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Sazetak

Diplomskog rada studentice Andreje Grgi¢, naslova

BAKTERIOCINI BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE U PREVENCHI | LIECENJU MASTITISA

Mastitis je najée$ca i najskuplja bolest mlije¢nih krava. Procjenjuje se da od ukupnog broja
muznih krava njih priblizno jedna trecina pati od infektivne upale vimena. U najveéem je
broju slucajeva mastitis posljedica galaktogene penetracije patogenih bakterija u vime
Zivotinje. NajceS¢i uzrocnici mastitisa u mlije¢nih krava su: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae i Streptococcus uberis. Medutim, danas
je uspjeh lije€enja mastitisa antibioticima ogranic¢en bududi da je veéina tih bakterijskih vrsta
postala rezistentna na antibiotike. Stoga su bakteriocini bakterija mlije¢ne kiseline koji imaju
visoki antibakterijski potencijal prema brojnim patogenim bakterijama i pri tom ne stvaraju
rezistentnost, postali predmetom intenzivnih istrazivanja u prevenciji i lije€enju mastitisa.
Djelotvorni bakteriocini u prevenciji i lije€enju mastitisa razni su oblici nizina, lakticina i
aureocina. Bakteriocini djeluju brzo na osjetljive organizme staniénom lizom te na taj nacin
sprjeCavaju da ne dode do razvoja rezistencije kod patogena. Bakteriocini u lijecenju

mastitisa mogu djelovati samostalno ili u sinergiji s drugim bakteriocinima ili antibioticima.

Kljucne rijeCi: mastitis, patogene bakterije, bakterije mlijecne kiseline, antibiotici,

bakteriocini.



Summary

Of the master’s thesis — student Andreja Grgi¢, entitled

BACTERIOCINS PRODUCED BY LACTIC ACID BACTERIA ASSOCIATED WITH THE PREVENTION
AND TREATMENT OF BOVINE MASTITIS

Mastitis is the most common and most expensive disease in dairy farming. It is estimated
that one third of dairy cows suffer from infectious udder inflammation. In most cases,
mastitis is a consequence of penetration of galactogenic pathogenic bacteria into the udder
of the animal. The most common causes of mastitis in dairy cows are: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae and Streptococcus uberis.
However, it has been harder to treat mastitis due to the emergence of antibiotic resistance
in pathogens. Therefore, lactic acid bacteriocins, which have high antibacterial potential
against many pathogenic bacteria and do not create antibiotic resistance, have become the
subject of intense research in the prevention and treatment of mastitis. The most effective
bacteriocins in prevention and treatment of mastitis are various forms of nisin, lacticin and
aureocin. Bacteriocins act rapidly on susceptible organisms by cell lysis and with this rapid
action could ensure that resistance is less likely to develop by pathogens. Bacteriocins can
act independently or in a synergy with other bacteriocins or antibiotics when used in the

treatment of mastitis.

Keywords: mastitis, pathogenic bacteria, lactic acid bacteria, antibiotics, bacteriocins.



1. Uvod

Mastitis, odnosno upala mlije¢ne Zlijezde, jedna je od najskupljih bolesti u intenzivnoj
proizvodniji kravljeg mlijeka. Mastitis nastaje uslijedi Stetnog djelovanja bakterija na mlije¢nu
Zlijezdu. Tijekom mastitisa dolazi do fizikalnih, kemijskih ili bakterioloskih promjena u mlijeku
i vimenu Zivotinje.

Prilikom lijecenja krava potrebno je prvo na osnovu uocenih simptoma, a kasnije
nakon mikrobioloske pretrage vimena odrediti tip mastitisa da bi se mogla odrediti
odgovarajuca terapija. LijeCenje bi trebalo ukloniti bakterije uzro€nike mastitisa iz vimena, ali
danas u praksi to postaje sve teze zbog pojave rezistentnosti bakterija na antibiotike.
Otpornost bakterija na lijekove uzrokovana je prekomjernom upotrebom antibiotika u
lijeCenju mastitisa bez odredivanja antibiograma. Stoga se javila potreba za istrazivanjima u
podrucju primjene novih antimikrobnih tvari u lije¢enju ljudi i Zivotinja bez naru$avanja
njihovog zdravlja.

Zbog antibakterijskih svojstava, u novije se vrijeme istrazuje djelovanje bakteriocina u
prevenciji i lije€enju mastitisa mlije€nih krava. Bakteriocini su ribosomalno sintetizirani
antimikrobni peptidi koji imaju antibiotska svojstva, iako po prirodi nisu antibiotici. To su
tvari bez boje, okusa i mirisa sa Sirokim pH rasponom djelovanja. Proizvod su mnogih
bakterija, a podloZni su djelovanju proteolitickih enzima te se ne zadrzavaju dugo u
organizmu, odnosno nemaju toksi¢an ucinak na humani organizam (Perez i sur., 2014.).
Mogu imati bakteriostatsko ili baktericidno djelovanje koje je najéeS$¢e usmjereno na srodne
bakterijske vrste ili sojeve iste vrste. Bakterije koje ih sintetiziraju posjeduju specifiéne
imunosne sustave koji ih Stite od djelovanja vlastitih bakteriocina. Njihova prednost pred
antibioticima ogleda se u cCinjenici da su to peptidi koji nastaju jednostavhom biosintezom
tijekom primarne faze rasta bakterija dok su antibiotici sekundarni metaboliti.

Razvojem znanosti i tehnologije intenziviraju se istraZzivanja na temu djelovanja
bakteriocina, kvantitete i kvalitete bakteriocina i otkriéa novih bakteriocina. Ekonomske
implikacije mastitisa kao najce$ée bolesti na mlije¢nim farmama garancija su za daljnja
istrazivanja s ciljem razvoja novih tehnologija kod antimikrobne terapije. Bakteriocini se
smatraju alternativom koja uistinu nudi prednosti ispred konvencionalne terapije

antibioticima. Zbog povedane zabrinutosti za ljudsko zdravlje, primarno zbog pojave



antibiotske rezistencije kod patogenih bakterija dodatno se potiCe razvoj alternativnih

antiinfektivnih tvari.

1.1. Cilj rada

Cilj ovog rada je kriti¢ki usporediti dosadasnje rezultate istrazivanja o ucinku razlicitih
vrsta bakteriocina koje tvore bakterije mlije¢ne kiseline na Cetiri najéeS¢a uzroc¢nika mastitisa
u mlijecnih krava: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus

dysgalactiae i Streptococcus uberis.



2. Mastitis

Mastitis ili upala mlije¢ne Zlijezde najc¢esce je infektivno oboljenje mlije¢nih krava, a
nastaje djelovanjem razli¢itih mikroorganizama, naj¢es¢e patogenih bakterija na mlije¢nu
Zlijezdu domacih Zivotinja. Pojavljuje se uslijed razliitih kemijskih, toplinskih ili mehanickih
ozljeda tkiva vimena, i Cesta je bolest mlijecnih goveda (Havranek i Rupi¢, 2003.).

Upala vimena nastaje uslijed stalne borbe izmedu obrambenog sustava Zivotinje i
bakterija koje se Zele naseliti unutar vimena. Mnogi ¢imbenici poput oblika i veli¢ine vimena i
sisa, ozljede na koZi sisa i vimena, higijene, nacina i redovitosti muzZnje te higijenskih uvjeti u
kojima Zivotinja Zivi mogu utjecati na razvoj infekcije ili oCuvanje zdravlja vimena (Bacic,
20009.).

Kravlje vime sastoji se od Ccetiri odvojene sekretorne Zlijezde razdvojene
suspenzornim ligamentima koji, osim funkcije razdvajanja, podrzavaju i veliku tezinu vimena.
Mlijeko u vimenu ne moze prelaziti iz jedne Cetvrti u drugu, kao ni mikroorganizmi koji su
prirodno prisutni u pojedinoj ¢etvrti. Stoga, mastitis mozZe biti prisutan u samo jednoj Cetvrti,
a ostale tri ¢etvrti mogu biti zdrave. Snazni suspenzorni ligamenti su od velike vaznosti za
higijenu vimena jer je ono tada smjesteno vise, te je istodobno i ¢iSé¢e. Bolja higijena vimena
znadi i maniji rizik za nastanak mastitisa (Baci¢, 2009.).

U 95% slucajeva bakterije ulaze u mlije¢nu Zlijezdu kroz sisni kanal, a znatno rjede
preko koze, krvi ili limfe. NajéeSce se javlja kao zasebna bolest, ali i kao popratni simptom
nekih zaraznih bolesti poput bruceloze (Kosteli¢, 2015.). Takoder, odrazava se kroz fizikalne,
kemijske i bakterioloSke promjene u mlijeku i parenhimu vimena (Radostits i sur., 2000.).
Sekretorno tkivo, koje je funkcionalni dio vimena, moze biti trajno osteéeno uslijed mastitisa
(Baci¢, 2009.). Najrizi¢nije razdoblje za pojavu infekcije vimena je na kraju laktacije ili
neposredno prije pocetka laktacije (Giesecke i sur., 1994.). Mlijeko iz upaljenog vimena
sadrzi patogene mikroorganizme koji u vime dospijevaju na razli¢ite nacine i njihove toksine.
Najc¢eséi nacini prijenosa uzroénika bolesti u zdravo vime su dodir s podom i steljom gdje se
nalazi mnostvo mikroorganizama, putem insekata (muha, obada) te utjecajem covjeka zbog
loSe higijene vimena prije i tijekom muznje. Takoder, ozljede koZe sisa i vimena otvaraju put
mikroorganizmima koji ulaze u unutrasnjost vimena i uzrokuju mastitis (Havranek i Rupic,

2003.).



Prema Havranek i Rupi¢u (2003.), upale vimena stvaraju velike Stete u govedarskoj
proizvodnji te industriji mlijeka i mlijeénih preradevina. Stete se ocituju smanjenom
proizvodnjom mlijeka u vimenu, prijevremenim izluéenjem krava iz uzgoja zbog propadanja
Cetvrti vimena, naglim uginuéem i klanjem iz nuzde oboljelih krava. U lije€enju upale vimena
koriste se visoke doze antibiotika s dugotrajnom karencom te je u tom razdoblju mlijeko

neupotrebljivo za prehranu i preradu i Stetno je za zdravlje ljudi.

2.1. Podjela mastitisa

Najucestaliji oblik mastitisa je subklini¢ki, koji je skriven, dok je klini¢ki mastitis vidljiv i
nije toliko ¢est na farmama mlije¢nih krava. Smatra se da je u 90 — 95% slucajeva mastitisa
prisutna subklinicka upala vimena. Subklinicki mastitis je opasniji i uzrokuje veée Stete od
klinickog mastitisa (Havranek i Rupié, 2003.).

Dvije su osnovne podjele mastitisa:
1. Na osnovi klini¢ke slike i jacine simptoma

2. Na osnovi etiologije i epidemiologije razvoja infekcije (Baci¢, 2009.).

Osim same bolesti koja uzrokuje izravne ekonomske gubitke u proizvodnji, ne smiju se
zanemariti ni nedostatci na farmama koji su povezani uz nastanak mastitisa: metabolicki
poremedaji, pogresna hranidba, neadekvatan smjestaj i higijena, neadekvatna muznja, te

nepravilna i neredovita njega papaka (Baci¢, 2009.).

Na osnovu klini¢ke slike postoje:
1. Subklini¢ki mastitis

2. Klinicki mastitis

2.1.1. Subklinicki mastitis

Subklini¢ki mastitis je upala bez vidljivih znakova bolesti, vime krave izgleda

normalno, a mlijeko je nepromijenjeno. Za postavljanje dijagnoze potrebno je provodenje
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dijagnostickih testova kao Sto su odredivanje broja somatskih stanica ili mastitis test.
Mastitis test je brza i jednostavna orijentacijska metoda za odredivanje subklinickog
mastitisa koji sadrzi povrsinski aktivnu tvar i pH indikator. Tim testom se otkriva je li Cetvrt
vimena inficirana, no ne i koji je uzrocnik infekcije. Ako se prilikom reakcije pojavljuje
mnostvo krpicastih tvorbi u mlijeku ili zgrusavanje poput bjelanjka i promjena boje u
ljubicasto, znadi da Zivotinja ima subklini¢ki mastitis. Da bi se odredio uzro¢nik mastitisa
potrebno je pozitivne uzorke mlijeka poslati na mikrobiolosku analizu (Baci¢, 2009.).
Subklinicki oblik moZe u razdoblju od nekoliko sati prijeéi u klinicki oblik. Razvoj
bolesti moze potrajati nekoliko dana, tjedana ili mjeseci, a mozZe se dogoditi i spontano
samoizljecenje. Ovisno o uzrocniku, subklinicki mastitis se javlja u stadima 2 — 20 puta cesce
nego klini¢ki oblik, te je njihovo pravovremeno otkrivanje bitan ¢imbenik u prevenciji
nastanka i Sirenja infekcije (Baci¢, 2009.). Subklini¢ki mastitis je najraSirenija bolest u
proizvodnji kravljeg mlijeka, a utvrdeno je da se na svaki klini¢ki slucaj pojavljuje 15 do 40

subklinickih (Kelly 2002.).

Oblici subklinickog mastitisa su:
a) Poremecena sekrecija — iz mlijeka se ne moZe izolirati uzrocnik, poveéan je broj
somatskih stanica, vime nije inficirano, a mlijeko je slankastog okusa.
b) Latentna infekcija — uzro¢nik je izoliran, povecan je broj somatskih stanica, a mlijeko
je slankasto.
c) Kroni¢no-kataralni mastitis — upala na epitelu cisterni, alveola i kanali¢a (Ca¢i¢ i sur.,

2003.).

Vrlo Cesto subklini¢ki mastitis prelazi u kroni¢an proces (dugotrajan, kada traje duze
od 2 tjedna), a moze trajati i kroz cijelu laktaciju. Dijagnoza mastitisa uglavnom se postavlja
prema broju somatskih stanica (BSS) u mlijeku i kada njihov broj prelazi 280 000 u 1 mL
mlijeka, s 80%-tnom sigurno$éu moze se utvrditi da Zivotinja ima subklini¢cki mastitis

(Stokovié i sur., 2014.).



2.1.2. Klinicki mastitis

Klinicki mastitis moZe se prepoznati po vidljivim promjenama u mlijeku, poput
krpicastih i vlaknastih tvorbi koje ¢ine nakupine odumrlog epitela, leukocita i bjelanéevina.
Vime moZze izgledati normalno ili ote¢eno i bolno (Baci¢, 2009.).

Klini¢ki mastitis se prema jacini simptoma dijeli na blagi, umjereni i jaki oblik. Blagi
oblik klinickog mastitisa (subakutni mastitis) cesto prolazi nezapazeno na farmama gdje se ne
provodi redoviti pregled broja somatskih stanica i mastitis test. Ovaj oblik klinickog mastitisa
moze se otkriti pri kontroli vimena mastitis testom kada su u mlijeku vidljive krpice i prije
dodavanja reagensa. Umjereni oblik klinickog mastitisa prepoznaje se po vidljivo upaljenom
vimenu (crveno, temperirano, tvrdo, bolno) sto je uzrokovano krpicama prisutnim u mlijeku.
One blokiraju mlije¢ne kanali¢e i sprjeCavaju izlazak mlijeka iz alveola te se alveole
povecavaju, a proizvodnja mlijeka smanjuje. Upalu vimena pojacava dotok krvi i tjelesnih
tekucina. Na mjestu upale se nalazi upalni edem koji, takoder, uzrokuje povecanje obujma
vimena. Teski oblik klinickog mastitisa naziva se joS toksi¢ni mastitis ili endotoksicni Sok jer
simptome uzrokuju endotoksini koje stvaraju bakterije za vrijeme infekcije vimena. Ovaj
oblik klinickog mastitisa pored promjene konzistencije mlijeka i vidljivo upaljenog vimena
uzrokuje i poremecaj opéeg stanja krave sa simptomima potiStenosti, upale ociju, hladnih
usiju, slabosti i depresije (Baci¢, 2009.).

Perakutni mastitis je vrlo tezak oblik klinickog mastitisa, brzog razvoja simptoma te
mogucnosti uginudéa krave. Krava se moZe potpuno oporaviti od klinickog mastitisa, ali moze

dodi i do kroni¢énog mastitisa ako nije doslo do bakterioloskog izlje¢enja (Baci¢, 2009.).

2.2. Najcesd¢i uzrocnici mastitisa

Mikroorganizmi su najées¢i uzroénici mastitisa u Zivotinja. U uzro€nike mastitisa
ubrajamo razlicite mikroorganizme poput aerobnih i anaerobnih bakterija, mikoplazmi,
kvasaca i plijesni. Postoji vise ¢imbenika koji odreduju potencijalnog uzro¢nika mastitisa;
ponajprije je to opcéa otpornost Zivotinje, zatim vrsta i patogenost mikroorganizma,

infekcijska doza i uvjeti drzanja muznih Zivotinja. Najceséi uzro€nici mastitisa u mlijecnih



krava su bakterije roda Staphylococcus, Streptococcus, Echerichia coli i drugi koliformni
mikroorganizmi (Baci¢, 2009.).

U Republici Hrvatskoj je 2015. godine provedeno istrazivanje Ciji je cilj bio utvrditi
ucestalost pojedinih mikroorganizama uzro¢nika mastitisa u vimenu krava te provesti
njihovu identifikaciju. MikrobioloSkom pretragom utvrdeno je 767 uzoraka sekreta vimena iz
11 Zupanija i grada Zagreba pozitivnih na mastitis. Pritom je izdvojeno vise desetaka razliitih
vrsta bakterija i patogenih kvasaca koji mogu prouzroditi mastitis. NajceSéi uzrocnici
mastitisa su bile vrste Streptococcus uberis (28,8%), zatim Staphylococcus aureus (15,5%),
Streptococcus spp. (13,8%), Corynebacterium spp. (8,6%), Enterococcus spp. (5,9%),
Trueperella pyogenes (5,1%), Staphylococcus spp. (4,8%), Escherichia coli (4,4%), patogeni
kvasci (3,3%), Streptococcus dysgalactiae (2,1%), Pasteurella spp. (2%). Ostali uzrocnici
izdvojeni su u manjem postotku (Cvetni¢ i sur., 2016.).

Vedina uzro¢nika mastitisa je ubikvitarna, pa se bolest moZe drzati pod kontrolom, ali
ne i iskorijeniti. Mikroorganizmi u vime ulaze kroz sisni kanal, preko povreda na kozi ili krvlju.
Ulaskom u vime, razmnozZavaju se u alveolama, a njihovi toksini oSteéuju epitelne sekretorne
stanice, odnosno uzrokuju mastitis. U pogodovne ¢imbenike za upalu vimena ubrajamo:
nepravilnu i neredovitu muznju, kvarove muznih uredaja, loSu higijenu muznje, krave i staje,
nedostatnu hranidbu i niz drugih ¢imbenika. MuZnja je jedan od glavnih pogodovnih
¢imbenika nastanka mastitisa. Ako je prekratka, u vimenu zaostaje rezidualno mlijeko i moze
uzrokovati upalu vimena, a ako je muznja preduga moze dodi do povecanja broja somatskih
stanica uslijed oStecenja epitela alveola i sluznice cisterne bez djelovanja mikroorganizama

(Havranek i Rupi¢, 2003.).

Prema epidemiologiji uzro¢nika (Baci¢, 2009.), mastitis mozZe biti:
- Kontagiozni (zarazni)
- Uvjetovani (okoli$ni)
U nastavku teksta bit ¢ée opisani najces¢i uzroc€nici mastitisa u suvremenoj proizvodnji

kravljeg mlijeka.



2.2.1. Bakterija Staphylococcus aureus

Bakterija Staphylococcus aureus (slika 2.1.) okruglog je oblika grupiranog u
,grozdove”. Siroko je rasprostranjena u prirodi, a najée$ce se nalazi na koZi i u nosu ljudi i
sisavaca. To je gram-pozitivna, patogena, asporogena i koagulaza pozitivna bakterija kojoj je
za rast pogodan raspon temperature 7 — 48 °C i pH vrijednosti 4 — 10. Pripada skupini
fakultativnih anaerobnih mikroorganizama i ima mogucnost stvaranja razlicitih toksina, Sto ju
¢ini relativno otpornom bakterijom (Samarzija, 2017.).

Bakterija Staphylococcus aureus je najceSéi uzroCnik mastitisa. Tijekom infekcije
Cetvrti tom vrstom nastaju najveci ekonomski gubitci u mljekarskoj industriji, jer inficirana
Cetvrt izluCuje i do 50% manje mlijeka od zdrave Cetvrti. Staphylococcus aureus najéesée
uzrokuje kroni¢nu infekciju koju je teSko izlijeciti, no mjere kontrole i preventive mogu

smanjiti uCestalost infekcije (Baci¢, 2009.).

Slika 2.1. Bakterija Staphylococcus aureus

(Izvor: http://pinnaclehealthradio.org/staphylococcus-aureus-scam-nigeria-uk-based-physician-cries)

Posljednjih desetak godina bakterija S. aureus je najcesée izolirani uzrocnik
subklinickog i klinickog mastitisa muznih Zivotinja (30 — 40%). Zbog toga, ta patogena
bakterija u danasnjim uvjetima proizvodnje ¢esto kontaminira sirovo mlijeko. Istovremeno,
broj rezistentnih sojeva na primjenu antibiotika u lije€enju mastitisa povecao se na priblizno
1

70%. Uzroéno-posljedi¢no tome mlijeko infektivnog vimena moze sadrzavati i do 10% cfu mL’

te bakterije (Samarzija, 2017.). S. aureus je globalno jedan od najvaznijih uzrocnika
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kontagioznih mastitisa u goveda. U ranijim istrazivanjima kod nas i drugdje u svijetu bio je
najces¢i uzrocnik mastitisa (Pavlak i sur., 2008.; Macesi¢, 2010.).

Infekcija bakterijom Staphylococcus aureus javlja se u svim stadijima laktacije, pa su
tako junice u nekim stadima zaraZene vec i prije pocetka prve laktacije. Inficirana mlijecna
Zlijezda najcesci je izvor i rezervoar infekcije, jer bakterije obitavaju i unutar tijela i na tijelu
krave. Bakterije se brzo razmnoZavaju na kozZi sisa i vimena i lako se vezu na sluznicu sisnog
kanala i sisne cisterne (Pavlak i sur., 2008.; Macesi¢, 2010.). Prema Baci¢ (2009.) bakterija S.
aureus ima sposobnost izbjegavanja fagocitoze stvaranjem polisaharida koji oko sebe sadrzi
sluz i tako sprjecava prepoznavanje i fagocitozu te se moze umnazati unutar fagocita, koje
koristi kao transportno sredstvo za odlazak dublje u parenhim vimena.

Veéi dio stada moze biti inficiran bez vidljivih klinickih znakova infekcije. Broj
somatskih stanica je nizak na pocetku infekcije (< 200 000), a ako infekcija potraje onda broj
somatskih stanica varira izmedu 200 000 i 800 000. Infekcija uzrokuje nastanak malih
apscesa u parenhimu vimena. Nastala vezivno tkivna ¢ahura apscesa Stiti uzrocnika od
djelovanja antibiotika, te se privremeno smanjuje broj bakterija i leukocita u uzorku mlijeka
za bakterioloSku analizu. Ako apsces pukne povecava se broj somatskih stanica i bakterija u
mlijeku i manifestira se klini¢ki ili subklinicki mastitis. Bakterijska vrsta S. aureus stvara
razliCite toksine koji mogu uzrokovati bolest kod ljudi prilikom konzumacije svjezeg i
nepasteriziranog mlijeka. Do gangrenoznog mastitisa dovodi toksin alfa-hemolizin, te se
takav tip mastitisa manifestira samo u pojedinim cetvrtima. Bakterijski sojevi S. aureus
osjetljivi su na vecinu antibiotika koji se koriste za lije¢enje mastitisa, iako istovremeno mogu
biti i rezistentni. Takoder, mnogi ¢imbenici sprje¢avaju baktericidno djelovanje antibiotika

(mikroapscesi) (Havranek i Rupi¢, 2003.; Pavlak i sur., 2008.; Macesié, 2010.).

2.2.2. Bakterija Streptococcus agalactiae

Bakterija Streptococcus agalactiae izgleda poput kuglica povezanih u nizove odnosno
lance (slika 2.2.). Ona je gram-pozitivna, nesporogena i nepokretna, katalaza negativna te
fakultativno anaerobna bakterija. Naziva se joS i beta hemoliticki streptokok skupine B

(Bai¢, 2009.).



Slika 2.2. Bakterija Streptococcus agalactiae

(Izvor: https://www.cdc.gov/streplab/groupb-strep/index.html)

Prema epidemiologiji kontagiozni je uzrocnik mastitisa. NajceSée se prenosi tijekom
muznje krava preko ruku muzaca, odjeée, podova i potrosSnog materijala. Glavni izvor
infekcije kod zaraZenih krava je vime. Ako se zaraZena krava uvede medu zdrave krave,
infekcija se unutar stada brzo Siri. Bakterija Streptococcus agalactiae u vime ulazi kroz sisni
kanal. Uzrokuje blagi klinicki ili jaci subklinicki mastitis. Takoder, moze uzrokovati bol i
oticanje vimena, smanjenje proizvodnje mlijeka, ali i pojavu ugrusaka u mlijeku. Bakterija
S.agalactiae jedini je uzrocnik mastitisa protiv kojeg je lijeCenje antibioticima izuzetno
ucinkovito te se jo$ uvijek provodi tijekom laktacije (80 — 90% efikasnosti), a isto tako i

tijekom suhostaja (Baci¢, 2009.).

2.2.3. Bakterija Mycoplasma bovis

U novije doba pojavljuje se infekcija vimena mikoplazmama. Najprisutnija i
najpatogenija vrsta bakterije je Mycoplasma bovis (slika 2.3.), koja osim Sto uzrokuje
mastitis, u teladi i junadi moze biti uzro¢nik pneumonije i artritisa, te akutnih do subakutnih
upalnih procese u razli¢itim organima. Bakterija Mycoplasma bovis nije ubikvitarna, ali se
pojavljuje u goveda kod kojih se infekcija javlja enzootski. Takoder, bakterija Mycoplasma
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bovis uzrokuje latentne infekcije vimena, a time i Sirenje mikoplazmoznog mastitisa (Bacic,
20009.).

Izmedu bakterija Mycoplasma bovis i Mycoplasma agalactiae uzrocnika mastitisa u
ovaca, postoji visoki stupanj srodnosti koja se temelji na antigenskim osobinama. Te dvije
vrste samo se mogu djelomi¢no razlikovati seroloSkom reakcijom inhibicije rasta i
imunofluorescencijom. Tesko ih je razlikovati i pomocu lan¢ane reakcije polimerazom (PCR),
buduéi da se razlikuju u svega nekoliko oligonukleotida. Zbog slicnosti znakova bolesti s
onima $to se nalaze u ovaca i koza oboljelih od zarazne agalakcije, ta je mikoplazma najprije
imenovana kao Mycoplasma agalactiae subsp. bovis, a 1976. godine je dobila danasnji naziv

- Mycoplasma bovis (Askaa i Erng, 1976.).

Slika 2.3. Bakterija Mycoplasma bovis

(Izvor: http://veterina.info/vesti/25-goveda/bolesti-goveda/187-opirnije-o-infekcijama-izazvanim-

mikoplazmama)

Mastitis izazvan bakterijom Mycoplasma bovis je vrlo kontagiozan. Bez obzira na
stadij laktacije u kojem se krava nalazi, u zarazenom stadu od mastitisa oboli vise od 20%
muznih krava. Inkubacija ovisi o dozi uzrocnika, a iznosi dva do Sest dana (Baci¢, 2009.).
Jedan od najvaznijih znakova mikoplazmoznog mastitisa je promjena konzistencije mlijeka,

zatim nagli pad mlijeCnosti na svega nekoliko mililitara sekreta u razdoblju tri do pet dana
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nakon pocetka bolesti, brzo Sirenje infekcije s inficiranih na neinficirane Cetvrti te, konacno,
neuspjeh u lije€enju antibioticima, Sto na kraju zavrSava agalakcijom. Otprilike dva tjedna
nakon pocetka bolesti zahvaéene Cetvrti atrofiraju. Znacajno se mijenja konzistencija sekreta
vimena, koji je vodenkast do gnojni. Za mikoplazmozni mastitis tipi¢an je nalaz obilnog taloga
u epruveti koji €ine krpice fibrina i vodenasti sadrzaj iznad njega. Krave tijekom laktacije ne
mogu ozdraviti od mikoplazmoznog mastitisa, nikad se ne oporave i potrebno ih je izluditi iz
stada (Seol i sur., 2005.).

Bakterija Mycoplasma bovis uzgaja se na obi¢nim hranjivim podlogama za
mikoplazme, tako na primjer kada raste na modificiranoj Hayflickovoj podlozi tvori kolonije
nalik ,jajetu peCenom na oko“ (Baci¢ 2009.). lako se u lije¢enju infekcija uzrokovanih
mikoplazmama koriste mnogi antibiotici i kemoterapeutici, kao Sto su primjerice oni iz
skupine fluorokinolona (enrofloksacin i danofloksacin), teraciklinski pripravci, spektinomicin,
gentamicin i spiramicin, vazno je znati da potpunog izlje¢enja gotovo i nema (Seol i sur.,
2005.). Stoga, da bi se smanjila opasnost od Sirenja infekcije potrebno je izdvojiti iz stada sve
bolesne krave, osigurati visok stupanj higijene tijekom muZnje i dezinfekciju pribora,
sprijeCiti pretrpavanje nastambi i redovito provjeravati stupanj higijene u nastambama

(Baci¢, 2009.).

2.2.4. Okolisni (uvjetovani) uzrocnici mastitisa

Uvjetovani uzrocnici mastitisa potjecu iz okolisa, pojavljuju se uslijed prenapucenosti i
neadekvatno izgradenih Stala, nehigijenskih lezista Zivotinja, nepravilnog pranja i dezinfekcije
vimena te neispravnih muznih uredaja. Infekcija vimena uvjetovanim uzroénicima javlja se
najéesce krajem suhostaja ili u ranoj fazi laktacije. Zivotinja u tom razdoblju ima oslabljen
imunitet pa je podloZnija infekcijama i bolestima. OkoliSni uzrocénici su koliformne bakterije i
streptokoki iz okoliSa koji uzrokuju klinicki mastitis (Havranek i Rupié¢, 2003.; Baci¢, 2009.).

Prema Bacicu (2009.), koliformni mikroorganizmi su gram-negativne Stapiéaste
bakterije, koje pripadaju porodici Enterobacteriaceae, a u njih se ubrajaju: Echerichia coli,
rodovi Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp. i Aerobacter sp. One su prirodna
mikroflora probavnog trakta Zivotinja i ljudi. Sire se fekalnom kontaminacijom okoli$a. No, u

vimenu ne mogu preZivjeti dugo. Prilikom infekcije bakterijom Echerichia coli upala nastaje
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djelovanjem endotoksina te antibiotici nisu ucinkoviti u lije¢enju. Klinicki blagi do srednje jaki
mastitis koji je uzrokovan koliformnim mikroorganizmima prolazi sam od sebe. Koliformni
mikroorganizmi mogu uzrokovati teske oblike mastitisa, Sto moze dovesti ¢ak i do gubitka
Cetvrti vimena.

Baci¢ (2009.) u svojoj knjizi navodi da su streptokoki iz okoliSa gram-pozitivne,
katalaza negativne kugli¢aste bakterije. U njih se naj¢es¢e ubrajaju bakterijske vrste S. uberis,
S. dysgalactiae, S. bovis i Enterococcus faecalis. Oni se nalaze u stelji, pogotovo u slami, kao i
na tijelu krave (ozljedama koZe, sluznicama, usnama, itd.). Uzrokuju subklinicke i klinicke
infekcije blaze od koliformnih mikroorganizama. Mastitis uzrokovan streptokokima iz okolisa
Cesto se javlja u ranoj laktaciji kao rezultat infekcije u prethodnom suhostaju. Klinicke
infekcije se lije¢e antibioticima na osnovu antibiograma.

Prema Baci¢u (2009.), Streptococcus uberis smatra se uvjetnim patogenom. Ona
nema sposobnost vezanja na stanice domacina pa se vjerojatno umnoZava unutar sisnog
kanala. Pojedini sojevi su otporni na fagocitozu jer tvore kapsule koje nemaju antigenske
osobine. Mastitis koji uzrokuje bakterija Streptococcus uberis najcesce se javlja tijekom ljeta
u krava u suhostaju i junica. Lijecenje antibioticima prilikom uvodenja u suhostaj Cesto je
neucinkovito protiv mastitisa uzrokovanog ovom bakterijom. Takoder, bakterija
Streptococcus dysgalactiae pripada skupini uvjetovanih uzrocénika. Pogodovni ¢imbenici za
nastanak infekcije tom vrstom prilikom ¢ega uglavnom nastaje akutni mastitis, su muznja na
prazno kad u sisi nema dovoljno mlijeka pred kraj muznje, ozljede sisa, nadrazenost koze sisa

i sisnog kanala.

2.3. Rezistencija bakterija prema antibioticima

Britanski bakteriolog Alexander Fleming 1928. godine otkrio je penicilin, prvi
antibiotik u svijetu. Od tada, otkriveno je mnogo razlicitih antibiotika koji se nasiroko koriste
za lijeéenje raznih bolesti u klinickoj medicini. Medutim, zbog ceste, ponekad i nepotrebne
upotrebe antibiotika kako kod ljudi tako i kod Zivotinja, sve je ucestalija pojava smanjenog
djelovanja antibiotika te se javlja sve veci broj antibiotik rezistentnih bakterijskih vrsta.
Otpornost bakterija na lijekove Cini ozbiljnu prijetnju zdravlju i sigurnosti hrane. Stoga se

javila potreba za pronalaskom alternativnih odnosno novih antimikrobnih tvari s manje
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nuspojava i manjom otpornosti na patogene bakterije koji bi zamijenili tradicionalne
antibiotike (Zou i sur., 2018.).

Antibiotici su vrlo djelotvorni lijekovi koji sprjeCavaju rast bakterija, kako u lije¢enju
ljudi tako i Zivotinja. Danas se sve vise upotrebljavaju u lije€enju Zivotinja, iako njihova
primjena nije uvijek ucinkovita. Ucestalim i nepotrebnim upotrebama antibiotika, dolazi do
pojave rezistentnosti bakterijskih vrsta na antibiotike i njihovo djelovanje nema ucinka.
Bakterije se brzo prilagodavaju okolini te brzo razvijaju mehanizam otpornosti na pripravke
koji se koriste u lije€enju. Velik broj antibiotika djeluje na isto ciljno mjesto u bakterijskoj
stanici pa se uslijed toga bakterije vrlo brzo prilagode (Habrun i sur., 2015.).

Bakterija moZe razviti rezistenciju na antibiotike na nekoliko nacina. Geni odgovorni
za rezistenciju mogu biti smjesteni na kromosomu ili na plazmidu, ili pak i na jednoj i na
drugoj stani¢noj DNK (Kalenié, 2000.). Glavne pogreske prilikom lijeCenja su izbor
nedjelotvornog antibiotika, krivo doziranje, davanje pogreSne kombinacije antibiotika,
nastavak lije¢enja nakon pojave rezistentnosti. Pri odabiru antibiotika treba voditi raCuna o
klinickom djelovanju lijeka, toksi¢nosti za Zivotinju, rizicima od nastanka mikrobne
rezistentnosti, utjecaju na fiziolosku mikrofloru (Seol i sur., 2010.). Rezistencija bakterija na
antibiotike nastaje: malim promjenama na jednom paru baza u genomu, takozvanim
tockastim mutacijama, te velikim promjenama u genomu, odnosno, preinakama velikih
dijelova genoma ili unosom izvanjske DNK (procesima konjugacije, transformacije,
transdukcije ili transpozicije) (Kaleni¢, 2000.). Porast rezistencije nekih bakterijskih sojeva,
koji izazivaju mastitise, posljedica je njihove otpornosti te se tako smanjuje stopa
bakterioloSkog izljeCenja antibioticima u laktaciji i suhostaju. Stoga, potrebno je smanjiti
ucestalost koriStenja antibiotika u lije€enju krava, a poboljsati preventivne i higijenske mjere
na farmi u cilju smanjenja broja mastitisa. Antibiotike treba koristiti ciljano, prema tipu
uzroc¢nika, obavezno se pridrzavajuci navedenih uputa za uporabu i lijeCenje uvijek provesti
do kraja (Baci¢, 2009.). Prema Habrunu i sur. (2015.) U Hrvatskoj u provedenim
istrazivanjima do danas, za osjetljivost stafilokoka prema antibioticima najucinkovitije tvari
bile su cefoperazon i kombinacija amoksicilina s klavulanskom kiselinom, a ucinkovitost je
bila izmedu 97 — 100% (Jurmanovic¢ i sur., 2012). Leskovec i sur. (2015.) isti¢u da je od ranije
poznata neosjetljivost stafilokoka na ostale beta-laktamske antibiotike poput penicilina.
Bakterija S. aureus je u znatno manjoj mjeri osjetljiva na aktivne tvari koje su do sada bile

vrlo ucinkovite. U istrazivanju, postotak osjetljivih sojeva S. agalactiae prema amoksicilinu s
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klavulanskom kiselinom i prema cefoperazonu iznosi oko 87%. Bakterije vrste S. dysgalactiae
su u najvecem broju uzoraka bili osjetljivi na amoksicilin s klavulanskom kiselinom, dok su
najvecu rezistentnost imali prema streptomicinu. Prema Kalmus i sur. (2011.) izolati bakterije
S. aureus imali su visoku razinu otpornosti na penicilin (61,4%) i ampicilin (59,5%). Stoga,
potrebno je izbjegavati lijekove Sirokog spektra djelovanja, osim u slucajevima akutnog

mastitisa kad je potrebno zapoceti lijeCenje Zivotinje ¢im prije.

2.4. LijeCenje

Prilikom lije¢enja krava potrebno je prvo na osnovu simptoma odrediti tip mastitisa.
Krava oboljela od mastitisa je Cesto loSeg opceg stanja, dehidrirana, bez apetita i
poremecéene probave pa ju je potrebno Sto brze lijeciti (Baci¢, 2009.).

Potporno lijecenje sluzi kako bi se krava brze i lakSe oporavila od upale vimena. U
tezim slucajevima oboljenja potrebno je kravi dati infuziju u obliku fizioloSke otopine
intravenozno ili pumpanjem tekuéine sondom direktno u Zeludac da se smanji stupanj
dehidracije ili ¢estim izmuzivanjem mlijeka kako bi se uklonili toksini i smanjio broj bakterija
koje uzrokuju Stetu u vimenu te kako bi se stimulirao obrambeni mehanizam krave. Takoder,
stanje bolesnog vimena se mozZe olaksati primjenom hladnih obloga (Havranek i Rupic,
2003.; Baci¢, 2009.). Kada su znaci upale vimena kod krave jace izraZzeni, veterinar ve¢inom
propisuje nesteroidne protuupalne lijekove. Ako se koriste na vrijeme, protuupalni lijekovi
smanjuju simptome upale i vrijeme oporavka Zivotinje, kao i brZze vraéanje razine proizvodnje
mlijeka koja je bila prije mastitisa. Ako je krava gravidna, ne preferiraju se steroidni lijekovi
jer mogu dovesti do pobacaja. Steroidni lijekovi imaju jace djelovanje, poboljSavaju stanje
krave, ali ne eliminiraju uzroc¢nike. Tijekom lije¢enja potrebno je ukloniti klinicke znakove
mastitisa, ali i bakterije koje su odgovorne za razvoj mastitisa (Baci¢, 2009.).

Prema Bacic¢u (2009.), antibiotici za intramamarnu primjenu koriste se kao pomo¢
imunoloSkom sustavu krave u eliminaciji patogenih bakterija iz vimena. Intramamarni
antibiotici se koriste nakon provedene bakterioloSke pretrage mlijeka iz oboljelog vimena i
na temelju antibiograma. Za lijeCenje se koriste antibiotske masti koje se unose u vime
prema dobivenom antibiogramu. Mast se unosi aplikatorom kroz sisni kanal u ispraznjeno

vime kako bi dospjela do Zarista upale.
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Lijecenje antibiotskim mastima za vime provodi se nekoliko uzastopnih dana, svakih
12 do 24 sata, uvijek uz prethodno potpuno izmuzivanje svih ¢etvrti vimena. Upala se moze,
osim antibioticima, uspjesno lijeciti i sulfonamidima, antihistaminicima i drugim

kemoterapeuticima koji uspjeSno unistavaju uzro¢nike upale (Havranek i Rupié, 2003.).

2.5. Ekonomski gubitci uslijedi pojave mastitisa

Vec od prije je poznato da mastitis uzrokuje najveée ekonomske gubitke u mlije€nom
govedarstvu. Cimbenici koji utje€u na ekonomske gubitke farmi su: smanjena proizvodnja
mlijeka, troSkovi veterinarskih usluga, lijekova i lijeCenja oboljele Zivotinje, prijevremeno
izluCivanje Zivotinja, vrijednost odbacenog mlijeka i smanjena plodnost Zivotinje. Klinicki i
subklinicki mastitis utje€u na smanjenje koli¢ine proizvodnje mlijeka, koje moZze biti trajno ili
privremeno. Oporavak vimena ovisi o tijeku infekcije i vrsti uzro¢nika mastitisa (Baci¢, 2009.).

Baci¢ (2009.), iskazuje kako s porastom broja somatskih stanica opada proizvodnja
mlijeka, a sa svakim udvostrucenjem broja somatskih stanica proizvodnja mlijeka opada za
2%. Pojava mastitisa ima utjecaj i na fizikalno kemijska svojstva mlijeka, zbog ¢ega takvo
mlijeko nije pogodno za preradu u mlijec¢ne proizvode. Tijekom lije¢enja mastitisa u mlijeku
zaostaju antibiotici, pa se ono mora neskodljivo uklanjati uzimajuci u obzir period karence.
Krave oboljele od mastitisa imaju duze medutelidbeno razdoblje, a s tim i smanjenu
proizvodnju mlijeka. Intenzivna, visoka proizvodnja mlijeka zbog velikog prijevremenog
izluéenja krava, moZe dovesti do veéeg remonta stada u odnosu na izlucenje Sto ima za
posljedicu vece ekonomske gubitke.

Ovisno o proizvodnji tijekom laktacije, novija istraZivanja pokazuju da je ukupni
gubitak mlijeka zbog klinickog mastitisa izmedu 110 i 550 litara po laktaciji. Tijekom klinickog
mastitisa neupotrebljivo mlijeko, lijekovi i lije¢enje, prijevremeno izluéenje i dodatni rad
uzrokuju velike troskove, a procjenjuje se da se kreé¢e od 500 do 700 kuna po kravi. Smatra se
da oko 88% gubitaka nastaje zbog manje proizvodnje mlijeka te higijenski i zdravstveno

neprihvatljivog mlijeka koje se mora neskodljivo ukloniti (Baci¢, 2009.).

16



3. Bakteriocini

Naziv ,bakteriocin” prvi se puta spominje 1953. godine, a danas je poznato da oko
99% bakterija stvara barem jedan bakteriocin, a takoder ih sintetiziraju i neke arheje
(Nandane i sur., 2007; Imran, 2016). Bakteriocini su ribosomalno sintetizirani antimikrobni
peptidi ili proteini koje stvaraju brojne bakterijske vrste (Samarzija, 2015.). Prema
svojstvima, bakteriocini su uglavnom molekule manjih molekulskih masa koje rijetko prelaze
10 kDa. Cesto se posttranslacijski modificiraju te su podloZni razgradnji proteolitickim
enzimima, osobito proteazama gastrointestinalnog trakta sisavaca, Sto ih Cini sigurnim za
ljudsku konzumaciju. Bakteriocini su opcenito kationske amfipatske molekule jer sadrze vise
ostataka lizina i arginina. U vecini slucajeva, bakteriocini imaju uski spektar djelovanja te
prema tome inhibiraju sojeve usko srodnih bakterijskih vrsta (Zacharof i Lovitt, 2012.).

Pojedini bakteriocini imaju i Siroki spektar inhibicijskog djelovanja, poput nizina koji
iskazuje antimikrobnu aktivnost prema brojnim gram-pozitivnim bakterijama. Tipi¢an primjer
je nizin, bakteriocin kojeg sintetizira bakterija Lactococcus lactis, bakterija mlijecne kiseline
(BMK). One se danas intenzivno istrazuju zbog moguénosti njihove primjene u prehrambenoj
industriji kao biokonzervansa (Sudkovi¢ i sur., 2010.) (Slika 3.1.). Pojedini sojevi BMK osim
bakteriocina proizvode jos i niz drugih metabolickih spojeva poput diacetila, acetona,
vodikovog peroksida, reuterina, reutericiklina, slabih organskih kiselina (Veskovi¢ Moracanin
i sur., 2014.). Bakteriocini, iako imaju antibiotska svojstva, ne klasificiraju se kao antibiotici.
Za razliku od antibiotika koji imaju Siroki spektar djelovanja, aktivnost bakteriocina je uzeg
spektra, odnosno bakteriocini odredene vrste bakterija aktivni su protiv sojeva iste vrste ili
srodnih vrsta. Bakteriocini su termostabilni i aktivni u Sirokom rasponu pH vrijednosti dok su
antibiotici termolabilni i aktivni u uskom rasponu pH vrijednosti. Bakteriocini nemaju boju,
okus i miris dok antibiotici imaju. Bakteriocini su sigurni za konzumaciju zahvaljujuéi tome sto
ih proteoliticki enzimi lako razgraduju i uglavnom nisu toksi¢ni za eukariotske stanice, a
antibiotici imaju nisku razgradivost i toksi¢ni su za veéinu eukariotskih stanica. Otpornost na
bakteriocine ostvaruje se prilagodbom putem promjena u sastavu stanicne membrane, dok
se rezistentnost na antibiotike ostvaruje genetskim promjenama kojima se inaktivira aktivna
komponenta. Tako dugotrajna primjena antibiotika, to jest izloZzenost patogenih bakterija ili
uzrocnika kvarenja, moze dovesti do razvoja otpornosti na iste (Bastos i sur., 2015).

Mehanizmi putem kojih se ostvaruje njihova otpornost obi¢no su povezani s promjenama u
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stanicnom omotacu bakterija. Te promjene mogu uzrokovati smanjeno vezivanje ili
umetanje bakteriocina, odstranjivanje bakteriocina, izbacivanje bakteriocina putem efluks
pumpi i razgradnju bakteriocina (Bastos i sur., 2015.). Nasuprot tome, Perez i sur. (2014.) ne
pronalaze dokaz o pojavi otpornosti bakterija na bakteriocine Sto bi se moglo objasniti
njihovim brzim mehanizmom djelovanja koji stvara pore u membrani ciljane bakterije, ¢ak i
pri iznimno niskim koncentracijama. MoZda je ipak najznacajnija prednost bakteriocina u
odnosu na konvencionalne antibiotike cinjenica da je njihova biosinteza relativno
jednostavna i odvija se u primarnoj fazi rasta, dok su antibiotici sekundarni metaboliti
(zacharof i Lovitt, 2012.; Perez i sur., 2014.).

Glavne razlike izmedu bakteriocina i antibiotika prikazane su u tablici 3.1.

Humana medscma

I N Humani
/ b gastrointestinalni trakt
probiotici ’
pro¢iicavanje

Bakterije mlijedne

kiseline :> Bakteriocini —
S\
starter i aditivi
dodame (nisin)
kulture > Hrana
Kvaliteta e’

sigumost hrane

Slika 3.1. Prikaz moguce primjene bakteriocina bakterija mlije¢ne kiseline

(Izvor: prilagodeno prema De Vuyst i Leroy, 2007.)
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Tablica 3.1. Glavne razlike izmedu bakteriocina i konvencionalnih antibiotika

Karakteristike

Bakteriocini

Antibiotici

Primjena

Prehrana/Klini¢ka

Klinicka

Sinteza

Ribosomalna

Sekundarni metaboliti

Spektar djelovanja

Vecinom uzak

Vecinom Sirok

Intenzivnost djelovanja

Aktivni u nano-mikro molarnom

Aktivni u mikro-mili molarnom

rasponu rasponu
Proteoliticko enzimska razgradnja Visoka Umjerena — Nepostojeca
Termostabilnost Visoka Niska
Aktivni pH raspon Sirok Uzak
Boja/okus/miris Ne Da
PodloZnost bioinZenjeringu Da Ne

Moguci mehanizmi razvijanja

rezistencije na ciljane stanice

Prilagodba putem promjena u

sastavu stanicne membrane

Genetske promjene kojima se

inaktivira aktivna komponenta

Nacin djelovanja

Stvaranje pora, inhibicija

biosinteze stanicne stijenke

Stani¢cna membrana ili

unutarstanicni ciljevi

Toksi¢nost prema eukariotskim

stanicama

Relativho ne

Da

(Izvor: Prilagodeno prema Perez i sur., 2014.)

Zbog svog antimikrobnog djelovanja, provedena su brojna istrazivanja o prakti¢noj

primjeni bakteriocina koja se prvenstveno odnose na proizvodnju i o€uvanje zdravstvene

ispravnosti hrane sprecavajudéi rast nezeljenih mikroorganizama uzrocnika bolesti te njihovu

primjenu u podrucju medicine i veterine, Sto je prikazano u tablici 3.2. i na slici 3.2. (Pieterse

i Todorov, 2010.).

19




~—

'y
';\

"

Proizvodac bakteriocina

ProciSceni bakteriocin

4
4 )

@ +

Hrana za Zivotinje  |jjekovi

3

\ Hrana

S

Slika 3.2. Primjena bakteriocina

(Izvor: https://www.frontiersin.org/files/Articles/91530/fmicb-05-00241-r4/image_m/fmicb-05-
00241-g002.jpg)

Bakteriocini, identificirani za potencijalnu uporabu kao antimikrobne tvari, ukljucuju
lantibiotike koje proizvode gram—pozitivnhe BMK te kolicine i mikrocine koje proizvode gram-
negativne bakterije (Gillor i sur., 2005.). Bakteriocini pronalaze svoju prakti¢cnu primjenu u
podrucju medicine kao na primjer u tretmanima lije€enja koZznih infekcija te lijeCenja upalnih
procesa i Cira na Zelucu kojeg uzrokuje Helicobacter pylori. Takoder, istrazeno je i koristenje
bakteriocina bakterija mlijeCna kiseline u veterinarskoj medicini, odnosno u lije¢enju upale
vimena kod muznih Zivotinja (Pieterse i Todorov, 2010.; Cuellar i sur., 2016.). U prevenciji i
lijeCenju mastitisa kod muznih Zivotinja najbolje su istrazeni nizin A, lakticin 3147, aureocin

A70, nizin Z i macedocin ST91KM.
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Tablica 3.2. Potencijalna primjena nekih bakteriocina u medicini i veterini

Bakteriocin Bakterija koja proizvodi Potencijalna uporaba

bakteriocin

Gram-pozitivne bakterije

Nizin L.lactis subsp.lactis LijeCenje Cira na Zelucu

Antimikrobna aktivnost u medicinskim
uredajima poput katetera

LijeCenje infekcija uzrokovanih s S.pneumonia
LijeCenje mastitisa kod stoke

Vaginalna kontaceptivna tvar

Lakticin 3147 L.lactis subsp.lactis LijeCenje mastitisa kod stoke

Galliderm Staphylococuccs gallinarum Lije€enje koznih infekcija poput akni
Epidermin S.epidermis Lije¢enje koznih infekcija poput akni
Mutacin B-Ny266 Streptococcus mutans Tretiranje bakterijskih infekcija izazvanih

meticilin rezistentnim stafilokokima

Tomicid Streptococcus sp.Thom-1606 Djelovanje na streptokokne infekcije disnih

puteva kod djece

Gram-negativne bakterije

Mikrocini J25i 24 E.coli LijeCenje E.coli i salmonelne infekcije kod
kokosi
Kolicini E1,E4,E7, E8,K &S4 E.coli Lije¢enje hemoragicnog kolitisa i

hemolitickog uremijskog sindroma koje

uzrokuje E.coli 0157:H7

(Izvor: Pieterse i Teodorov, 2010.)

3.1. Klasifikacija bakteriocina BMK

Bakteriocini se mogu klasificirati na temelju molekulske mase, kemijske strukture,
toplinske i enzimatske stabilnosti, nac¢ina djelovanja, antimikrobne aktivnosti ili prisutnosti
posttranslacijski modificiranih aminokiselinskih ostataka (Zou i sur., 2018.). Zbog
neprestanog povecanja broja novo identificiranih bakteriocina klasifikacija bakteriocina vrlo
je kompleksna, odnosno mijenja se i nadopunjuje. Stoga, ne postoji njihova jedinstvena

podjela zbog razliCitih klasifikacijskih pristupa. Tako su na primjer Cotter i sur. (2005.)
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predlozili shemu klasifikacije bakteriocina gram-pozitivnih bakterija koje ukljuCuju bakterije
mlije¢ne kiseline. Prema toj shemi, bakteriocini su podijeljeni u 2 kategorije: lantibiotici
(skupina 1) i bakteriocini koji ne sadrzavaju lantionin (skupina Il) dok se Klaenhammere-ovom

klasifikacijom bakteriocini dijeli u Cetiri skupine, a koja je detaljnije prikazana u tablici 3.3.

Tablica 3.3. Klasifikacija bakteriocina prema Klaenhammeru

Razred

Osnovne karakteristike

Bakteriocini BMK

| - Lantibiotici
la — linearni
Ib — globularni

Ic — visekomponentni

Modificirani, termostabilni, <5kDa
Stvaraju pore, kationski
Enzimski inhibitori, nekationski

Dipeptidi

Nizin, Lakticin 481, Plantaricin C

/
Let3147, Plantaricin W

Il - Nemodificirani peptidi

Ila — Pediocin bakteriocini

Ilb — mjesSoviti

llc - visekomponentni

Termostabilni, <10kDa
Antilisterijalni, YGNGV konzervirani
motiv

Bakteriocini ne-sli¢ni pediocinu

Dipeptidi

Pediocin PA1/AcH, Enterocin A,
Sakacin A

Enterocin B, L50, Karnobakteriocin A
Laktokokcin G, Plantaricin S,

Laktacin F

111 - Veliki proteini
Illa — bakteriolizini

Illb — ne-lizini

Termolabilni, >30kDa
Razgradnja stanicne stijenke

Citosolni ciljevi

Enterolizin A, Len972
Kolicin E2-E9

IV — Ciklicki peptidi Termostabilni, glava-rep peptidna veza | AS-48, Gasericin A

(1zvor: Veskovi¢ Moracanin i sur., 2014.)

Prema kemijskoj strukturi bakteriocini BMK dijele se u tri skupine. Prvu skupinu ¢ine
termostabilni lantibiotici (rije¢ derivirana iz antibiotika koji sadrZi lantiotin) u koje ubrajamo
nizin, subtilin ili epidermin. Lantibiotici su po svojoj kemijskoj strukturi mali peptidi veli¢ine
5-10 kDa (19-38 aminokiselinska ostatka) koji sadrze jedan ili oba modificirana
aminokiselinska ostatka lantionina. Najpoznatiji lantibiotik je nizin koji se kao sigurni
biokonzervans priznat od FAO/WHO organizacija (engl. Food and Agriculture
Organization/World Health Organization), koristi se u prehrambenoj industriji od 1969.
godine. Tako je nizin E234 uklju¢en i na europsku listu dopustenih prehrambenih aditiva
(Cotter i sur., 2005). Drugu skupinu bakteriocina cini heterogena skupina malih

termostabilnih peptida (<10 kDa). Prema svojoj kemijskoj strukturi i baktericidnom

22



djelovanju prema drugim bakterijskim vrstama, oni su podijeljeni u tri podskupine (lla, llb i
llc). U podskupinu lla pripadaju antilisterijalni - pediocin bakteriocini odnosno pediocin,
enterocin i sakacin, a sadrze konzervirani motiv Y-G-N-G-V na N-terminalnom kraju i barem
jedan disulfidni most povezan s dva cisteinska ostatka (Drider i sur., 2006). To je najcesée
proucavana skupina bakteriocina zbog svoje specificne antimikrobne aktivnosti prema vrlo
Cesto prisutnom patogenu u hrani, bakteriji Listeria monocytogenes (Cotter i sur., 2005).
Sposobne su ih sintetizirati i mnoge vrste BMK, primjerice Pediococcus spp., Leuconostoc
spp., Lactobacillus spp. i E. faeacium. Ti bakteriocini imaju posebno jaki antibakterijski ucinak
na vrste unutar roda Listeria i neSto slabije baktericidno djelovanje na Clostridium
perfringens, C. botulinum, S. aureus. Istodobno oni ne pokazuju antagonizam prema vrstama
rodova Lactococcus i Leuconostoc.

Podskupinu Ilb ¢ine dva bakteriocina, plantaricin i laktacin F koji imaju simultano
baktericidno djelovanje koje ukljuCuje slabljenje potencijala membrane i smanjenje
intercelularne koncentracije ATP-a prema odredenim bakterijskim vrstama. Trecu
podskupinu (llc) ¢ine bakteriocini koji imaju kovalentnu vezu izmedu C i N terminalnog
zavrSetka peptidnog lanca i zbog toga imaju ciklicnu strukturu. Predstavnici te skupine su
enterocin AS-48, cirkularin A i reutericiklin. Skupinu Il ¢ine veliki termolabilni peptidi (>30
kDa), koje u usporedbi s ostalim bakteriocinima karakterizira drugaciji mehanizam
baktericidnog djelovanja. Naime, njihov N - terminalni kraj peptidnog lanca homologan je
bilo kojoj endopeptidazi uklju¢enoj u sintezu stani¢ne stijenke bakterija, a C-terminalnim
krajem prepoznaju ciljanu bakterijsku stanicu. Zbog toga se njihovo baktericidno djelovanje
prema odredenim bakterijskim vrstama manifestira lizom bakterijske stanice (Samarzija,

2015.). Prema Perez i sur. (2014.) drugi naziv bakteriocina ovog razreda je bakteriolizini.

3.2. Nizini

Nizin je jedan od dva komercijalno znacajna bakteriocina te se nalazi na popisu
prehrambenih aditiva pod nazivom E234. Otkriven je 1928., kada je utvrdeno da odredena
tvar koja je sintetizirana iz bakterije Streptococus lactis (danas poznata kao Lactococcus lactis
spp. lactis) inhibira rast bakterije Lactobacillus bulgaricus. Nedugo nakon toga, uocava se

veliki potencijal nizina u primjeni osobito u polju sigurnosti hrane. Prvi put se na trzistu
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pojavio 1953. i to u Engleskoj, dok je njegova intenzivna primjena zapocela 1957. godine u
proizvodniji sira. Danas se upotrebljava u 50-tak zemalja diljem svijeta, a priznat je 1969. od
strana FAO/WHO organizacija (Veskovi¢ Moracanin i sur., 2014.). Otkriveno je da nizin
posjeduje antimikrobno djelovanje i inhibira stvaranje spora kod nekih vrsta roda Bacillus i
Clostridium. lako su spore tih bakterija osjetljivije na nizin od vegetativnih stanica, on ih ne
unistava, ve¢ ima inhibitorno djelovanje na njihov rast. Osjetljivost spora na nizin povecéava
se uslijed izloZenosti visokim temperaturama (Leroy i De Vuyst, 2010.). Zbog toga je za
sprje€avanje rasta spora nuzna stalna prisutnost nizina u odredenoj namirnici.

Nizin je bakteriocin razreda | i tipa A Cija molekulska masa iznosi 3,5 kDa. Struktura
mu je pentaciklicka, sastoji se od 34 aminokiseline, termostabilan je, a najbolje djeluje pri
nizim pH vrijednostima. Kod duZeg zagrijavanja na 121°C pri pH vrijednosti 2, nizin ostaje
stabilan, no ta se termostabilnost smanjuje pri pH vrijednostima od 5 do 7. Otporan je na
probavne enzime tripsin, pepsin, erepsin, elastazu i karboksipeptidazu A, dok je osjetljiv na
a-kimotripsin (Zacharof i Lovitt, 2012). Silva i sur. (2018.) navode kako je poznato osam
varijanti nizina, od kojih Cetiri (A, Z, Q, F) sintetizira Lactococcus lactis, a ostalih Cetiri (U, U2,
H, P) pojedini Streptococcus sojevi.

Djelotvornost nizina ovisi o brojnim ¢imbenicima. Za ilustraciju, niska pH vrijednost i
dodatak natrijevog klorida, temperatura, struktura, sastav i mikrobna populacija neke
namirnice poboljSavaju aktivnost nizina. Nadalje, pojedini tehnoloski postupci mogu utjecati
na aktivnost nizina, poput na primjer homogenizacije mlijeka koja smanjuje njegovo
djelovanje na bakteriju Listeria monocytogenes. Upotreba nizina u proizvodnji mlijecnih
proizvoda predstavlja izazov zbog svog inhibitornog djelovanja na mikrobne mljekarske
kulture, slabe topivosti pri neutralnoj pH vrijednosti i mogucnosti pojave pogresaka okusa.
lako gram-negativne bakterije nisu podloZne utjecaju nizina, mogu postati osjetljive na njega
zbog propusnosti vanjskog dijela membrane uslijed zagrijavanja ili zamrzavanja (Silva i sur.,
2018.).

Nizin A koristi se kao biokonzervans u prehrambenoj industriji zahvaljujuéi Sirokom
spektru djelovanja i brzom antibakterijskom djelovanju. Struktura nizina A gotovo je jednaka
onoj nizina Z, odnosno razlikuju se po tome Sto se kod nizina A na poziciji 27 nalazi histidin,
dok se kod nizina Z nalazi asparagin. Nizin Q otkriven je u novije vrijeme, a po nekim se
karakteristikama razlikuje od nizina A i nizina Z, iako im je struktura vrlo sli¢na (slika 3.3.) .

Sintetizira ga bakterija Lactococcus lactis 61-14 koja je izolirana iz rije¢ne vode. Od nizina Z
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razlikuje se u tri aminokiselinska ostatka te na poziciji 15 umjesto alanina sadrzi valin, na
poziciji 21 umjesto metionina sadrZi leucin i na poziciji 30 umjesto izoleucina sadrzi valin, dok
su razlike izmedu nizina Q i nizina A iste. Povrh toga, nizin Q jo$ na poziciji 27 umjesto
histidina sadrzi asparagin. Takoder, otkriveno je kako je nizin Q otporniji na oksidaciju od

nizina A i Z, kojima oksidacija u veéoj mjeri smanjuje aktivnost (Perez i sur., 2014).

@ Dehidroalanin o_s_o Lantionln
@ ochidrobutiin  @-s ) 3-metillantionin

Slika 3.3. Prikaz primarne strukture nizina Q i njegovih zamjenskih aminokiselinskih ostataka
koji ¢ine druge tipove nizina, nizin A i Z. Punim strelicama oznacene su zamjene za nizin Ai Z,

dok isprekidana ozna¢ava zamjenu samo za nizin A

(lzvor: Prilagodeno prema Perez i sur., 2014.)

Odredene studije opisuju karakterizaciju nizina Z, proizvedenog od soja L. lactis,
izoliranog iz Boze — tradicionalne turske fermentirane hrane na bazi Zitarica. U toj studiji,
bakteriocin toga soja, inhibirao je ne samo srodni soj, veé i gram-pozitivne bakterije poput
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus i Bacillus cereus. Tretman s proteinazom K i
a-kimotripsinom inaktivirao je tu antimikrobnu tvar. Nizin Z je termostabilan pri temperaturi
od 100°C tijekom 20 minuta. Razliciti pH, enzimi i termicki tretman, doveli su do zakljucka da
je bakteriocin kojeg je proizveo soj Lactococcus lactis spp. lactis GYL32 u stvari nizin Z.
Takoder, rezultati sekvencijske analize potvrduju da se radi o nizinu Z te da njegove genetske
determinante kodiraju na gensku DNA. Molekularna masa nizina Z odredena je metodom
Tricin — SDS-elektroforezom te iznosi 6,700 Da. Rezultati studije sugeriraju da se nizin Z,
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proizveden iz soja L. lactis spp. lactis GYL32, moZe koristiti kao starter kultura za poboljSanje

kvalitete fermentiranih proizvoda (Ramith i sur., 2015.).

3.3. Lakticini

Lakticine sintetiziraju odredeni sojevi bakterije Lactococcus lactis, a glavni
predstavnici su lakticin 3147 i lakticin 481 te u novije vrijeme otkriveni lakticini Qi Z. Lakticini
3147 i 481 ubrajaju se u lantibiotike podskupine la, dok se lakticini Q i Z ubrajaju u razred lid.
Lakticin 481 sastoji se od jednog peptida te je graden od 27 aminokiselina i molekulska masa
mu iznosi 2,9 kDa (slika 3.4.). Ima srednje Sirok spektar djelovanja te je aktivan protiv
bakterija Clostridium tyrobutyricum, Listeria monocytogenes te BMK (Silva i sur., 2018.).

Lakticin 3147 otkriven je 1994. godine, a proizvodi ga soj Lactococcus lactis subsp.
lactis DPC3147, izoliran iz kefirnih zrna. Sastoji se od dva peptida, LtnAl i LtnA2. Prvi je
graden od 30 aminokiselina i ima molekularnu masu 3,3 kDa, a zbog izduZene strukture
slican je lantibioticima podskupine la (slika 3.5.). LtnA2 graden je od 29 aminokiselina,
molekularna masa iznosi mu 2,8 kDa, a slican je globularnim lantibioticima tipa B. Oba
peptida potrebna su za inhibiciju sinteze stani¢ne stijenke bakterija. Lakticin 3147 ima Siroki
spektar djelovanja na gram-pozitivhe bakterije, aktivan je u malim koncentracijama i u
Sirokom rasponu pH vrijednosti. Inhibira rast bakterija uzrocnike kvarenja i patogene
bakterije kao Sto su Clostridium spp., Listeria monocytogenes, S.aureus, S.thermophilus,
Bacillus sp., Pediococcus pentriceans, Lactobacillus sp.i vecinu streptokoka koji uzrokuju
mastitis (Pieterse i Todorov, 2010.).

Zbog svoje termostabilnosti, pogodan je za koristenje u formi praha u kojoj je
djelotvoran protiv patogena u raznim mlijeénim proizvodima. Osim u prehrambenoj
industriji, lakticin 3147 koristi se i u medicini (Leroy i De Vuyst, 2010). Istrazivanjima je
utvrdeno da lakticin 3147 moZe pridonijeti oralnom zdravlju zahvaljujuci svojoj sposobnosti
da inhibira oralne streptokoke. Nadalje, zbog topivosti i aktivnosti pri fizioloSkoj pH
vrijednosti, djelotvoran je u kontroli infekcija izazvanih bakterijom Clostridium difficile koja je
uzrocnik dijareje i zaraznog gastroenteritisa, a da pri tom nema veliki utjecaj na normalnu
crijevnu mikrofloru. Kada se primjenjuje s nizinom, djeluje na infekcije izazvane

mikobakterijama. Takoder, u kombinaciji s antibioticima polimiksinom A ili polimiksinom E,
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djelotvoran je protiv gram-negativnih bakterija kao Sto su Cronobacter i Escherichia coli (Villa

i sur., 2016.).

Slika 3.4. Prikaz Lakticina 481

(Izvor: Prilagodeno prema https://www.researchgate.net/figure/Structures-of-the-lantibiotics-Nisin-A-Pep5-

Lacticin-481-Nukacin-ISK-1-with-charged_figl 49841459 )

&
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Slika 3.5. Prikaz sinteze oba peptida lakticina 3147

(Izvor: Prilagodeno prema Liu i sur. 2011.)

Lakticin Q sastoji se od 53 aminokiseline, a sintetizira ga bakterija Lactococcus lactis
QU 5 koja je izolirana iz kukuruza. Ima Siroki spektar djelovanja na gram-pozitivne bakterije,
aktivan je u Sirokom rasponu pH vrijednosti i alkalnim uvjetima, te je termostabilan. U
usporedbi s drugim bakteriocinima BMK ima brze baktericidno djelovanje, a vrlo je aktivan
protiv Bacillus vrsta (Zendo, 2013). Fujita i sur. (2007.) navode kako lakticin Q ostaje stabilan
na 100°C kroz 15 minuta i pH vrijednosti od 2 do 10. Takoder zadrzava 25% svoje aktivnosti

nakon tretmana u autoklavu pri 121°C kroz 15 minuta.
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Lakticin Z graden je od 53 aminokiseline te je prema strukturi i aktivnosti slican
lakticinu Q od kojeg se razlikuje u tri aminokiseline (slika 3.6.). Sintetizira ga bakterija
Lactococcus lactis QU 14 izolirana iz probavnog sustava konja. Djeluje protiv raznih gram-
pozitivnih bakterija. Takoder je termostabilan te zadrZava potpunu stabilnost do 100°C, a kao

i lakticin Q, ostaje stabilan pri alkalnim pH vrijednostima (Zendo, 2013.).

Lakticin Qi Lakticin Z

Slika 3.6. Prikaz strukture lakticina Qi Z, aminokiselinski ostaci prikazani crvenom

bojom predstavljaju zamjenske ostatke za oblik lakticina Z

(Izvor: Prilagodeno prema Perez i sur. 2014.)

3.4. Aureocini

Aureocini su bakteriocini koje proizvode razni sojevi bakterije Staphylococcus aureus.
Najpoznatiji predstavnici su aureocin A70 i aureocin A53 (slika 3.7). Oba spadaju u skupinu Il
bakteriocina. To su mali peptidi koji ne sadrzavaju modificirane aminokiseline. Aureocin A70
je multipeptidni bakteriocin koji se sastoji od Cetiri srodna peptida koji su kodirani na
plazmid pRJ6. Aureocin A53 je izrazito kationski peptid, bogat triptofanom, graden od 51
aminokiseline ciji se strukturni geni nalaze na plazmidu pRJ9 (Coelho i sur., 2007.).

Aureocini A53 i A70 pokazuju aktivno djelovanje prema L.monocytogenes. Aureocin
A53 se, za razliku od drugih bakteriocina skupine ll, sintetizira bez vodeéeg peptida i zadrzava
formulirani N kraj. Posljedi¢no tome, geni se za biosintetske enzime, imuno funkcije ili
regulaciju biosinteze, ne mogu pronaci u blizini aureocina A53. Strukturni identitet aureocina
A53 je verificiran Edmanovim sekvencioniranjem nakon deblokiranja s cijanogenim

bromidom i opseznim analizama masenom spektrometrijom enzimskih i laserom generiranih
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fragmenata (Netz i sur., 2002.). Aureocin A53 se prociS¢ava do homogenosti hidrofobnim
reakcijama, kationskom izmjenom i reverzno faznom kromatografijom. Jedinstvena svojstva
koja izdvajaju aureocin A53 od drugih peptidnih bakteriocina ukljuéuju izvanrednu proteaznu
stabilnost i definiranu, krutu strukturu u vodenim otopinama (Netz i sur., 2002.).

Aureocin A70 je termostabilan bakteriocin i on, kao i njegovi drugi oblici su
stafilokokni sa Sirokim spektrom djelovanja (Bastos i sur., 2009.) koje proizvodi veéina gram-
pozitivnih stafilokoknih sojeva (>70%) koji se povezuju s mastitisom kod krava u Argentini
(Nascimento i sur., 2002.) ili u Brazilu (Ceotto i sur., 2009.). Ti peptidi imaju visok sadrzaj
malih aminokiselinskih ostataka poput glicina i alanina, ali bez cisteina. Analiza procis¢enih
bakteriocinskih pripravaka masenom spektrometrijom dokazala je da sva Cetiri peptida
kodirana aurABCD operonom su proizvedeni, ekspresionirani i izlu¢eni bez posttranslacijskih
modifikacija. Dakle, aureocin A70 je multi-peptidni bakteriocin koji nije sli¢an lantibioticima i
transportira se bez prerade (Netz i sur., 2001.). Coelho i sur. (2007.) su u svom radu dokazali
djelotvornost oba aureocina u prevenciji i lije€enju mastitisa, no puno bolju aktivnost

pokazuju kada djeluju u sinergiji.

orfM (102)

Aureocin A70 R‘@?ﬁ?

orfA orfB aurD aurC aurB aurA aurT
(69) (138) (31 (B (30) (31 (571)

S

orf7 orf8 aucA orfl0 orfll aucF aucE aneG
(165)  (475) 1) (96) ©O49 (@331 (226) (388)

Aureocin AS3

Slika 3.7. Prikaz aureocina A70 i A53

(Izvor: Bastos i sur. 2009.)
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4. Bakteriocini u prevenciji i lijeCenju mastitisa

Globalni problem danasnje intenzivne proizvodnje mlijeka je mastitis, najéeséa i
najskuplja bolest mlijecnih Zivotinja. KoriStenje antibiotika u cilju lije¢enja mastitisa moze
dovesti do zaostanka antibiotskih rezidua u organizmu tretiranih krava ili prolaska antibiotika
u sirovo mlijeko kroz mlije¢nu Zlijezdu i krv. Rezidualni antibiotici osim S$to su opasni za
ljudskog zdravlja, mogu uzrokovati probleme u preradi mlijeka u fermentirane mlijec¢ne
proizvode poput jogurta, sira i sladoleda. Upravo se iz tog razloga kao i zbog pojave
otpornosti bakterija na antibiotike javila potreba za otkriéem alternativnih metoda u
prevenciji i lijeCenju mastitisa. Tako Nascimento i sur. (2004.) kao jednu od potencijalnih
alternativnih antimikrobnih tvari navode koriStenje bakteriocina.

Posljednjih desetljeca, predmetom istrazivanja brojnih znanstvenika bilo je
proucavanje svojstava razli¢itih bakteriocina, njihove moguée uporabe, metoda izolacije
odnosno identifikacija tipa bakteriocina. Razlog tome bila je Cinjenica da pokazuju izuzetan
potencijal za uporabu u prehrambenoj industriji kao i za primjenu u medicini ili veterini za
prevenciju i lijeCenje raznih zaraznih bolesti kod kojih se antibiotici nisu pokazali osobito
uspjesni.

Brojna provedena istraZzivanja dokazala su da odredeni bakteriocini pozitivho djeluju
kod mastitisa bilo kao samostalni ili u sinergiji s drugim bakteriocinima ili antibioticima ili
nekim prethodno primjenjivanim sredstvima za prevenciju i lijeCenje mastitisa (Pieterse i
Todorov, 2010.).

Bakteriocini su obi¢no djelotvorni protiv specifiénih bakterijskih sojeva baziranih na
ciline receptore osjetljivih sojeva. Kod dijagnosticiranja mastitisa, bakterija koja je uzro¢nik
mora biti identificirana te treba uzeti u obzir ciljani pristup za specificne patogene.
Bakteriocini brzo ubijaju osjetljive organizme stani¢nom lizom. Takva brza reakcija osigurava
da ne dode do razvoja rezistencije kod patogena. Antibiotici koji se u tu svrhu koriste obi¢no
su Sirokog spektra djelovanja, odnosno djeluju na sve gram-pozitivne ili gram-negativne
bakterije kojima su izloZzeni, a ne samo one koje uzrokuju infekciju. Bakteriocini nude
prednost koristeéi ciljano specificno djelovanje. U slucaju da je potreban Siri spektar
djelovanja, odnosno kako bi se osiguralo ciljanje viSe od jednog patogena, moZe se
kombinirati dva ili tri bakteriocina istodobno. Potrebno je odrediti minimum inhibitorne

koncentracije bakteriocina kako bi se smanjila koli¢ina upotrijebljenog bakteriocina u
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tretmanskom proizvodu. Bakteriocin bi takoder trebao biti aktivan i postojan u ciljanom
okoliSu odredeno vrijeme kako bi stigao doci u kontakt s potencijalnim patogenima (Pieterse
i Todorov, 2010.).

Odrediti metode primjene lijeka u strategiji lijeCenja mastitisa vrlo je vaino, a
sredstvo za sisnu barijeru (uljna formulacija koja stvara fizicku barijeru protiv infekcija u
podrucju sisnog kanala i sinusa), nudi brojne prednosti. Prvenstveno djeluje kao fizicka
barijera i profilaksa. Kombinirajuéi antimikrobnu tvar u sredstvo za sisnu barijeru, lokalizira
se inhibitor u sisnom kanalu te ciljaju patogeni koji mogu biti prisutni u blizini sisnog otvora i
tako sprecavati kolonizaciju bakterija u tkivo vimena. Postojanost bakteriocina na povrsini
koZe sisa je esencijalna, ali ne smije uzrokovati iritacije ili alergijske reakcije kako se ne bi jos$
viSe pogorsala upala sisnog podrucja. Bakteriocini koji su se pokazali najucinkovitijima u
lijeCenju mastitisa su razni tipovi nizina, lakticina i aureocina (Pieterse i Todorov, 2010.).
Nizin se koristi u komercijalnom proizvodu , Wipe-Out® Dairy Wipes“ kao dezinfekcijske
maramice za sise u periodu laktacije, dok se lakticin 3147 primjenjuje u sredstvu za sisnu
barijeru u razdoblju suhostaja. Bakteriocini koje proizvode BMK se smatraju sigurnim za
usporedbi s antibioticima. Antibiotska terapija tijekom laktacije zahtjeva period povladenja
Sto rezultira ekonomskim gubicima. Rezidualni bakteriocin u mlijeku je prihvatljiviji jer
probavni enzimi lako uniStavaju peptide. Stoga, period povladenja bi bio znatno kraci ako bi
se koristila terapija bakteriocinima umjesto antibiotske terapije (Pieterse i Todorov, 2010.).

Sears i sur. (1992.) istrazivali su uporabu germicidne formulacije za sprjeavanje
mastitisa kod mlije€ne stoke. Sredstva za sanitaciju sisa se rutinski koriste prije i poslije
muznje krava kako bi se sprijeio prodor patogena u sisni kanal, uzro¢nika intramamarnih
infekcija. U studiji su usporedivali formulaciju na bazi nizina (Ambicin N®) s konvencionalnim
kemijskim tretmanima kao sto su jodofor i kloroheksidin. Inicijalni podaci pokazali su znatno
smanjenje patogena na povrsini tretiranog dijela sisa nakon jedne minute izlaganja
germicidnoj formulaciji (tablica 4.1.). Pored toga, germicidna je formulacija pokazala mali
potencijal za iritaciju koZe sisa nakon ponavljanog izlaganja u usporedbi s 1%-tnim jodoforom

i 5%-tnim kloroheksidin diglukonatom (tablica 4.2).
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Tablica 4.1. Podaci performansa za germicidno sredstvo za sanitaciju sisa na bazi nizina

Bakterije uzrocnici mastitisa Redukcija koristenjem Ambicin N®
S. aureus 61,8%
S. agalactiae 98,6%
E. coli 85,5%
S. uberis 67,1%
K. pneumonia 76,5%

(lzvor: Prilagodeno prema Sears i sur. 1992.)

Tablica 4.2. Usporedba iritacije koZe s kozom zeca nakon izlaganja sredstvu za sanitaciju sisa

Rezultati dermalne iritacije

Sredstvo za sanitaciju sisa Jedna primjena Visestruka primjena
(72 h nakon primjene) | (72 h nakon zadnje 7-dnevne
primjene)
Ambicin N®, 1xkoncentracija 0,21 0,30
Ambicin N®, 12xkoncentracija 0,09 0,04
1%-tni jodofor 0,5 3,34
5%-tni kloroheksidin diglukanat 0,38 2,34

(lzvor: Prilagodeno prema Sears i sur. 1992.)

Rezultati dermalne iritacije manji od 1,0 indiciraju da se radi o proizvodu s malim
potencijalom ili bez potencijala za uzrokovanje iritacija, dok proizvodi koji rangiraju od 3,0-
4,9 imaju potencijal za uzrokovanje ozbiljne iritacije. Kemijska sredstva za sanitaciju sisa
mogu predstavljati ozbiljan problem ako se u potpunosti prije muinje ne uklone. Prednost
pred njima imaju proizvodi koji sadrze bakteriocine jer ih zbog svojstava nije potrebno
potpuno odstraniti. Uz Ambicin N®, koriste se joS dva proizvoda na bazi nizina, , Wipe-Out®
Dairy Wipes“ i, Mast Out®” (Pieterse i Todorov, 2010.).

Castelani i sur. (2019.) u svom su radu ocjenjivali bakteriocidnu aktivnost nizina
samostalno primijenjenog i u sinergiji s kationskim lipidom dioktadecildimetilamonij

bromidom (DDA) protiv antibiotik rezistentnog Staphylococcus spp. izoliranog iz mlijeka
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krava oboljelih od mastitisa. Utvrdili su da, iako i samostalno pokazuju antimikrobno
djelovanje, u sinergiji je njegov ucinak veéi. Takoder, poznato je da kombinacija
antimikrobnih spojeva moze sprijeciti razvoj rezistencije, smanjuju¢i nuspojave. S druge
strane, jos$ je jedna prednost kombiniranja dva lijeka, a to je Sirenje spektra djelovanja. Tako
je i ovim istrazivanjem dokazano da iako nizin generalno djeluje protiv gram-pozitivnih
bakterija, u kombinaciji s konvencionalnim antibioticima, poveéava antimikrobno djelovanje.
Son i sur. (2016.) navode nekoliko istrazivanja o ucinkovitosti bakteriocina u lijecenju
mastitisa uz Cinjenicu da je njihov ucinak ogranicen zbog njihove aktivnosti samo u podrucju
niskog pH.

Wu i sur. (2007.) su istraZivali djelovanje nizina Z na lijeCenje subklinickog mastitisa
kod krava u laktaciji. Devedeset HolStajn krava sa subklinickim mastitisom, slucajnim
odabirom podijelili su u dvije grupe, grupu koju su tretirali nizinom Z te kontrolnu grupu. U
pokusnoj grupi, krave su dobivale intramamarnu infuziju nizina u dozi od 2,500,000 IU
jednom dnevno kroz tri dana dok krave u kontrolnoj grupi nisu bile tretirane nikakvim
lijekom. Uzorci mlijeka uzimani su iz zarazenih Cetvrti prije tretmana te 1-2 tjedna nakon
tretmana za analizu broja i vrsta bakterija, somatskih stanica i N-acetil-B-D-glukozaminidaze
(NAG-aze). Nizinska terapije imala je 90,1%-tnu stopu izlje€enja za S. agalactiae, 50%-tnu za
S. aureus, 58,8%-tnu za koagulaza negativne stafilokoke te 65,2%-tnu za sve slucajeve
ukupno, dok je samo 15,9% netretiranih krava spontano ozdravilo. Aktivhost NAG-aze u
uzorcima mlijeka i pojavnost ¢etvrti vimena s brojem somatskih stanica veé¢im od 500,000/ml
su znatno smanjeni nakon tretmana nizinom Z, dok u kontrolnoj grupi nije bilo znacajnih
promjena. Takoder, utvrdili su znadajnost utjecaja koncentracije nizina buduéi da pri
koncentraciji nizina od 2,500,00 IU nije doSlo do nikakvih iritacija, dok su pri koncentraciji od
5,000,000 IU primije¢ene iritacije i vizualne promjene u mlijeku i &etvrtima vimena.
Prisutnost nizina, ve¢ nakon 48h, bila je manja od dopustene granice od 500 mg/ml te su na
temelju tih rezultata kineske vlasti dozvolile uporabu nizina kao biokonzervansa u mlijeku.

U prevenciji i lijeCenju mastitisa koristi se i lakticin 3147 kojeg proizvodi L.lactis
ssp.lactis koji je kao i nizin klasificiran u la skupinu lantibiotika, ali se razlikuje od nizina po
tome $to je on dipeptidni lantibiotik koji za svoju potpunu aktivnost zahtjeva prisutnost oba
peptida, LtnA1l i LtnA2. Lakticin 3147 ima Sirok spektar antimikrobnog djelovanja te inhibira
rast bakterija kao $to su Bacillus spp., Enterococcus spp., Pediococcus pentriceans, S.aureus,

S.thermophilus, Clostridium spp., Listeria monocytogenes, Lactobacillus spp. i vecinu
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streptokoka koji uzrokuju mastitis. Postao je predmetom istrazivanja jer je uocen njegov
inhibitorni ucinak na patogene bakterije uzrocnike mastitisa: Streptococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis i Streptococcus disgalactiae. Za njega je
karakteristi¢na aktivnost kod niskog i fizioloSkog pH te je termostabilan (Ryan i sur., 1998.;
Pieterse i Todorov, 2010.). Djelovanje mu je dvojako: predstavlja fizicku barijeru protiv
infekcije u podrucju sisa te inhibira sve gram-pozitivne bakterije koje lako prodiru u podrucje
sisnog kanala. Ryan i sur. (1998.) u svom su istrazivanju pratili ucinak lakticina 3147 u
sredstvu za sisnu barijeru. Inicijalna istraZzivanja upucivala su na to da bakteriocin proizveden
u mediju sintetskog rasta nije adekvatno otpusten iz barijerne formulacije bez dodatka
surfaktanta (Tween 80). Rezultatima daljnjih istraZivanja poboljSala se ucinkovitost
barijernog sredstva s lakticinom 3147, ali ako se nalazi u mediju na bazi mlijeka (sirutka).
Porast aktivnosti takvog baktericidnog pripravka rezultirala je znatnim otpustanjem peptida
u barijernu formulaciju i bez dodatka Tween 80 Sto je predstavljalo jeftiniju metodu
proizvodnje vece koliCine bakteriocina. U konacnici, istrazivanjem je dokazan izniman
potencijal lakticina 3147 u sredstvima za sisnu barijeru i njegov djelotvoran ucinak u
sprje¢avanju pojave novih infekcija.

Twomey i sur. (2000.) ispitivali su djelovanje sisnog barijernog sredstva s lakticinom
3147, s netretiranim cetvrtima kao kontrolom protiv izazovne S. aureus. Koncentracija
bakteriocina i inokuluma S.aureus je bila varijabilna kako bi se optimizirali uvjeti. Prisutnost
barijernog sredstva s lakticinom 3147 pri koncentraciji od 32768 AU/4 g barijernog sredstva
rezultirala je 86,2%-tnu izlijeCenost tretiranih sisa (tablica 4.4.). Medutim, antagonisticki
ucinak bakteriocina pri istoj koncentraciji, a povec¢anoj inokulaciji S. aureus u sise krava je
smanjen, Sto ukazuje da je koncentracija bakteriocina vazan faktor kod utvrdivanja

ucinkovitosti izlje€enja sisa inficiranih patogenom bakterijom S. aureus.
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Tablica 4.4. Djelovanje barijernog sredstva s lakticinom 3147 u eliminaciji S. aureus kod

umjetno inficiranih krava nakon 18h

Inokulum Lakticin 3147 Tretman Ukupno Broj sisa % uspjesSno
AU/4g inokuliranih | oslobodenih tretiranih
barijernog sisa od S. aureus sisa
sredstva

1,7x10° 32768 Netretirane | 29 19 34,5
Barijerno 29 4 86,2
sredstvo
+lakticin
3147

6,8x103 32768 Netretirane 20 16 20,0
Barijerno 20 11 45,0
sredstvo
+lakticin
3147

(Izvor: Prilagodeno prema Twomey i sur., 2000.)

Formulacija sisne barijere kao ,Orbeseal®” se preporuca za koristenje u periodu
suhostaja te kao profilaksa kako bi se smanjio broj novih infekcija. Antibiotici poput
kloxacilina se dodaju formulaciji (,,Obernin dry cow”) za prevenciju novih infekcija u tom
razdoblju. Medutim, dulja izloZenost antibioticima ¢ak i u niskim dozama mozZe povedati rizik
od pojave rezistencije kod patogenih bakterija uzroénika mastitisa. Bakteriocini poput
lakticina 3147 mogu zamijeniti antibiotike u tim formulacijama jer niti jedna studija josS nije
dokazala rezistenciju kod patogena uzroc¢nika mastitisa na lakticin 3147 (Pieterse i Todorov,
2010.). Tako je istrazivan utjecaj formulacije sisne barijere na bazi bizmut subnitrata
(,Osmonds Teat seal 2“) u kombinaciji s lakticinom 3147 na patogene bakterije S.
dysgalactiae i S. aureus. Pracena je pojava iritacije na tretiranom sisnom podrucju i broj
somatskih stanica u mlijeku. Takoder, usporedivali su u konacnici i zastitu koju je pruzila
sama formulacija sisne barijere i ona kojoj je dodan lakticin 3147. Rezultati su ukazali na

znacajnu zastitnu ulogu sredstva s lakticinom 3147 jer se u 91% cetvrti vimena, tretiranih
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barijerom s lakticinom 3147, nije pojavila nova infekcija u usporedbi sa 33,3% cetvrti

tretiranih s barijernim sredstvom bez lakticina (tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Klinicki mastitis i oporavak od S. dysgalactiae kod neklinickog mastitisa u

Cetvrtima nakon tretmana s Cistim barijernim sredstvom i barijernim sredstvom s dodatkom

lakticina 3147

Tretman Broj tretiranih Nove klinicke Nove neklinicke
Cetvrti infekcije uzrokovane izolacije
S. dysgalactiae S. dysgalactiae
Barijerno sredstvo 33 16 (48,5%) 6(18,2%)
Barijerno sredstvo + 35 3(8,6%) 0(0%)

lakticin 3147

(Izvor: Prilagodeno prema Pieterse i Todorov 2010.)

Od svih bakteriocina koje proizvodi S. aureus, najbolje su okarakterizirani aureocini
A70 i A53. Aureocin A70 je multi peptid, bakteriocin neslican lantibioticima kojeg proizvodi
soj S.aureus A70. Aureocin A70 je prvi opisan aureocin koji se sastoji od 4 srodna mala
peptida koji su kodirani na operon aurABCD. Aureocin A53 je peptid graden od 51
aminokiseline, a proizvodi ga soj S. aureus A53. Kao i druge antimikrobne tvari koje
proizvode stafilokoki, stafilokokcini se mogu koristiti u svom prociSéenom obliku u kontroli
mastitisa (Nascimento i sur., 2004.). Vecina stafilokokcina su ili lantibiotici (Pep5, epicidin
280, epidermin, epilancin K7, nukacin ISK-1 i C55/BacR1) ili pripadaju drugoj skupini
bakteriocina (aureocini A70 i A53). Stafilokokcini mogu inhibirati mnoge bakterijske vrste
ukljucujudi i neke patogene te stoga imaju prakti¢nu primjenu kao alternativa antibioticima
ili kao biokonzervansi u prehrambenoj industriji (Ceotto i sur., 2009.).
Coelho i sur. (2007.) istrazivali su osjetljivost nekoliko stafilokoknih i streptokoknih sojeva
uzrocnika mastitisa na sedam razlicitih stafilokokcina odnosno inhibitorno djelovanje tih
bakteriocina prema navedenim patogenima (tablica 4.5.). Slicnom problematikom bavili su
se i Ceotto i sur. (2009) koji su usporedivali osjetljivost 65 sojeva S.aureus u Argentini i 165
izoliranih sojeva u Brazilu kao i 74 soja S. agalactiae na osam aureocina. Povrh toga u
istrazivanje su bila uklju¢ena i Cetiri lantibiotika iz S. epidermis zbog njihovog Sireg spektra
aktivnosti.
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Tablica 4.5. Stafilokokni sojevi koji proizvode bakteriocine i njihovi derivati

Sojevi Plazmidi i bitne znacajke Bakteriocini
S. aureus
A70 pRJ6 Aureocin A70
A53 pRJ9 Aureocin A70
MB50 pRJ6 i pRJ22 Aureocini A70+A53
215FN pRJ35 Aureocin 215FN
S. epidermis
Tiu3298 Tiu3298 Epidermin
K7 / Epilancin K7
BN280 pCRO1 Epicidin 280
5 pED503 Pep5

(Izvor: Prilagodeno prema Coelho i sur., 2007.)

Od 74 izolirana soja S. agalactiae, njih 72 (97,3%) inhibirani su epiderminom. Dva soja

koja nisu inhibirana epiderminom, bila su osjetljiva na kombinaciju aureocina A53 i A70

(tablica 4.6.). Ceotto i sur. (2012.) analizirali su u svom radu genetsku vezu izmedu 46 sojeva

S. aureus izoliranih u Brazilu iz 12 geografski udaljenih mlijecnih stada, uklju€ujuéi 34 izolata

koji proizvode aureocin A70. ZakljuCuju da usko srodni stafilokokni sojevi mogu proizvesti

razlicite stafilokokcine.

lako je znatan broj bakteriocina opisan i istrazen, ne pokazuju svi istu ucinkovitost.

Aureocin A70 i A53 te epidermin pokazali su najznacajniji potencijal u prevenciji i lijecenju

mastitisa.
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Tablica 4.6. Aktivnost stafilokokcina u odnosu na aktivnosti testiranih indikatorskih sojeva

Bakteriocini

(sami ili u kombinaciji)

Testirani indikatorski sojevi i postotak inhibicije

S. agalactiae

Brazilski S. aureus

Argentinski S. aureus

(74 soja) (117 sojeva) (48 sojeva)

Aureocin A70 1,4 26,5 16,0
Aureocin A53 67,6 74,4 100
Aureocini A70 + A53 91,9 91,5 100
Aureocin 215FN 47,3 38,5 8,0
Epicidin 280 13,5 0 0

Epilancin K7 0 0 0

Epidermin 97,3 87,2 85,4
Pep> 0 52,1 93,8

(Izvor:Prilagodeno prema Coelho i sur., 2007.)
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5. Zakljucak

Uzimajuéi u obzir opseine troSkove lijecenja mastitisa kao i posljedice koje donosi
primjena antibiotika u njegovom lijeCenju, istraZivanja usmjerena ka pronalasku odrzivih i
sigurnih alternativnih lijekova ili antimikrobnih tvari treba svakako razmotriti. Bakteriocini se,
u tom smislu, mogu smatrati pravim tretmanskim rjeSenjem. U buduénosti bi se trebalo
posvetiti istraZivanju bakteriocina i njihovog djelovanja, ali isto tako iskoristiti njihov
potencijal u prevenciju i lije¢enje mastitisa osobito kada antibiotici nisu djelotvorni. U tom

smislu, najveéi potencijal imaju razni oblici nizina, lakticina i aureocina.
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