojim nastaje PK (fermentirana
pcelinja pelud). Transformaciju pcelinje peludi u PK najve¢im dijelom provode bakterije
mlijecne kiseline (BMK), prilikom ¢ega nastaje nutritivniji i biodostupniji proizvod za pcele.
Iako je veéina pcelinjih proizvoda predmet dugogodisnjih istrazivanja, pcelinji kruh je i dalje
nedostatno istrazen. Stoga je cilj ovoga rada bio provesti kemijsku karakterizaciju (FTIR
kemijski fingerprinting) PK prikupljenog iz pcelinjih zajednica, izolirati korisne bakterije
mikrobioma prikupljenih uzoraka PK te istraziti njihovu enzimatsku aktivnost 1 antimikrobno
djelovanje prema najznacajnijim patogenim bakterijama, koje se prenose hranom i uzrokuju
bolesti kod ljudi (Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria innocua, Staphylococcus
aureus). Istrazivanje je provedeno na skupnim uzorcima PK prikupljenih iz tri pokusne pcelinje
zajednice sive pcele (4. mellifera carnica). Uzorci pcelinjeg kruha kemijski su karakterizirani
metodom infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom (FTIR) 1 ATR tehnikom
snimanja spektara. [z uzoraka pcelinjeg kruha izolirana je korisna mikrobiota, identificirana do
razine vrste metodom MALDI-TOF MS te do razine soja rep-PCR metodom. Kako bi se izolati
biotehnoloski karakterizirali, ispitana im je antibioticka rezistencija, enzimatska aktivnost 1
antimikrobno djelovanje. Rezultati spektralne (FTIR-ATR) analize pokazali su jedinstvene
spektralne profile istrazivanih uzoraka PK, a provedena asignacija apsorpcijskih vrpci uocenih
u IR spektrima, dala je uvid u glavne sastavnice analiziranih uzoraka (vode,
ugljikohidrata/Secera, lipida i proteina). Spektralni profili istraZivanih uzoraka PK ukazuju na
slican kemijski sastav, §to se moZe povezati sa slicnim botani¢kim podrijetlom peludi, a
najintenzivnije su molekulske vibracije Seéera (na 1052 i 1032 cm™). Kasnijom
mikrobioloSkom analizom utvrdena je najveéa brojnost korisne mikrobiote (1.6E+05 =+
9.4E+03 CFU/g) u uzorku PK2 koji je ujedno sadrzavao najvisi udio Secera. Brojnost BMK u

uzorcima PK iznosila je 4.1E+04 + 2.0E+03 CFU/g do 1.6E+05 + 9.4E+03 CFU/g. 1zolati
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izolirani iz PK identificirani su kao vrsta Apilactobacillus kunkeei, koja pripada skupini
fruktofilnih BMK. Rep-PCR analizom utvrdena je znacajna unutarvrsna varijabilnost unutar
ove vrste. Za biotehnoloSku karakterizaciju, odabrana su 22 soja kojima je potvrdena
intrinzi¢na rezistentnost na vankomicin i kanamicin, ali ne i rezistentnost na druge koristene
antibiotike. Utvrdeno je kako izolirani sojevi pokazuju znacajnu proteoliticku enzimatsku
aktivnost. Takoder je dokazano snazno inhibitorno djelovanje na sve ispitivane patogene
bakterije (S. enterica, E. coli, L. innocua, S. aureus), koje varira od vrlo jake, do potpune
inhibicije te jaCom anitmikrobnom aktivnosti prema Gram-pozitivnim bakterijama. Rezultati
ovog istrazivanja potvrdili su kako je PK znacajan izvor korisnih bakterija Sto ukazuje i na

mogucnost njihove primjene u farmaceutskoj i1/ili prehrambenoj industriji.

Kljuéne rijeci: pcelinji kruh, FTIR-ATR spektroskopija, biotehnoloska karakterizacija korisne

mikrobiote, Apilactobacillus kunkeei, antimikrobno djelovanje
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9. Summary

Chemical characterisation and antimicrobial activity of beneficial microbiota from bee

bread on pathogenic bacteria

Ana Knezié

The production of bee bread (BB) is a complex biological process that begins with a unique
form of synergy between plants and honey bees (Apis mellifera L.). Bees collect pollen grains
and transport it on the corbiculae (pollen baskets) of their hind legs into the honeycomb cells
within the hive, where under the specific conditions, the pollen undergoes a fermentation
process that results in the formation of BB (fermented bee pollen). The transformation of bee
pollen into BB is primarily carried out by lactic acid bacteria (LAB), producing a more
nutritious and bioavailable product for bees. While most bee products have been the subject of
long-term scientific research, bee bread remains insufficiently studied. Therefore, the aim of
this study was to conduct a chemical characterization (FTIR chemical fingerprinting) of BB
collected from bee colonies, to isolate the most significant bacteria from the microbiome of the
BB samples, and to investigate their enzymatic activity and antimicrobial effect against major
foodborne pathogens that cause diseases in humans (Sa/monella enterica, Escherichia coli,
Listeria innocua, Staphylococcus aureus). The research was conducted on polled BB samples
from three experimental colonies of A. mellifera carnica. The BB samples were chemically
characterized using Fourier-transform Infrared Spectroscopy (FTIR) with the ATR technique.
Beneficial microbiota were isolated from the BB samples, identified to the species level using
MALDI-TOF MS method, and to the strain level using rep-PCR method. For biotechnological
characterization, the isolates were tested for antibiotic resistance, enzymatic activity and
antimicrobial activity. FTIR-ATR analysis showed unique spectral profiles of analyzed BB
samples and the assignation of absorption bands observed in the IR spectra provided insight
into the main components of the samples (water, carbohydrates/sugars, lipids and proteins).
The spectral profiles of the BB samples indicated a similar chemical composition, that can be
linked to a similar botanical origin of the pollen. The most intense molecular vibrations are
assigned to sugars (at 1052 and 1032 cm™). Subsequent microbiological analysis revealed the
highest abundance of beneficial microbiota (1.6E+05 + 9.4E+03 CFU/g) in sample PK2, which
also had the highest sugar content. The abundance of LAB in the BB samples ranged from

4.1E+04 + 2.0E+03 CFU/g to 1.6E+05 + 9.4E+03 CFU/g. The isolates obtained from BB were
78



identified as Apilactobacillus kunkeei, a species belonging to the group of fructophilic LAB.
Rep-PCR analysis revealed significant intraspecies variability within this species. For
biotechnological characterization, 22 strains were selected, all of which showed intrinsic
resistance to vancomycin and kanamycin, but were susceptible to other tested antibiotics. The
isolated strains exhibited significant proteolytic enzymatic activity. Additionally, a strong
inhibitory effect was observed against all tested pathogenic bacteria (S. enterica, E. coli, L.
innocua, S. aureus), ranging from strong to complete inhibition, with strongeer antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria. The results of this study confirmed that BB is a
significant source of beneficial bacteria, indicating the potential application in the

pharmaceutical and/or food industries.

Key words: bee bread, Apilactobacillus kunkeei, FTIR-ATR spectroscopy, biotechnological

characterisation of beneficial microbiota, antimicrobial activity
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Zivotopis

Ana Knezi¢ rodena je 07.10.2000. godine u Zagrebu. Do svoje 18. godine zZivjela je u
Hrastovici, selu pokraj Petrinje gdje je zavrsila 1. osnovnu Skolu Petrinja te Opéu gimnaziju.
Uz osnovnoskolsko i srednjoskolsko obrazovanje zavrsila je 1 Osnovnu glazbenu skolu Fran
Lhotka u Petrinji te svira klavir. Nakon srednje Skole seli se u Zagreb, gdje upisuje
preddiplomski studij Animalne znanosti na Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te
ga zavrSava u roku s pohvalom (cum laude), obranom zavr$nog rada pod naslovom “Kakvoca
pcelinjeg voska u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji” pod mentorstvom izv. prof. dr. sc.
Lidije Svecnjak. Nakon preddiplomskog studija, upisuje diplomski studij Mikrobna
biotehnologija u poljoprivredi na Agronomskom fakultetu. Izabrana je u Vijece studija te
trenutno zavrSava 2. godinu diplomskog studija. Odli¢no razumije i govori engleski jezik te

dobro poznaje njemacki jezik. Izvrsno se sluzi ra¢unalom te odli¢no poznaje MS Office paket.

80



