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Sazetak

Diplomskog rada studentice Domenike Gugié, naslova

ANTIMIKROBNO DJELOVANJE APITOKSINA NA KORISNE | POTENCIJALNO
PATOGENE MIKROORGANIZME IZOLIRANE 1Z HRANE

Jedan od glavnih uzroka pojave mikrobne rezistencije na konvencionalne antibiotike je
nekriticno koriStenje antibiotika u poljoprivrednoj proizvodnji. Stoga je nuzno pronaci
alternativna rjeSenja 1 nove tvari s visokoselektivnim 1 specificnim antimikrobnim
djelovanjem koji ne uzrokuju razvoj antibioticke rezistencije. Medu takvim spojevima isti¢u
se kationski antimikrobni peptidi. U znacajne izvore takvih peptida spada apitoksin (pcelinji
otrov) kojeg lu¢e medonosne pcele (Apis mellifera L.). Antimikrobno djelovanje apitoksina
uglavnom se pripisuje melitinu, dominantnom peptidu u apitoksinu i enzimu fosfolipazi Ao..
Cilj ovog rada je ispitati potencijal apitoksina u kontroli mikrobnog rasta. Ispitano je njegovo
in vitro antimikrobno djelovanje u rasponu koncentracija 12,5 — 800 pug/mL, na korisne (Lb.
sakei LS0296, E. durans EDOO04, Lc. lactis LL8307) te gram pozitivne (S. aureus subsp.
aureus DSM 20231, L. innocua ATCC 33090, B. cereus DSM 6791) i gram negativne (E. coli
ATCC 25922, S. enterica subsp. enterica DSM 14221) potencijalno patogene
mikroorganizme te su odredene minimalne inhibitorne (MIK) i bakteriocidne (MBK)
koncentracije apitoksina za razliCite biomase ispitivanih bakterija (log 3, 6 1 8 CFU/mL).
Nadalje, njegov ucinak je usporeden s konvencionalnim antibioticima. Utvrdeno je da
apitoksin djeluje antimikrobno na sve ispitivane izolate. Rast izolata je obrnuto
proporcionalan koncentraciji apitoksina, dok su MIK i MBK vrijednosti proporcionalne
pocetnoj biomasi svih izolata. Iako su se vizualno MIK vrijednosti mogle odrediti nakon 24 h,
pokazalo se da je spektrofotometrijska metoda osjetljivija i to¢nija od vizualne detekcije. U
pravilu, MBK vrijednosti su jednake (kod izolata gdje je MIK<12,5 png/mL) ili dva puta vece
od MIK vrijednosti. Pri biomasi od 8 log CFU/mL, djelovanje apitoksina na izolate L.
innocua, E. coli i S. enterica subsp. enterica je bilo odgodeno i MIK vrijednosti su mogle biti
odredene tek nakon 48 h. Neocekivano visoke MBK vrijednosti zabiljezene su kod E. coli
(biomasa log 8 CFU/mL, 400 pg/mL) i B. cereus (3 log CFU/mL, 50 ug/mL). U oba slu¢aja
se radi o bakterijama s dodatnim mehanizmima prezivljavanja nepovoljnih uvjeta. Svi
ispitivani izolati osjetljivi su na ispitivne konvencionalne antibiotike. Gram pozitivni izolati
(E. durans ED004, Lc. lactis LL8307, Lb. sakei LS0296, S. aureus, B. cereus i L. innocua)
osjetljivi su na koncentracije apitoksina >50 pg/disk i pokazuju do 40,7% efikasnosti
tetraciklina 1 52,2% efikasnosti eritromicina, dok su gram negativni (E. coli, S. enterica)
osjetljivi na koncentracije >100 pg/disk i pokazuju 21,2% efikasnosti ciprofloksacina i 34,6%
efikasnosti ampicilin-sulbaktama.

Kljuéne rije¢i: apitoksin, korisni mikroorganimi, patogeni iz hrane, MBK, MIK



Summary

Of the master’s thesis — student Domenika Gugi¢, entitled

THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF APITOXIN ON BENEFICIAL AND
POTENTIAL PATHOGENS ISOLATED FROM FOOD

One of the main causes of microbial resistance to conventional antibioitics is non-critical
antibiotics usage in agricurtural industry. This urges a need for alternative solutions and new
substances with highly selective and specific microbial activity, while avoiding development
of antimicrobial resistance. Cationic antimicrobial peptides are known as such substances.
Important member of such peptides is apitoxin (bee venom), compound excreted by western
honey bee (Apis melifera L.). In general, antimicrobial activity of apitoxin is attributed to
melittine, predominant peptide isolated from apitoxin and phospholipase Az enzyme. The aim
of this research was to examine inhibitory and bacteriocidal properties of apitoxin as potential
antimicrobial agent. Antimicrobial properties of apitoxin was examined in vitro, using
concentrations in range of 12.5 — 800 pg/mL to treat gram positive beneficial bacteria (Lb.
sakei LS0296, E. durans EDOQ04, Lc. lactis LL8370) as well as gram positive potential
pathoges (S. aureus subsp. aureus DSM 20231, L. innocua ATCC 25922, S. enterica subsp.
enterica DSM 14221). Minimal inhibitory (MIC) and bacteriocidal (MBC) concentrations of
apitoxin for different biomasses of examined bacteria (log 3, 6 and 8 CFU/mL) were
determined. Furthermore, its effect was compared with conventional antibiotics. It was shown
that apitoxin has antimicrobial effect against all examined isolates. Bacterial growth was
determined to be inversely proportional to apitoxin concentrations, while MIC and MBC
values were proportionate to initial biomass of all isolates. Despite the visual measurability of
MIC value after 24 h, spectrophotometry was found to be much more sensitive and precise
than visual detection. In general, MBC values were equal (in isolates where
MIK</=12.5pg/mL) or twice the MIK values. At 8 log CFU/mL, apitoxin had an delayed
effect on isolates of L. innocua, E. coli and S. enterica subsp. enterica and MIC values were
measurable after 48 h. Unexpectedly high MBC values were detected in E. coli (biomass log 8
CFU/mL, 400 pg/mL) and B. cereus (3 log CFU/mL, 50 pg/mL ). Both cases include bacteria
with additional survival mechanisms for unfavorable conditions. All examined isolates were
resistant to conventional antibiotics. Gram positive isolates (E. durans EDOQ04, Lc.lactis
LL8307, Lb. sakei LS0296, S. aureus, B. cereus and L. innocua) are sensitive to apitoxin
concentrations of >50 pg/disc with efficiency of tetracycline being 40.7% and eritromycine
being 52.2%, while gram negative (E. coli, S. enterica) are sensitive to apitoxin
concentrations >100ug/disc with efficiency of ciprofloxacine being 21.2% and ampiciline-
sulbactam being 34.6%.

Keywords: apitoxin, beneficial microorganisms, foodborne pathogens, MBC, MIC



1. Uvod

Ubrzani porast poljoprivredne proizvodnje i nekriticno koriStenje antibiotika uzrokovali su
globalnu pojavu mikrobne rezistencije na konvencionalne antibiotike te naglasili nuznost
pronalaska alternativnih rjeSenja. Jedno od takvih rjeSenja su antimikrobni peptidi (AMP).
Antimikrobni peptidi predstavljaju jedan od najstarijih i visoko ucinkovitih oblika
antimikrobne obrane kod brojnih visih oblika Zivota, poput biljaka, insekata, vodozemaca i
nekih sisavaca, a obi¢no se luc¢e kao odgovor na stres. Istovremeno, mikroorganizmi rijetko
razvijaju rezistenciju na ove spojeve (Zasloff 2002.). Uz bakteriocidno djelovanje na gram
pozitivne i gram negativne bakterije, brojni AMP posjeduju i antiviralnu i antikancerogenu
aktivnost (Hancock i Diamond 2000.). Medu AMP se posebno isti¢u kationski antimikrobni
peptidi (CAP) Kkoji ubijaju bakterijske stanice narusavaju¢i integritet citoplazmatskih
membrana (Pandidan i Mechler 2019.).

Jedan od znacajnih izvora CAP-a je apitoksin (pcelinji otrov) kojeg proizvode medonosne
pcele (A. mellifera L.) u specijaliziranim otrovnim zlijezdama i lu¢e ga u zal¢ani aparat te im
sluzi kao prirodni mehanizam za obranu ili napad (Choi i sur. 2015.). Sam apitoksin je
slozena mjesavina bioloski aktivnih tvari, kao $to su: enzimi, peptidi, biogeni amini i drugi
spojevi (Pascoal i sur. 2019.). Cesto u svojem sastavu sadrzi i toksi¢ne spojeve koji su Vvisoko
selektivni i djeluju specifi¢no (Zolfagharian i sur. 2016.). P&elinji otrov je poznat po tome §to
pokazuje antimikrobno djelovanje koje se pripisuje prisutnosti nekih peptida, posebice
melitinu, dominantnom peptidu u apitoksinu (50 — 60%) (Habermann 1972.) i enzimu
fosfolipazi A2 (PLA2) (Boutrin i sur. 2008.). Istrazivanja su pokazala da, uz antimikrobnu,
pokazuje i citoliticku (Gajski i Garaj-Vrhovac 2013.) i hemoliticku (Tossi i sur. 2000.)
aktivnost, te ujedno, njegovo protuupalno i imunostimulativno djelovanje moze S§tititi od
infekcija uzrokovanih patogenima (Ali i Mohanny 2012.).

Do sada je dokazan pozitivan u¢inak apitoksina na rast i zdravlje pilica (Han i sur. 2010.) i
svinja (Choi i sur. 2003.), povoljan uc¢inak u lije¢enju rana i koznih bolesti Zivotinja (Han i
sur. 2011.) kao i antimikrobno djelovanje na neke potencijalne patogene mikroorganizme
vazne u govedarstvu, mljekarstvu (Park i sur. 2013; Shebeeb i sur. 2020.) i akvakulturi (Han i
sur. 2013.). Nadalje, inhibitoran u¢inak melitina, glavne sastavnice apitoksina, na formiranje
biofilmova (Picoli i sur. 2017.; Arteaga i sur. 2019.), antimikrobno djelovanje na neke
rezistentne patogene (Choi i sur. 2015.) i sinergisticko djelovanje s antibioticima (Memeriani i
sur. 2019.) ¢ine ga dobrim kandidatom za kreiranje novih antibmikrobnih lijekova i suzbijanje
patogena.

Dok je inhibitorno djelovanje na patogene klju¢no svojstvo antimikrobnih spojeva, djelovanje
na korisnu mikrobiotu nije pozeljno. Poznato je da su bakterije mlijecne kiseline (BMK)
uobicajena mikrobiota pcela, posebice rodovi Lactobacillus i Enterococcus (Gilliam 1997.;
Rada i sur. 1997.; Olofsson i Vasquez 2008.; Carina Audisio i sur. 2011.) te su sastavni dio
mikrobiote razli¢itih tipova fermentiranih namirnica i probiotickih pripravaka (Chaucheyras-
Durandi i Durand 2010.).



U ovom radu je provedeno istrazivanje antimikrobnog utjecaja apitoksina sakupljenog
pomocu specijalno dizajniranog elektricnog sakupljaca, na Stetnu mikrobiotu koja spada u
skupinu zoonoza koje, osim §to izazivaju bolesti kod ljudi i zivotinja, vrlo ¢esto kontaminiraju
namirnice zivotinjskog porijekla. Nadalje, istrazen je utjecaj apitoksina na korisnu mikrobiotu
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK). Odredene su minimalne inhibitorne i bakteriocidne
koncentracije apitoksina prema pet potencijalno patogenih vrsta (Salmonella enterica subsp.
enterica, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Listeria innocua, Bacillus cereus, Escherichia
coli) te potencijalnim probioti¢kim i biotehnoloski znac¢ajnim sojevima BMK (Lactobacillus
sakei, Lactococcus lactis i Enterococcus durans). Ujedno je ispitana i usporedena osjetljivost
navedenih izolata prema komercijalnim antibioticima te na apitoksin.



1.1. Hipoteza, opé¢i i specifi¢ni ciljevi rada

Svi ispitivani autohtoni sojevi bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) (Lactobacillus sakei
LS0296, Lactococcus lactis LL8307 i Enterococcus durans ED004) su izolirani i detaljno
molekularno-bioloski karakterizirani u prethodnim istrazivanjima te pokazuju potencijal za
primjenu u obliku starter kultura. Uz Kkorisne sojeve, biti ¢e ispitani i predstavnici gram
pozitivnih (Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 20231, Listeria innocua ATCC 33090,
Bacillus cereus DSM 6791) i gram negativnih (Salmonella enterica subsp. enterica DSM
14221 i Escherichia coli ATCC 25922) potencijalnih patogenih bakterija koji se prenose
hranom.

Op¢i cilj ovog rada je ispitati in vitro antimikrobnu aktivnost apitoksina na autohtone sojeve
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) i patogene koji se prenose hranom, te usporediti njegovo
djelovanje s antibioticima, kako bi se utvrdio njegov potencijal u kontroli mikrobnog rasta.
Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e apitoksin u manjim koncentracijama djelovati inibitorno
i/ili bakteriocidno na bakterijske kulture, te da ¢e pokazati antimikroban uc¢inak usporediv s
konvencionalnim antibioticima i kao takav predstavljati alternativno rjeSenje u suzbijanju
zoonoza.

Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Odrediti sposobnost rasta ispitivanih sojeva i izolata ovisno 0 u prisutnosti razli¢itih
koncentracija apitoksina nakon 0 h, 24 h i 48 h.

2. Utvrditi minimalnu inhibitornu koncentraciju apitoksina za ispitivane izolate.
3. Utvrditi minimalnu bakteriocidnu koncentraciju apitoksina za ispitivane izolate.
4. Utvrditi utjecaj razli¢itih koncentracija apitoksina na brojnost ispitivanih izolata.

5. Usporediti osjetljivost izolata na antibiotike i apitoksin.



2. Pregled literature

2.1. Apitoksin

Apitoksin ili pcelinji otrov je izlucevina koju proizvode medonosne pcele (A. mellifera L.)
pomocu otrovne zlijezde (smjesStene u straznjem dijelu Supljine zatka) koja je povezana sa
zal¢anim aparatom (Bridges i sur. 1984.). Osnovna bioloska namjena apitoksina je obrana
pcelinje zajednice od neprijatelja, a odrasla jedinka (pcela radilica) prilikom napada moze
injektirati do 0,1 mg otrova iz zalca (Schmidt i Buchmann 2005.).

Tijekom povijesti se koristio u narodnoj medicini za lijeCenje koznih bolesti, artritisa,
kardiovaskularnih bolesti, multiple skleroze i kancerogenih tumora (Cherniack i sur. 2010.;
Alqutub i sur. 2011.). Danas se sve viSe prepoznaje njegov potencijal za primjenu u
poljoprivrednoj i sto€arskoj industriji.

U prirodnom obliku apitoksin je prozirna, viskozna tekucina, gorkog okusa i bez mirisa, dok
je u dehidriranom obliku krupni prah svijetlo-zute boje (Slika 2.1.). Vrlo je postojan pri
niskim temperaturama, a u kontaktu s kisikom mijenja boju u smede Zutu, prilikom ¢ega moze
izgubiti korisna farmakoloska svojstva, dok toksikoloSka svojstva ostaju oCuvana (Shimpi i
sur. 2016.).

Apitoksin je slozena mjeSavina bioaktivnih tvari, a njegova antimikrobna aktivnost se
pripisuje prvenstveno peptidima (Shimpi i sur. 2016.). Osim cjelovitog otrova, sve se vise
ispituje i djelovanje njegovih pojedina¢nih sastavnica, a utvrdeno je da neke od njih uspjesno
hidroliziraju stani¢nu membranu i u¢inkovito suzbijaju razvoj biofilmova (Picoli i sur. 2017.;
Fadl 2018.; Arteaga i sur. 2019.).

Slika 2.1. Prah cjelovitog apitoksina u dehidriranom obliku



2.1.1. Kemijska svojstva apitoksina

Kompleksni kemijski sastav apitoksina je detaljno istrazen zahvaljuju¢i metodama frakcijskog
razdvajanja smjesa i pojavom novih ,,omic¢kih* znanosti (Pucca i sur. 2019.). Otrovi vrsta roda
Apis su sli¢nog sastava, no postoje male razlike unutar podvrsta (Hegazi i sur. 2012.).

Sastav apitoksina ovisi 0 brojnim ¢imbenicima, ukljucujuci starost pcele, vremenu i metodi
prikupljanja te rukovanju i skladistenju. pH apitoksina se krece od 4,5 do 5,5. Topiv je u vodi,
ali ne u alkoholu i amonij sulfatu (Ali, 2012.). Sastoji se od oko 88% vode i najmanje 18
farmakoloski znacajnih sastavnica (Surendra i sur. 2011.). Glavne sastavnice apitoksina su:
melitin, fosfolipaza A, apamin i peptid koji degranulira mastocite (MCD peptid, engl. mast
cell degranulating) (Rader i sur. 1987; Szokan i sur. 1994; Packaova i sur. 1995; Kokot i
Matysiak 2008.).

Bioaktivne tvari péelinjeg otrova mogu se podijeliti u 3 skupine:

1. proteini: melitin, apamin, peptid koji degranulira mastocite (MCD peptid, engl. mast cell
degranulating) i adolapin

2. enzimi: fosfolipaza A2 (PLA>), hijaluronidaza, a-glukozidaza, kisela fosfomonoesteraza,
lizofosfolipaza

3. ostali spojevi: aminokiseline, fosfolipidi i hlapljive sastavnice (Surendra i sur. 2011.).

Detaljan kemijski sastav apitoksina, kao i udjeli pojedinac¢nih sastavnica prikazani su u
Tablici 2.1.



Tablica 2.1. Popis glavnih sastavnica apitoksina i njihovih udjela u suhoj tvari (Bogdanov

2017.).
Skupina tvari Sastavnica Udio u suhoj tvari (%0)
Fosfolipaza A 10-12
Fosfolipaza B 1
Proteini (enzimi) Hijaluronidaza 1-2
Fosfataza 1
a - glukozidaza 0,6
Melitin 40 -50
Apamin 2-3
MCD peptidi 2-3
Sekapin 05-2
Peptidi Pa.m.in | 1-3
Minimin 2
Adolapin 05-1
Prokamin A, B 1-2
Inhibitor proteaze 0,1-0,8
Terciapin, kardiopep, melitin F 1-2
Fosfolipidi 1-3
Histamin 05-2
Biogeni amini Dopamin 02-1
Noradrenalin 0,1-05
Aminokiseline o-aminokiseline, aminomasla¢na .
kiselina
Seceri Glukoza, fruktoza 2-4
Hlapljive sastavnice
(feromoni) SloZeni eteri 4-8
Minerali P, Ca, Mg 3-4




2.1.2. Antimikrobna svojstva apitoksina

Antimikrobna svojstva apitoksina se pripisuju prvenstveno djelovanju antimikrobnih peptida
(AMP) koji ¢ine velik udio suhe tvari otrova. Osamdesetih godina 20. stolje¢a jedan od prvih
antimikrobnih peptida je izoliran upravo iz medonosne pcele (A. mellifera L.) i nazvan je
melitin (Moreno i Giralt 2015.).

Antimikrobni peptidi su bioaktivni spojevi koji posjeduju antimikrobna svojstva i sposobnost
modulacije imunosnog sustava. Smatraju se ubikvitarnima i dio su urodenog imunosnog
sustava svih zivih bi¢a (Ganz i sur. 1997.). Djeluju na stani¢nu stijenku i membranske lipide,
povecavaju permeabilnost stanicne membrane, uzrokuju lizu i u konacnici smrt stanice
(Brogden 2005.), pritom rijetko uzrokujuci razvoj antibioticke rezistencije (Zasloff i sur.
2002.).

Peptid melitin i enzim fosfolipaza Az su dvije najvaznije sastavnice apitoksina i smatra se da

su odgovorni za veéinu antimikrobnih u¢inaka apitoksina, te da Cesto djeluju sinergisticki
(Asthana i sur. 2004.).

Melitin

Melitin se smatra najvaznijom antimikrobnom sastavnicom apitoksina i ¢ini 50 — 60% suhe
tvari péelinjeg otrova (Habermann 1972.). To je amfipatski polipetid koji se sastoji od 26
aminokiselina (Slika 2.2.) i ¢ija je primarna sekvenca: Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-
Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn (Woods i sur.
2017.). Terminalna amino regija (aminokiseline 1 — 20) je hidrofobna i ne pokazuje liti¢ku
aktivnost, dok je terminalna karboksilna regija (aminokiseline 21 — 26) hidrofilna i odgovorna
za liticko djelovanje (Schroder i sur. 1971.; Gevod i sur. 1984.).
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Slika 2.2. Amfipatska grada melitina (Gajski i Garaj-Vrhovac 2013.).

Amfipatska svojstva ga ¢ine topivim u vodi, omoguéavaju mu vezanje na stani¢énu membranu
poput deterdzenta i posljedi¢cnu razgradnju fosfolipidnih slojeva. Njegovim djelovanjem se
stvaraju pore u stani¢noj membrani, §to mijenja njezinu permeabilnost i dovodi do stani¢ne
lize (Papo i Shai 2003.). Stoga se antimikrobna (Gajski i Garaj-Vrhovac 2013.), antifungalna,
hemoliti¢ka i antitumorska aktivnost apitoksina uglavnom pripisuje citolitickom djelovanju
melitina. Takoder, katalizira djelovanje i djeluje sinergisticki s fosfolipazom A (Sharma
1993.).



Fosfolipaza A2 (PLA>)

Enzim fosfolipaza A2 (PLA) je najletalniji enzim pcelinjeg otrova i ¢ini 12 — 15% sastava
suhog otrova. To je polipetid male molekulske mase koji se sastoji od 128 aminokiselina
(Shipolini i sur. 1974.). Ima vaznu ulogu u metabolizmu fosfolipida, induciranju T-stanica,
imunosnom odgovoru na patogene i usporavanju napretka mozdanih i neuropatskih bolesti
(Alvarez-Suarez 2017.).

Fosfolipaza A primarno Kkatalizira hidrolizu fosfolipida, glavnog sastojka stani¢nih
membrana, ¢emu se pripisuje njegovo snazno antimikrobno djelovanje (Balsinde i sur. 2002.).
Vrijeme i nain njegovog djelovanja na prokariote ovisi prvenstveno o strukturi stani¢ne
stijenke (Van Boeckel i sur. 2015.). lako su neka istrazivanja pokazala da PLA2 uspjesno
hidrolizira membranske fosfolipide i gram pozitivnih i gram negativnih bakterija (Harwig i
sur. 1995.) utvrdeno je da PLA> ima drugacije mehanizme djelovanja ovisno o gradi stani¢ne
stijenke (Nevalainen i sur. 2008.).

PLA> moze neometano penetrirati peptidoglikanski sloj gram pozitivnih bakterija, §to joj
omogucuje lakSu hidrolizu fosfolipida. Stani¢na stijenka gram negativnih bakterija je
drugacije gradena od stani¢ne stijenke gram pozitivnih bakterija. Uz fosfolidnu membranu
prekrivenu peptidoglikanskim slojem, stani¢na stijenka gram negativnih bakterija sadrzi i
dodatnu vanjsku dvoslojnu lipopolisaharidnu membranu koja prekriva peptidoglikanski sloj
(Raetz i Dowhan 1990.). Zbog ovakve grade, gram negativne bakterije posjeduju urodenu
rezistenciju na PLA2 i antimikrobni u¢inak PLA: je mogu¢ samo ako je vanjska membrana
prethodno razgradena pod utjecajem nekog drugog ¢imbenika.

2.1.3. Mehanizmi antimikrobnog djelovanja apitoksina

a) Razaranje stani¢énog membranskog sustava

Antimikrobno djelovanje apitoksina se najve¢im dijelom pripisuje melitinu, kationskom
antimikrobnom peptidu (CAP). Njegove karakteristike, kao $to su amfipatska priroda, naboj,
veli¢ina i aminokiselinski sastav, omogucavaju mu prijanjanje uz stanicnu membranu i
umetanje u fosfolipidni dvosloj, sto uzrokuje promjene u permeabilnosti staniéne membrane.
Postoje dva modela koja objasnjavaju djelovanje apitoksina na razaranje stanicnog
membranskog sustava: karpetni (tzv. ,tepih®, engl. ,,carpet) i toroidalni model (Brogden
2005.).



Karpetni model

Kod karpetnog modela peptidi se nakupljaju na stani¢noj membrani i usmjereni su paralelno s
lipidnim dvoslojem. CAP se vezu na viSe mjesta na stani¢noj membrani, za polarne
fosfolipidne glave slabim elektrostatskim vezama formirajuc¢i pritom peptidni prekrivac (tzv.
Htepih®, engl. , carpet®). Pretpostavlja se da petidni prekriva¢ djeluje kao deterdzent i
uzrokuje stvaranje micela. Kada se na stani¢noj membrani nakupi kritiCna koncentracija
peptida, dolazi do formiranja kanala u stani¢noj membrani, $to omogucava vezanje dodatnih
peptida, formiranje micela i razaranje membrane (Slika 2.3.).

Slika 2.3. Karpetni model razaranja membranskog sustava: hidrofilna regija CAP je prikazana
crvenom, a hidrofobna regija plavom bojom. (Brogden 2005.).

Toroidalni model

Kod toroidalnog modela (Slika 2.4.) peptidi se umecu u stani¢énu membranu, agregiraju i
induciraju savijanje lipidnog monosloja kroz pore. Pritom nastaju toroidalne hidrofilne pore
¢iji su zidovi gradeni od hidrofilnih regija CAP i polarnih fosfolipidnih glava stani¢ne
membrane. Ovako formirani transmembranski kanali mijenjaju permeabilnost, sto dovodi do
razaranja stani¢nih membrana.

Slika 2.4. Toroidalni model razaranja membrane: hidrofilna regija CAP je prikazana
crvenom, a hidrofobna regija plavom bojom. (Brogden 2005.).



b) Razaranje bakterijskih biofilmova

Antimikrobni peptidi, poput melitina, mogu djelovati na bakterijske biofilmove u razli¢itim
fazama formiranja. AMP mogu prodrijeti u matriks biofilma i ubiti stanice koje ga tvore
(Dosler i Karaaslan 2014.; Batoni i sur. 2016.) razaranjem njihovog membranskog sustava.
Apitoksin djeluje inhibitorno i na multirezistentne bakterije roda Staphylococcus,
Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella i Enterococcus koji su poznati po tvorbi snaznih
biofilmova (Fadl 2018.).

¢) Vezanje za bakterijske lipopolisaharide

Vanjska membrana stani¢ne stijenke gram negativnih bakterija sadrzi lipopolisaharide (LPS)
(Nikaido 1994.). LPS se smatra endotoksinom jer djeluje toksi¢no, uzrokuje upalne procese i
sepsu u ljudi. Bhunia i sur. (2007.) su pokazali da se melitin zbog svoje specifi¢ne a-helikalne
grade moZe vezati za LPS svojim karboksilnim terminalnim krajem, $to mu omogucuje
prodiranje u bakterijske stani¢cne membrane te njihovo razaranje.

2.2. Zoonoze kao izvor mikrobiolo$ke neispravnosti namirnica i gena
antibioticke rezistencije

Bolesti uzrokovane mikrobioloSki neispravnim namirnicama velik su globalni problem.
Procjenjuje se da od trovanja hranom obolijeva tre¢ina ljudske populacije svake godine, a
glavni uzro¢nici tih bolesti su upravo zoonoze (Schlundt i sur. 2004.). S druge strane,
pojacanu zabrinutost izaziva i pojava antibioti¢ke rezistencije u bakterija, ¢ija se transmisija
odvija i kroz prehrambeni lanac.

Zoonoze ili bolesti animalnog podrijetla su bolesti koje se prenose sa zivotinje na ¢ovjeka kao
posljedica izravnog ili neizravnog kontakta sa zaraZenom Zivotinjom ili putem kontaminirane
hrane (EFSA 2016.). Do danas je istrazeno oko 1400 ljudskih patogena, a otprilike 800 njih je
animalnog podrijetla (Cantas i sur. 2014.). U Europskoj uniji se svake godine biljezi preko
200,000 prijavljenih slucajeva zaraze bakterijskim zoonozama, a najceS¢i uzrocnici su:
Campylobacter spp., Salmonella spp., Listeria spp., te vrste iz porodice Enterobacteriaceae
(Chlebicz i sur. 2018.).

Prema tome, sve se intenzivnije traga za alternativnim antimikrobnim spojevima koji ¢e
ucinkovito suzbijati zoonoze, Smanjiti pojavljivanje rezidua lijekova u namirnicama i
sprijeciti Sirenje antimikrobne rezistencije (AMR), a naposlijetku i sacuvati djelotvornost
postojecih antibiotika (Brogden 2005.).
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2.2.1. Apitoksin u suzbijanju zoonoza i kao promotor rasta

1940-ih godina zapocela je intenzivna primjena antibiotika u veterinarskoj medicini i do
danas je glavni nadin suzbijanja bolesti na farmama. U nekim je zemljama potro$nja
antibiotika u veterinarskoj medicini premasila upotrebu antibiotika u humanoj medicini, npr. u
SAD iznosi 70% ukupne potrosnje antibiotika (O’Neill i sur. 2015.).

Do danas je utvrdeno da apitoksin i njegove sastavnice pokazuju snazno antimikrobno
djelovanje na mnoge patogene koji uzrokuju bolesti u akvakulturi, peradarstvu, svinjogojstvu
i mljekarstvu, najve¢im poljoprivrednim potroSac¢ima antibiotika. Osim toga, mnoga
istrazivanja ukazuju na njegovu potencijalnu primjenu u svinjogojstvu, u suzbijanju
respiratornih bolesti svinja (Choi i sur. 2003.) i neonatalne dijareje u prasaca uzrokovane
bakterijama E. coli, Streptococcus spp., Salmonella spp. i Staphylococcus spp. (Choi i sur.
2001.).

Infekcije uzrokovane S. aureus i E.coli predstavljaju ekonomski problem i u mljekarskoj
industriji jer uzrokuju upalu vimena mlije¢nih krava (mastitis) i neki autori su pokazali da bi
upravo tretman apitoksinom mogao biti djelotvoran u lijeCenju mastitisa (Cho i Kang 2001.;
Han i sur. 2009.; Park i sur. 2013.). Takoder, sastavnica melitin ima velik potencijal za
primjenu u obliku dezinficijensa za aparaturu u proizvodnim pogonima mlije¢nih proizvoda,
npr. sira. Snazno inhibira formiranje biofilmova (Fadl 2018.) i moze ucinkovito suzbiti
patogene koji zaostaju na povrsini opreme za proizvodnju (Galdiero i sur. 2019.).

Takoder, njegov potencijal je prepoznat 1 u akvakulturi jer je utvrdeno da uspjeSno inhibira
neke riblje patogene (Kim i sur. 2011.). Nadalje, pretpostavlja se da se moze koristiti u
prehrani stoke kao prirodni antibiotik protiv B. cereus sojeva, kao i nekih drugih vrsta
patogena (Han i sur. 2018.).

Poznat je i njegov sinergisticki uéinak s ampicilinom ili penicilinom na meticilin-rezistentan
Staphylococcus aureus (MRSA), a zabiljezeno je i nhjegovo djelovanje protiv drugih
multirezistentnih izolata (Choi i sur. 2015.).

B. cereus, E. coli, L. innocua, S. enterica subsp. enterica i S. aureus su vrlo ¢esti uzroc¢nici
bolesti nastalih konzumacijom mikrobioloski neispravnih namirnica. Kontrola i prevencija
sirenja ovih patogena, ve¢ u samom uzgoju zivotinja, naju¢inkovitiji je nacin ograni¢avanja
pojave bolesti zoonoza u namirnicama (Layton i sur. 2017.).

Apitoksin je istrazivan i kao moguéa zamjena promotorima rasta u peradarstvu koji se koriste
radi povecanja proizvodnje mesa 1 jaja. Utvrden je pozitivan utjecaj apitoksina na rast i razvoj
brojler pilica nakon dodavanja apitoksina u vodu za napajanje (Ali i Mohanny 2014.), kao i
povecanje tjelesne mase i jacanje njihova imunosnog sustava (Jung i sur. 2013.), a prilikom
¢ega nije bilo nikakvih negativnih ucinaka na tretirane zivotinje.
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2.3. Glavne karakteristike testiranih gram negativnih potencijalno
patogenih vrsta

Vrsta E. coli je gram negativna bakterija Stapi¢astog oblika. Pripada odjeljku Proteobacteria,
rodu Escherichia i porodici Enterobacteriaceae. Stanice E. coli mogu biti pokretne ili
nepokretne. Fakultativni je anaerob i ne tvori spore.

Vrlo je vazna vrsta u klini¢koj mikrobiologiji, okoli$noj mikrobiologiji i mikrobiologiji hrane.
Izolirana je iz organizma ljudi, Zivotinja, tla, vode i hrane. Kao komenzal najces¢i je
stanovnik gastrointestinalnog (GI) trakta u ljudi i toplokrvnih Zivotinja, a isto tako je jedan od
najc¢esc¢ih ljudskih i Zivotinjskih patogena te moze izazvati cijeli niz potencijalno smrtonosnih
infekcija. NajceS¢e izaziva enterokolitis, a od ostalih infekcija uobicajene su infekcije
mokraénih puteva, neonatalni meningitis i sepsa (Allocati i sur. 2013.).

U sigurnosti hrane su najvazniji sojevi koji uzrokuju bolesti probavnog sustava ljudi i
zivotinja 1 koji umanjuju kvalitetu namirnica, npr. kvarenje mlije¢nih proizvoda, bubrenje i
pucanje sira (Desmarchelier i Fegan 2016.). U mesne namirnice najé¢e$¢e dospijeva tijekom
evisceracije zivotinje i rukovanja mesom, posebice tijekom ispiranja trupova kontaminiranom
vodom (Alvarez i sur. 2013.). E. coli je takoder indikator higijene hrane i upuéuje na direktnu
ili indirektnu kontaminaciju fekalijama. Najces¢e se prenosi putem kontaminirane hrane ili
vode, nedovoljno kuhanog mesa i nepasterizirnaog mlijeka
(https://www.who.int/foodsafety/areas_work/foodborne-diseases/ecoli/en/). ~ Unutar  vrste
postoje sojevi uzro¢nici intoksikacije hranom i mogu producirati termolabile ili termostabile
enterotoksine, a razlikujemo 6 skupina: enterotoksi¢nu E. coli (ETEC), enteropatogenu E. coli
(EPEC), eneteroagregacijsku E. coli (EAEC), difuzno-adhezivhu E. coli (DAEC),
enteroinvazivnu E. coli (EIEC) i enterohemoragi¢nu E. coli (EHEC), takoder poznata kao
shiga toksin produciraju¢a (STEC) i verotoksin producirajuca E. coli (VTEC) (EKkici i Dimen
2019.).

Neki sojevi E. coli izolirani iz Zivotinjskog organizma pokazali su antibioticku rezistenciju na
mnoge konvencionalne antibiotike (ampicillin, sulfonamid, tetraciklin, cefalotin, trimetoprim-
sulfametoksazol, streptomicin, klorampenikol, cefoksitin, gentamicin, amoksicilin-
klavulanska kiselina, kanamicin), Sto je rezultat primjene antibiotika kao promotora rasta ili
lijeCenja zivotinja. Takoder, i u ljudi su ustanovljeni rezistentni sojevi na ampicillin,
sulfonamid i tetraciklin (Tadesse i sur. 2012.).

Vrsta S. enterica je gram negativna bakterija Stapicastog oblika. Pripada odjeljku
Proteobacteria, rodu Salmnonella spp. i porodici Enterobacteriaceae. Stanice S. enterica su
pokretne. Fakultativni je anaerob i ne tvori spore.

vvvvv

uzro¢nika enteri¢nih bolesti, uzrokuju¢i bol u predjelu abdomena, grozncu, mucninu,
povracanje, akutni enterokolitis, dijareju i dehidriranje. U humanoj medicini je najvaznija
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vrsta S. enterica subsp. enterica koja broji oko 1586 poznatih serotipova (Issenhuth i sur.
2014.).

U sigurnosti hrane su najvazniji sojevi koji uzrokuju poremecaje probavnog sustava ljudi i
zivotinja te kvarenje svjezih namirnica. Salmonella spp. vrste se mogu pronaé¢i u GI traktu
ljudi i Zivotinja, uzrokujuci razna patoloska stanja, a glavni izvor zaraze s ovom bakterijom su
voda i hrana kontaminirani fekalijama. Vrsta S. enterica je medu najce$¢im patogenima
uzro¢nicima enteri¢nih bolesti, a S. enterica subsp. enterica je odgovorna za oko 99%
salmoneloza u ljudi i toplokrvnih zivotinja (de Jesus Cortés Sanchez i sur. 2017.).

Neki sojevi su takoder razvili antibioticku rezistenciju, posebice na sulfonamide, tetraciklin,
B-laktamske antibiotike, a smatra se da je glavni i najveci izvor Sirenja gena antibioticke
rezistencije ovog soja peradarska industrija (Issenhuth i sur. 2014.).

2.4. Glavne karakteristike testiranih gram pozitivnih potencijalno
patogenih vrsta

Vrsta S. aureus je gram pozitivna bakterija kokoidnog oblika. Pripada odjeljku Firmicutes,
rodu Staphylococcus i porodici Staphylococcaceae. Stanice S. aureus nisu pokretne.
Fakultativni je anaerob i ne tvori spore.

Ubikvitarna je vrsta 1 pripada uobicajenoj mikrobioti ljudi 1 toplokrvnih Zivotinja, najcesce
koloniziraju¢i kozu 1 sluznicu.

Vrlo je vazna vrsta u klinickoj mikrobiologiji 1 mikrobiologiji hrane. Jedan je od najceS¢ih
oportunisti¢kih patogena i1 uzroc¢nika bolesti koje se prenose ingestijom kontaminirane hrane.
Znacajan je ljudski patogen koji moZe uzorkovati relativno benigne kozne infekcije, dok neki
sojevi mogu prouzrocCiti teSke ili fatalne infekcije uzrokovane njezinim invazivnim
djelovanjem na krvozilni sustav (Chambers i De Leo 2009.).

Nadalje, brojni sojevi su razvili rezistenciju na neke konvencionalne antibiotike, a to se u
prvom redu odnosi na meticilin-rezistentne S. aureus (MRSA) i vankomicin-rezistentne S.
aureus (Corey 2009.). Antibiotik vankomicin je jedan od najsnaznijih na¢ina obrane od
bakterijskih infekcija, no posljednjih desetljeca su pojedini klinicki izolati S. aureus razvili
srednju ili potpunu rezistenciju na vankomicin i time postali jedan od najvecih zdravstvenih
izazova u svijetu (Corey 2009.).

U sigurnosti hrane su najvazniji sojevi koji mogu producirati vrlo stabilne enterotoksine koji
uzrokuju mucninu, povracanje, dijareju ili kolabiranje (Ondusko i Nolt 2018.). U namirnice
dospijevaju najcesce tijekom proizvodnje i prerade svjezih proizvoda, kao S$to su meso i
nepasterizirano mlijeko. Vrlo dobro prezivljava uvjete tehnoloskog procesa, pa se ¢esto nalazi
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na povrsini opreme za proizvodnju hrane (Ondusko i Nolt 2018.). Glavni izvor zaraze je losa
higijena proizvodnje prilikom rukovanja namirnicom.

Vrsta B. cereus je gram pozitivna bakterija Stapi¢astog oblika. Pripada odjeljku Firmicutes,
rodu Bacillus i porodici Bacillaceae. Stanice B. cereus su pokretne. Fakultativni je anaerob i
tvori spore.

Vrlo je vazna vrsta u klinickoj mikrobiologiji, okolisnoj mikrobiologiji i mikrobiologiji hrane.
Jedan je od najée$c¢ih uzrocnika trovanja hranom, uzrokujuéi povracanje, dijareju i muéninu
(Peng i sur. 2001.).

U sigurnosti hrane su najvazniji sojevi koji uzrokuju poremecaje probavnog sustava ljudi te
kvarenje namirnica. Unutar vrste B.cereus postoje sojevi koji mogu uzrokovati dvije vrste
bolesti uzrokovane ingestijom hrane: intoksikaciju toksinom iz hrane i infekciju ingestijom
stanica koje produciraju enterotoksine (Peng i sur. 2001.).

Sporogenost joj omogucava adaptaciju i prezivljavanje u uvjetima tehnoloskog procesa. Moze
prezivljavati na povrSinama nehrdajuceg celika 1 rezistentna je na veéinu kemikalija za
¢is¢enje proizvodne opreme (Peng i sur. 2001.).

Siroko je rasprostranjena u prirodi i prisutna je u smjesi acrosola, svjezim namirnicama te je
sastavni dio mikrobiote tla. Glavni izvori zaraze vezane uz hranu su: teletina, puretina, riza,
grah, povrée. Uzrocnici dijareje se posebice javljaju u mesu, mlijeku, povréu, ribi. Poznato je
da uzrokuje slatkast i gorak defektan okus u mlijeku (Huang i sur. 1999.) te kvarenje i
umanjivanje kvalitete pasteriziranog mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Christiansson i sur.
1999.).

Takoder, u nekih sojeva izoliranih iz mlije¢nih proizvoda je zabiljezena antibioticka
rezistencija na B-laktamske antibiotike, tetraciklin, eritromicin i rifampin (Ozcelik i Citak
2009.).

Vrsta L. innocua je gram pozitivna bakterija Stapicastog oblika. Pripada odjeljku Firmicutes,
rodu Listeria i porodici Listeriaceae. Stanice L. innnocua su pokretne. Fakultativni je anaerob
i ne tvore spore (Bayoub i sur. 2010.).

Vrsta L. innocua $iroko je rasprostranjena u okolisu i moze se pronaci u hrani. Pokazalo se da
dobro tvori biofilmove. Izolirana je iz sirovog i nepasteriziranog mlijeka, sira, sladoleda,
povrca, fermentiranog mesa i kobasica, kuhanih pilec¢ih proizvoda, sirovog mesa, sirovih ili
dimljenih morskih proizvoda (Amusan i Sanni 2018.).

Pojedini sojevi su vazni u klinickoj mikrobiologiji i mikrobiologiji hrane. Virulentnost ove
vrste jo§ uvijek nije u potpunosti istrazena (Orsi i Wiedmann 2016.). Pripada skupini sensu
stricto listerijama, zajedno s L. monocytogenes, L. seeligeri, L. marthii, L. ivanovii, L.
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welshimeri (Chiara i sur 2015.), druga skupina, sensu lato, sac¢injava 11 vrsta Listeria (Orsi i
Wiedmann 2016.).

U sigurnosti hrane su najvazniji sojevi za koje se pretpostavlja da mogu uzrokovati teska
oboljenja u ljudi i sojevi za koje se smatra da imaju ucinak poput L. monocytogenes. Izvori
zaraze mogu biti: fekalije, meso i mlije¢ni proizvodi (Orsi i Wiedmann 2016.).

Takoder, poznato je da su neki sojevi L. innocua izolirani iz nepasteriziranog mlijeka razvili
rezistentnost na tetraciklin (Slade i sur., 1991), a isto je ustanovljeno i u ostalim mlije¢nim
proizvodima i mesu (Facinelli i sur. 1991.).

2.5. Utjeca] antimikrobika na korisne mikroorganizme u
prehrambenom proizvodnom lancu

MikrobioloSka ravnoteza gastrointestinalnog (GI) sustava zivotinja Cesto je naruSena
upotrebnom raznih antimikrobnih lijekova, $to utjeCe na kasniji mikrobioloski sastav
namirnice, a ostavlja i nepozeljne rezidue lijekova. Kada je rije¢ o korisnoj mikrobioti
zivotinja, tada najceS¢e govorimo o bakterijama mlije¢ne kiseline (BMK). Obic¢no se
upotrebljavaju 1 kao starter, bioprotektivne ili probioticke kulture u poljoprivrednoj i
prehrambenoj proizvodnji fermentiranih namirnica animalnog podrijetla (Chaucheyras-
Durandi i Durand 2010.). Koriste se u lijeenju bolesti zoonoza, a takoder je poznato i njihovo
inhibitorno djelovanje na patogene u Gl traktu (Chaucheyras-Durandi i Durand 2010.).
Probioticima se smatraju zive, nepatogene bakterije koje se unose u Gl sustav domacina i
koloniziraju ga, pozitivno djeluju na probavu i imunoloski sustav (FAO/WHO 2002.).
Smatraju se sigurnima za ljudsku i zivotinjsku upotrebu i spadaju u skupinu GRAS (engl.
generally regarded as safe) mikroorganizama.

Probiotici se mogu koristiti u veterinarskoj industriji u peradarstvu, svinjogojstvu i uzgoju
prezivaca. Mikrobiota Gl sustava Zivotinja igra kljuénu ulogu u procesu probavljanja hrane te
opcenito utjece na njihovo zdravlje, opskrbljujuéi Zivotinju dodatnim nutrijentima i enzimima
(Hooper i sur. 2002.; Wang 2007.). Utvrdeno je da mogu poboljsati ukupnu masu peradi i
povecati proizvodnju mlijeka u mlije¢nih krava (Krehbiel i1 sur. 2003.). Koriste se i u lijecenju

dijareje u prasaca, mastitisa u mlijecCnih krava, te za jaCanje imunosnog sustava Zivotinje
(FAO 2016.).

Jos nije poznato kakav je utjecaj apitoksina kao antimikrobika na korisne mikroorganizme, ali
neki autori tvrde da probiotici u kombinaciji s apitoksinom povoljno utjeCu na rast i razvoj
prasaca (Choi i sur. 2003.). Izmedu ostalog, i sam GI trakt pcela sadrzi vec¢inom bakterije
mlijecne kiseline, posebice rodove Lactobacillus i Enterococcus (Olofsson i Vasquez 2008.).

Vrste rodova Lactococcus, Lactobacillus i Enterococcus takoder pripadaju skupini bakterija
mlije¢ne kiseline i pojavljuju se u hrani i fermentiranim namirnicama, a iako je poznato da ih
suzbijaju brojni antibiotici koji se upotrebljavaju u lije€enju zoonoza, utjecaj apitoksina na
njih jo$ uvijek nije poznat.
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2.6. Glavne karakteristike testiranih korisnih bakterija

Vrsta Lc. lactis je gram pozitivna bakterija kokoidnog oblika. Pripada odjeljku Firmicutes,
rodu Lactococcus i porodici Streptococcaceae. Stanice Lc. lactis nisu pokretne. Fakultativni
je anaerob i ne tvori spore.

Vrlo je vazna vrsta u mikrobiologiji hrane te u genetiCkom inZenjerstvu. Pripadaju skupini
BMK, s§to ih ¢ini vrlo vaznim mikroorganizmima za prehrambenu industriju (Fijan 2014.).
Rod Lactococcus je jedan od najvaznijih skupina BMK koje se koriste u mlije¢noj industriji.
Glavna mu je uloga prozvodnja mlije¢ne kiseline iz laktoze, hidroliza kazeina i fermentacija
limunske kiseline (Fijan 2014.). Zbog toga ima znatan utjecaj na teksturu i okus krajnjeg
proizvoda. Vrlo su vazni i u prevenciji rasta mikroorganizama kvarenja namirnica u mlijeku.
Proizvode nizin i Cesto se koriste u kombinaciji s drugim probioticima za lijecenje dijareje
(Fijan 2014.). Takoder, neki sojevi mogu proizvoditi antigene, pa stoga imaju dobar potencijal
za nositelje cjepiva (Pouwels i sur. 1998.).

Vrsta Lb. sakei je gram pozitivna bakterija iz odjeljka  Firmicutes. Pripada rodu
Lactobacillus i porodici Lactobacillaceae. Stanice su Stapicastog oblika i ne tvore spore.
Anaerobni su mikroorganizmi. Stanice Lb. sakei nisu pokretne.

Pripadaju skupini BMK, S§to ih ¢ini vrlo vaznim mikroorganizmima za prehrambenu
industriju. Dio su uobiCajene mikrobiote usta, GI trakta i uro-genitalnog sustava ljudi i
zivotinja. (Fijan 2014.).

Proizvode mlije¢nu kiselinu i time pridonose produljenju vijeka namirnice. Pojedini sojevi su
vrlo vazni u biotehnologiji, jer osim produkcije mlije¢ne kiseline, mogu proizvoditi
bakteriocine i imati povoljna probioticka svojstva. Prema FDA (Food and Drug
Administration), smatra se GRAS organizmom.

Vrsta E. durans je gram pozitivna bakterija kokoidnog oblika. Pripada odjeljku Firmicutes,
rodu Enterococcus i porodici Enterococcaceae. Stanice E. durans nisu pokretne. Fakultativni
je anaerob i ne tvore spore.

Vrlo je vaZna vrsta u klinickoj mikrobiologiji, okoliSnoj mikrobiologiji 1 mikrobiologiji hrane.
Enterokoki pripadaju skupini BMK. Izolirani su kao ubikvisti iz okolisa i GI trakta. Zbog
visoke tolerancije na kiseline i1 sol, oni su visoko prilagodeni u raznim procesima obrade
hrane, a takoder su ukljuceni u fermentacijske procese tradicionalne proizvodnje sira i suhih
kobasica u kojima vjerojatno pridonose razvoju organolepti¢nih svojstava (Foulquié Moreno i
sur. 2006.). Poznato je i da proizvode bakteriocine (Yang i sur. 2014.). Do danas, rod
Enterococcus nije dobio status GRAS organizma (Huys i sur. 2013.), iako se pojedini,
detaljno karakterizirani sojevi, koriste kao probiotici (Franz i sur. 2011.).
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Zbog visoke tolerancije na nisku pH vrijednost i sol, vrlo su adaptibilni na tehnoloske procese
u proizvodnji hrane, a takoder su ukljueni u fermentacijske procese tradicionalne
proizvodnje sira i suhih kobasica, u kojima pridonose razvoju organolepticnih svojstava
(Foulquié Moreno sur. 2006.). Pojedini sojevi enterokoka imaju mogucnosti produkcije
enterocina, zbog ¢ega mogu pridonijeti inhibiciji mikroorganizama kvarenja i patogena (Avci
i Tuncer 2017.).

S druge strane, mnogi sojevi roda Enterococcus uzro¢nici su teSkih infektivnih oboljenja te
posjeduju gene za antibioti¢ku rezistenciju. To se posebno odnosi na vankomicin-rezistentne
enterokoke (VRE). Stoga, znanstvenici su ¢esto u dvojbi kada je rije¢ o primjeni enterokooka
u prehrambenoj industriji i samo sojevi koji dokazano ne nose gene za virulenciju ili steCenu
antibioti¢ku rezistenciju mogu biti primjenjeni kao mikrobne kulture (Jahan i sur. 2015).

2.7. Invitro metode za utvrdivanje antimikrobnog djelovanja tvari

Brojne metode se mogu Koristiti za brzi probir i ispitivanje osjetljivosti mikroorganizama na
Ciste tvari ili ekstrakte s potencijalnom antimikrobnom aktivnos¢éu. Osnovne metode ukljucuju
dilucijske metode u teku¢em hranjivom mediju 1 disk difuzijske testove.

Dilucijske metode u teku¢em hranjivom mediju su vazne za odredivanje minimalne
inhibitorne i minimalne bakteriocidne koncentracije. Minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK) je najmanja koncentracija antimikrobne tvari koja ¢e inhibirati vidljivi rast
mikroorganizama, dok je minimalna bakteriocidna koncentracija (MBK) najmanja
koncentracija te iste tvari koja ¢e u potpunosti sprijeciti rast nekog mikroorganizma nakon
uzgoja na ¢vrstom mediju (Andrews 2001.).

Rezultati ovih metoda su presudne za utvrdivanje antimikrobnih koncentracija, stoga se
smatraju ,,zlatnim standardom® i uobiCajeno se koriste u istrazivanju i laboratorijskoj

klinic¢ke i laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) i
Europskog povjerenstva za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (engl. European Committe
on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST).
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2.7.1. Dilucijska metoda u tekuéem hranjivom mediju

Dilucijska metoda podrazumijeva serijsko razrjedenje antimikrobne tvari u tekucem
mikroorganizama na razliCite koncentracije antimikrobne tvari. lzvodi se dvostrukim
serijskim razrjedivanjem djelatne tvari u teku¢em hranjivom mediju. Testiranje se provodi u
tubicama volumena do 2 mL (makrodilucija) ili u mikrotitarskim plocama s 96 jazica za
manje volumene (mikrodilucija). Faktor razrjedenja ovisi o rasponu koncentracija koje se Zele
ispitati. Prekonoéna kultura ili poznata biomasa mikroorganizma se tretira odabranim
koncentracijama djelatne tvari. Nakon 24 h inkubacije, o€itava se rast kultura. Najmanja
vrijednost pri kojoj nema vidljivog rasta se naziva MIK (CLSI 2012.). MBK se odreduje
precjepljivanjem tretiranog mikroorganizma na kruti Muller Hinton agar i koncetracija pri
kojoj rast u potpunosti izostaje predstavlja vrijednost MBK (CLSI 1998.).

2.7.2. Disk difuzijska metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti

Metoda difuzije tvari iz diskova u agar provodi se testiranjem na nacijepljenom agaru na koji
se potom polazu celulozni diskovi s antimikrobnom tvari. Antimikrobno djelovanje se
utvrduje mjerenjem radijusa zona inhibicije oko diskova, a razina osjetljivosti izolata se
utvrduje pomocu antibiograma kao: osjetljiv, srednje osjetljiv ili rezistentan izolat.

Glavni nedostatak ove metode je §to nije moguce utvrditi to¢nu koli¢inu tvari koja difundira

iz diskova u agar i stoga nije prikladna za odredivanje MIK-a, niti je njome moguce
razlikovati bakteriocidno i bakteriostatsko djelovanje (Balouiri i sur. 2016.).
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3. Materijali i metode

Osnovne kemikalije

e agar (Biolife, Italija)

e barijev klorid (BaClz) (Kemig, Hrvatska)

e BHI (Biolife, Italija)

e Miuller-Hinton bujon (Biolife, Italija)

e natrijev klorid (VWR Chemicals, Belgija)

o sulfatna kiselina (H2SOs) (Kemig, Hrvatska)

Antimikrobne tvari i antibiotici

e apitoksin (Bjelovarsko-bilogorska zupanija, Hrvatska)

e ciprofloksacin (5 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

e eritromicin (15 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

e tetraciklin (30 ug) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

e ampicilin-sulbaktam (10/10 pg ) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

Laboratorijski pribor i aparatura

e celulozni diskovi (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francuska)

e inkubator s tresilicom (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan, Latvia)

e membranski filter (0,22 um) (VWR International, Leuven, Belgija)

e mikrotitarske ploce (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

e opticki ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a (EL800, BioTek Instruments, Winooski, VT, SAD)
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3.1.1. KoriStene otopine

3.1.2. Fizioloska otopina (0,85%)

Fizioloska otopina (0,85%) je pripremljena otapanjem 0,85 g natrijevog klorida (Merck,
Njemacka) u 1000 mL destilirane vode. Sterilizirana je u autoklavu na temperaturi od 121 °C

tijekom 15 min.

3.1.3. McFarland standard 0,5

McFarland standard 0,5 je pripremljen mijeSanjem 1,175% 0,05 mL barijevog klorida i 9,95
mL 1% sulfatne Kiseline. Turbiditet ovako pripremljene smjese odgovara zamuéenju koje

odgovara brojnosti bakterija od 1,5 x 108 CFU/mL.

3.1.4. Koncentrirana otopina apitoksina (1 mg/mL)

Koncentrirana otopina apitoksina (1 mg/mL) je pripremljena otapanjem 1 mg apitoksina u 1
mL sterilne destilirane vode. Otopina je potom sterilno filtrirana membranskim filterom
promjera pora 0,22 um (VWR International, Leuven, Belgija).

3.1.5. Hranjive podloge za uzgoj bakterijske biomase za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti apitoksina

3.1.6. BHI teku¢a hranjiva podloga (engl. Brain Heart Infusion)

BHI (Biolife, Italija) teku¢a hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 37 g BHI hranjive
podloge u 1000 mL destilirane vode i sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C
tijekom 15 min.

3.1.7. BHI kruta hranjiva podloga (engl. Brain Heart Infusion)

BHI (Biolife, Italija) kruta hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 37 g BHI hranjive
podloge u 1000 mL uz dodatak 15 g agara (Biolife, Italija). Nakon dodavanja agara, podloga
je sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C tijekom 15 min.
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3.1.8. Muller-Hinton tekuéa hranjiva podloga

Miller-Hinton (Biolife, Italija) tekuca hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 22 g u
1000 mL destilirane vode i sterilizirana je u autoklavu na temperaturi od 121 °C tijekom 15
min.

3.1.9. Muller-Hinton kruta hranjiva podloga

Miiller-Hinton (Biolife, Italija) kruta hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 22 g u 1000
mL destilirane vode uz dodatak 15 g agara. Nakon dodavanja agara, otopina je sterilizirana u
autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz 15 min.

3.2. Prikupljanje apitoksina

Apitoksin je prikupljen na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu na podruc¢ju
Bjelovarsko-bilogorske zupanije, tijekom 2018. godine. Prikupljen je od zdravih medonosnih
pcela (A. mellifera L.) pomocu specijalno dizajniranog elektricnog sakupljaca, postavljenog
pri vrhu kosnice (satonoSe) prekrivene kupolom. Sakuplja¢ se sastojao od uredaja koji
proizvodi elektri¢ne impulse i folijom oblozene staklene plo¢e. Kod prikupljanja, elektri¢ni
impulsi napona 7 — 12 V generirani su intervalima u trajanju od 10 s tijekom kojih su pcele
bole staklo. Pri ubadanju, na foliji su zaostali nektar i ostale necistoce, a Cisti apitoksin se
zadrZao na staklenoj plo¢i. Izmedu svakog intervala, pcele su ostavljene po 10 s kako bi se
odmorile. Apitoksin je prikupljen po izvlacenju uredaja iz kosnice i suSenja staklene ploce i
uskladisten u obliku praha na temperaturi od -20 °C u uvjetima bez vlage i svjetlosti.

3.3. Antibiotici

Razina antibioticke osjetljivosti izolata ispitana je difuzijskom metodom diskova
impregniranth odgovaraju¢im antibiotikom u agar. Antibioticki diskovi (BBL™ Sensi-
Disc™, Francuska) su upotrebljeni za ispitivanje gram negativnih bakterija: ampicilin-
sulbaktam (10/10 ug), ciprofloksacin (5 upg) i za ispitivanje gram pozitivnih bakterija
eritromicin (15 pg) i tetraciklin (30 pg) kao Sto je prikazano u Tablici 3.2.

3.4. Odabir i uzgoj biomase

U ovom istrazivanju koriSteni su autohtoni sojevi izolirani iz tradicionalnih, spontano
fermentiranih kobasica od mesa divlja¢i (Lb. sakei LS0296, E. durans EDO0O04) i
tradicionalnog istarskog sira (Lc. lactis LL8307). Koristeni izolati su identificirani i detaljno
sigurnosno i tehnoloski okarakterizirani molekularno-bioloskim metodama u okviru prijasnjih
istrazivanja (Mrkonji¢ Fuka i sur. 2013.; Mrkonji¢ Fuka i sur. 2020.). Uz korisne izolate,
koriSteni su i gram pozitivni (Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231), Listeria
innocua (ATCC 33090) i Bacillus cereus (DSM 6791)) i gram negativni (Escherichia coli
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(ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221) potencijalno patogeni
mikroorgnizmi. Svi izolati su pohranjeni u glicerolu (80%) pri temperaturi od -20 °C u
Zavodu za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta u Zagrebu do njihovog koriStenja u
mikrobioloskim analizama.

Kako bi se uzgojila potrebna biomasa, izolati su proc¢is¢eni do monokulture metodom
iscrpljenja na krutoj BHI podlozi (Biolife, Italija) te inkubirani pri optimalnim temperaturama
rasta. E. durans EDO04, Lc. lactis LL8307, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Listeria
innocua, Bacillus cereus i Escherichia coli inkubirani su aerobno pri 30 °C tijekom 24 h, a S.
enterica subsp. enterica i Lb. sakei LS0296 anaerobno pri pri 30 °C tijekom 24 h. Nakon
inkubacije, po jedna kolonija za svaki izolat je sterilno nacijepljena u 2 mL tekuée BHI
podloge i inkubirana na temperaturi od 30 °C preko no¢i i precjepljena na krute BHI podloge.
Nakon inkubacije, nasumi¢no odabrane kolonije za svaki izolat su obojane po gramu i
mikroskopskim pregledom je svaka vrsta morfoloSki okarakterizirana. Ovako pripremljene
kolonije predstavljaju pro¢is¢ene monokulture koristene u daljnjim analizama.

3.5. Odredivanje minimalne inhibitorne i bakteriocidne koncentracije
apitoksina

Izolati za odredivanje minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne bakteriocidne koncentracije
(MBK) apitoksina uzgojeni su kao §to je opisano u Odjeljku 3.4. MIK i MBK su odredeni za
3 razli¢ite biomase (103 10° i 108 CFU/mL). Za svaki je izolat nekoliko kolonija sterilno
precijepljeno i resuspendirano u 10 mL 0,85% fizioloske otopine do postizanja zamucenja
koje odgovara zamucenju 0,5 Mc Farland standarda. Pripremljene suspenzije svakog izolata
su razrijedene u omjeru 1:10, kako bi se dobile odgovarajuée biomase (103 10° i 108
CFU/mL).

Ispitivane koncentracije apitoksina varirale su u rasponu od 12,5 — 800 pg/mL, a dobivene su
metodom dvostrukog serijskog mikrorazrjedenja u Mller-Hinton tekucoj hranjivoj podlozi.
Za odredivanje MIK i MBK, koristene su mikrotitarske ploCice s 96 jazica (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Njemacka). Svaka jazica je sadrzavala 90 pL otopine apitoksina ispitivane
koncentracije i 10 pL suspenzije svakog izolata odgovarajue biomase. Za kontrolu
bakterijskog rasta 10 uL odredene bakterijske biomase svakog izolata dodano je u 90 pL
Muiller-Hinton bujona bez dodatka apitoksina (Slika 3.1.).

22



= — — — — — — — — — — —
Bl Bl B0 B BEL B B B0 BEQ BR BoBX
00O 00O 00O 00O L OO O 0oL oL oL o
N No Ny Ng Ny Ng Ng Ny N, Ny Ne Ny
o o o o o o o o o o o <
— — — — — — — — — — — —

[N
N
w
SN
a1
»
~
oo
O
[EEN
o
[EEN
=
[N
N

800 A
pg/mL
400 B
pg/mL
200 C
pg/mL
100 D
pg/mL
50 E
pg/mL
25 F
pg/mL
125 G
pg/mL
Kontrol H
a

Slika 3.1. Shematski prikaz mikrotitarske plo¢e za pracenje rasta i odredivanje MIK i MBK.

Mikrotitarske plocice inkubirane su na temperaturi od 37 °C, uz stalno mijesanje pri 90
okretaja/min u inkubatoru (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan, Latvija), tijekom 24 i 48
h. Nakon 24 i 48 h, rast je detektiran vizualno. Zamuéenje podloge se smatra indikatorom
rasta. NajniZza koncentracija apitoksina kod koje nije doSlo do promjene zamucenja nakon
inkubacije od 48 h oznacavala je minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIK).

Takoder, rast je praten mjerenjem opticke gustoce pri valnoj duljini od 660 nm pomocu
optickog c¢itaca mikrotitarskih ploca (EL800, BioTek Instruments, Winooski, VT, SAD).
Absorbancija je ocCitana nakon 0, 24 i 48 h. Absorbancija je proporcionalna turbiditetu
uzrokovanom rastom kulture u teku¢em mediju.

Inhibicija rasta izracunata je prema formuli (1):
At—A0

Inhibicija rasta [%] = 100 X [1-(m—=)] oo (1)
gdje je:

At — absorbancija (Mdller-Hinton bujon+apitoksin+bakterijska suspenzija) izmjerena
nakon 24 ili 48 h

Ao — absorbancija (Muller-Hinton bujon+apitoksin+bakterijska suspenzija) izmjerena 0 h
A — absorbancija (Muller-Hinton bujon+bakterijska suspenzija) + absorbancija

(apitoksin) izmjerena nakon 24 ili 48 h
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Ao — absorbancija (Muller-Hinton bujon+bakterijska suspenzija) + absorbancija
(apitoksin) izmjerena 0 h

Najniza koncentracija apitoksina kod koje je doSlo do 95,0% inhibicije rasta smatra se
minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIK).

Mikrobioloski sadrzaj iz jaZica, gdje koncentracija apitoksina odgovara vrijednosti MIK, te
jedna neposredno veca i jedna neposredno manja koncentracija apitoksina, je potom serijski
razrijeden u fizioloskoj otopini (0,85%) u omjeru 1:10. Razrijeden mikrobioloski sadrzaj je
presaden u volumenu od 100 pL na krutu BHI podlogu u 2 ponavljanja. Podloge su
inkubirane kao $to je opisano u Odjeljku 3.4. Najniza koncentracija apitoksina kod koje je
doslo do >99,0% inhibicije rasta nakon uzgoja na krutoj BHI podlozi smatra se minimalnom
bakteriocidnom koncentracijom (MBK). Rezultati za MIK i MBK su izrazeni u pg/mL.

3.6. Odredivanje i usporedba antimikrobnog djelovanja apitoksina i
antibiotika

Antimikrobna aktivnost apitoksina je ispitana pomoc¢u difuzijske metode za odredivanje
antimikrobne aktivnosti u agaru. Kulture su uzgojene kao §to je opisano u Odjeljku 3.4. i
potom suspendirane u fizioloskoj otopini (0,85%) do turbiditeta koji odgovara 0,5 Mc Farland
standardu. Na sterilne celulozne diskove je otpipetirano 20 pL odredene koncentracije
apitoksina (Tablica 3.1.) koji potom difundira u diskove na temperaturi od 30 °C tijekom 30
min. Kulture su zatim razmazane sterilnim vatenim $tapi¢em po povrsini Miiller-Hinton agara
na koji se polazu celulozni diskovi.

Tablica 3.1. Popis izolata tretiranih koncentracijama apitoksina difuzijom diskova u agar.

Vrsta i oznaka izolata Koncentracija apitoksina
(ng)

E.durans (ED004) 10 100
L.innocua (ATCC 33090) 20 200
Lb.sakei (LS0296) 50 300
B.cereus (DSM 6791) 5 50
Lc.lactis (LL8307) 10 100

20 200
E.coli (ATCC 25922) 50 200
S.aureus (DSM 20231) 80 300
S.enterica (DSM 14221) 100 400
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Jednakim postupkom su na zasebne podloge postavljeni i antibioticki diskovi (Tablica 3.2.).
Ispitivanja su provedena u dva ponavljanja. Podloge su potom inkubirane pri temperaturi od
37 °C tijekom 24 h, nakon ¢ega su izmjereni radijusi zona inhibicije oko diskova. Rezultati su
izrazeni u mm srednjih vrijednosti radijusa i kao postotak (%) antimikrobne aktivnosti
eritromicina i tetraciklina za gram pozitivne, odnosno ampicilin-sulbaktama i ciprofloksacina

za gram negativne bakterijske kulture.

Tablica 3.2. Popis izolata tretiranih koncentracijama antibiotika difuzijom diskova u agar.

Gram pozitivni izolati Antibiotik Koncentracija (1g)
B.cereus (DSM 6791) eritromicin 15
E.durans (ED004) tetraciklin 30
L.innocua (ATCC 33090)
Lb.sakei (LS0296)
Lc.lactis (LL8307)
S.aureus (DSM 20231)
Gram negativni izolati Antibiotik Koncentracija
(H9)
E.coli (ATCC 25922) ampicilin-sulbaktam | 10-10
S.enterica (DSM 14221) ciprofloksacin 5

3.7. Statisti¢ka analiza

Znacajne razlike u djelovanja razliitih koncentracija apitoksina na razli¢ite biomase
ispitivanih izolata odredene su dvofaktorskom analizom varijance ANOVA (engl. two-way
ANOVA), a srednje vrijednosti su medusobno viSestruko usporedene post-hoc Tukey HSD
testom. Razlike se smatraju znac¢ajnima ako je p<0,01. Podaci su analizirani u racunalnom
programu Microsoft Excel 2016 pomocu dodatka Analysis ToolPak.
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4. Rezultati

4.1. Morfoloska karakterizacija odabranih izolata

U ovom istrazivanju je ispitan antimikrobni utjecaj apitoksina na ukupno o0sam izolata, tri iz
skupine korisnih i pet iz skupine $tetnih mikroorganizama. Svi ispitivani izolati su prethodno
proc¢iséeni do monokulture te morfolosi okarakterizirani metodom bojanja po gramu i
mikroskopskim pregledom nasumiéno odabranih kolonija.

Svi izolati iz skupine korisnih mikroorganizma (E. durans ED004, Lb. sakei LS0296 i Lc.
lactis LL8037) i potencijalno patogenih (B. cereus DSMZ 6791, L. innocua ATCC 33090 S.
aureus subsp. aureus DSM 20231) pripadaju gram pozitivnoj skupini bakterija i pokazuju
morfologiju karakteristi¢nu za vrstu (Slika 4.1.).
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Slika 4.1. Morfologija gram pozitivnih izolata. (A) B. cereus (DSMZ 6791); (B) E. durans
(ED004); (C) Lb. sakei (LS0296); (D) Lc. lactis (LL8307); (E) L. innocua (ATCC 33090); (F)
S. aureus subsp. aureus (DSM 20231).

Preostala dva izolata, oportunisticki patogen E. coli (ATCC 25922) i patogen S. enterica

subsp. enterica (DSM 14221), pripadaju gram negativnoj skupini i pokazuju morfoloske
karakteristike tipi¢ne za vrstu (Slika 4.2.).
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Slika 4.2. Morfologija gram negativnih izolata. (A) E. coli (ATCC 25922) i (B) S. enterica
subsp. enterica (DSM 14221).

4.2. Vizualno i spektrofotometrijsko odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) apitoksina

Metodom dvostrukog serijskog mikrorazrjedenja u Miller-Hinton bujonu postignut je raspon
koncentracija apitoksina 12,5 — 800 pg/mL kojima su tretirane razli¢ite biomase (3, 6 i 8 log
CFU/mL) svih ispitivanih izolata. Rast mikroorganizama je detektiran vizualno, u obliku
pojave zamucenja medija. Za sve izolate turbiditet je rastao sa smanjenjem koncentracije
apitoksina i produzenom inkubacijom (Slika 4.3.).
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Slika 4.3. Promjena turbiditeta medija u jazicama tijekom 0 , 24 i 48 h, ovisno o
koncentraciji apitoksina i trajanju inkubacije (prikazano na primjeru E. coli biomase 6 log
CFU/mL).

Vrijeme inkubacije [h]
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Kao sto je vidljivo u Tablici 4.1., MIK vrijednost se mijenjala ovisno o pocetnoj biomasi. S
porastom biomase potrebne su i vece koncentracije apitoksina za inhibiciju rasta. Pri biomasi
3 log CFU/mL, za sve izolate MIK varira izmedu 12,5 i 25 pg/mL, 6 log CFU/mL izmedu 25
1 50 pg/mL i 8 log CFU/mL izmedu 12,5 i 400 pg/mL. S iznimkom izolata Lc. lactis LL8307
I B. cereus, MIK vrijednost za sve ostale izolate biomase 3 log CFU/mL iznosi 12,5 pg/mL.
Iznimno, pri biomasi 8 log CFU/mL niska koncentracija inhibira rast L. innocua (MIK=12,5
pg/mL) i E. coli (MIK=25 pg/mL). MIK vrijednosti je bilo moguce vizualno odrediti nakon
24 h i nije se mijenjala s produzivanjem inkubacije (Tablica 4.1.).
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Tablica 4.1.

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) apitoksina za razli¢ite biomase odredene vizualno i spektrofotometrijski.

Vrsta 3 log CFU/mL 6 log CFU/mL 8 log CFU/mL
MIKy [Hg/mL] MIKs MIKy MIKs MIKy MIKs
[ng/mL] [Hg/mL] [mg/mL] [mg/mL] [Hg/mL]

(Eégggir)‘s 12,5 12,5 (100%) 25 25 (97,4%) 200 50 (100%)
Le. lactis 12,5 12,5 (99,5% 25 12,5 (99,4% 200 100 (98,5%
(LL8307) ! 5 (99,5%) 5 (99,4%) (98,5%)
'(‘I?'Sg;g%') 25 12,5 (100%) 25 25 (99,0%) 50 12,5 (100%)
?bg‘;;lezuzsoszusbf)p' aureus 12,5 12,5 (98,4%) 50 25 (99,7%) 400 200 (100%)
(Bbgf\ggml) 25 12,5 (99,1%) 25 12,5 (97,9%) 50 25 (100%)
'(‘A?gg%‘ggo) 12,5 12,5 (100%) 25 12,5 (100%) 12,5 25 (100%)*
(EA'%’:';: 25022) 12,5 12,5 (100%) 25 25 (100%) 25 200 (100%)*
S. enterica subsp. enterica 12,5 12,5 (99,3%) 50 25 (100%) 200 200 (100%)*

(DSM14221)

MIKy — vizualno odredena minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)
MIKs — spektrofotometrijski odredena minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)

* |zolati kod kojih se MIK mogla odrediti samo nakon 48 h
U zagradi je prikazan postotak inhibicije rasta.
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Osim vizualne detekcije inhibicije rasta, MIK je odreden i spektrofotometrijskim oc¢itavanjem
apsorbancije pri valnoj duljini od 660 nm nakon 0, 24 i 48 h. Najniza koncentracija kod koje
je inhibirano 95,0% rasta smatra se MIK vrijednosti. Opc¢enito, spektrofotometrijski odredeni
MIK-ovi se ne podudaraju s vizualno odredenim MIK-ovima. Iznimka su MIK-ovi koji
inhibiraju rast pocetne biomase od 3 log CFU/mL svih izolata (MIK=12,5 pg/mL). Pri
biomasi od 6 log CFU/mL, MIK-ovi se kre¢u u rasponu od 12,5 do 25 pug/mL, a kod 8 log
CFU/mL od 12,5 do 200 pg/mL. U pravilu, spektrofotometrijsko odredivanje MIK-a, kod
ve¢ih biomasa, je osjetljivije od vizualnog i omogucéava detekciju nizih MIK vrijednosti
(Tablica 4.1.).

Nadalje, pri biomasi 8 log CFU/mL izolata L. innocua, E. coli i S. enterica subsp. enterica,
nije bilo moguc¢e odrediti MIK nakon 24 h, ve¢ tek nakon 48 h kada je inhibicija rasta iznosila
100%.

4.3. Odredivanje minimalne bakteriocidne koncentracije (MBK) apitoksina

Minimalne bakteriocidne koncentracije (MBK) apitoksina su utvrdene metodom dvostrukog
serijskog mikrorazrjedenja u teku¢em Miiller-Hinton mediju, nakon ¢ega su odgovarajuce
suspenzije bakterija i apitoksina serijski razrijedene i precijepljene na neselektivni BHI agar.
Nakon inkubacije je odreden postotak prezivjelih bakterijskih stanica. Najmanja koncentracija
koja je reducirala bakterijsku brojnost za >99,0% predstavlja MBK (Slika 4.4.).

1: 100 1: 1000

Slika 4.4. Odredivanje MBK apitoksina. Usporedba djelovanja (A) MBK 25 pg/mL i (B)
MIK 12,5 pg/mL na primjeru E. coli biomase 6 log CFU/mL.

Apitoksin  pokazuje bakteriocidno djelovanje na sve ispitivane izolate. MBK je
proporcionalna porastu kori$tene pocetne biomase. Za pocetnu biomasu 3 log CFU/mL MBK
se kretala izmedu 12,5 i 50 ug/ml i reducirala je brojnosti svih izolata za 100%. MBK za
biomasu 6 log CFU/mL je iznosila 25 do 50 pg/mL (99,4 — 100% redukcija brojnosti), a za 8
log CFU 501400 pg/mL (99,9 — 100% redukcija brojnosti).
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Za biomasu 3 log CFU/mL, najvisu MBK vrijednost imao je izolat B. cereus (50 pg/mL).
Slijede ga izolati E. coli, L. innocua i S. enterica s MBK 25 ug/mL, dok za preostale izolate
vrijedi da je MBK < 12,5 pg/mL.

Povecanjem bakterijske biomase na brojnost 6 log CFU/mL nije doslo do promjene MBK
vrijednosti za B. cereus i E. coli, dok je za E. durans i Lb. sakei MBK=25 pg/mL. Rast
preostalih izolata, Lc. lactis, L. innocua, S. aureus i S. enterica, u potpunosti je inhibiran pri
MBK 50 pg/mL.

Poveéanjem biomase na 8 log CFU/mL MBK, vrijednosti su mnogo vise u odnosu na 3 i 6 log
CFU/mL. Najvisu MBK vrijednost su imali izolati E. coli i S. aureus i iznosila je 400 pg/mL.
Izolat E. durans je imao MBK 200 pg/mL. Slijede Lb. sakei i L. innocua s MBK 100 pg/mL,
te izolati B. cereus i Lc. lactis s najnizom MBK 50 pg/mL (Tablica 4.2.).

Tablica 4.2. Minimalne bakteriocidne koncentracije (MBK) apitoksina za razli¢ite biomase.

MBK [ug/mL]

Vrsta 3log 6 log 8 log
CFU/mL CFU/mL CFU/mL

E. durans (ED004) 12,5 (100%) 25 (100%) 200 (100%)
Lc. lactis (LL8307) 12,5 (100%) 50 (100%) 50 (100%)
Lb. sakei (LS0296) 50 (100%) 25 (100%) 100 (100%)
?bg‘:\;lezuzsoszusbf)p' aureus 12,5 (100%) 50 (99,7%) 400 (99,3%)
B. cereus (DSMZ6791) 50 (100%) 50 (97,0%) 50 (100%)
L. innocua (ATCC33090) 25 (100%) 50 (100%) 100 (100%)*
E. coli (ATCC 25922) 25 (100%) 25 (100%) 400 (99,9%)*
S. enterica subsp. enterica 25 (100%) 50 (100%) 200 (99,9%)*

(DSM14221)
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4.4. Utjecaj razli¢itih koncentracija apitoksina na brojnost bakterija

Nakon odredivanja MIK vrijednosti za razli¢ite biomase, odredena je brojnost prezivjelih
bakterijskih stanica serijom razrjedenja. Za ovu analizu je koriSten sadrzaj iz mikrotitarskih
jazica koji je odgovarao MIK vrijednosti apitoksina, te nekoliko neposredno veéih i jedna
neposredno manja koncentracija apitoksina.

Predstavnici korisne mikrobiote (izolati BMK) su prezivjeli koncentracije apitoksina do 100
pug/mL samo kada su apitoksinom tretirane velike pocetne biomase (6 1 8 log CFU/mL).
Nakon tretmana pocetne biomase 8 log CFU/mL srednje visokim koncentracijama apitoksina
(100 pg/mL), prezivio je samo izolat E. durans ED004 (3,1x10°+7,1x10° CFU/mL; 69,1%) i
izolat Lb. sakei LS0296 (5,7x10%+1,6x10® CFU/mL; 94,4%) pri 50 pg/mL, dok su tretman
niskim koncentracijama od 25 pg/mL preZivjeli izolati Lc. lactis LL8307 i Lb. sakei LS0296
(Slika 4.5.).

Gram pozitivni potencijalno patogeni mikroorganizmi su prezivjeli visoke koncentracije
apitoksina do 400 pg/mL (S. aureus), kada su apitoksinom tretirane velike pocetne biomase (6
i 8 log CFU/mL) te niske koncentracije do 25 ug/mL pri svim pocetnim biomasama. Nakon
tretmana pocetne biomase 8 log CFU/mL visokim koncentracijama apitoksina, 400 pg/mL
(7,5x10°+2,1x10° CFU/mL; 0,8%) i 200 pg/mL (9,8x107+1,8x10" CFU/mL; 97,5%), prezivio
je samo izolat S. aureus. Nakon tretiranja izolata B. cereus svih pocetnih biomasa
apitoksinom, koncentracije 25 pg/mL, broj prezivjelih mikrobnih stanica kretao se u rasponu
od 3,0x10%+8,5x10° do 5,7x10°+2,1x10° CFU/mL (3,0 do 5,7%), a koncentracija 12,5 pug/mL
je gotovo 100% inhibirala rast svih pocetnih biomasa. Srednje visoka koncentracija apitoksina
od 50 pg/mL inhibirala je rast izolata L. innocua biomase 3 i 6 log CFU/mL (100%), dok je
inhibitorni u¢inak na biomasu 8 log CFU/mL u potpunosti izostao. Niske koncentracije (12,5
pg/mL) nisu bitnije inhibirale rast ili su inducirale rast biomase 3 log CFU/mL (prezivjelo
9,0x10%+1,4x102, 90,0%) i 6 log CFU/mL (prezivjelo 2,4x107+1,6x10°) (Slika 4.6.).

Gram negativni izolati su preZivjeli visoke koncentracije apitoksina (400 pg/mL) samo kada
su apitoksinom tretirane velike pocetne biomase (8 log CFU/mL). Nakon tretmana pocetne
biomase 8 log CFU/mL, u tim koncentracijama prezivjeli su izolati E. coli (4,0x10*+0,0x10*
CFU/mL; 0,04%) i S. enterica (4,7x10*7,1x10> CFU/mL; 0,05%), dok tretman s 12,5 pg/mL
biomase log 3 CFU/mL poti¢e rast E.coli i inhibira izolat S. enterica (1,5x10%+7,1x10!
CFU/mL; 1, 5%) (Slika 4.7.).
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Slika 4.5. Utjecaj razlicitih koncentracija apitoksina na prezivljavanje korisnih izolata.
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(A) E. durans EDOO04, (B) Lc. lactis LL8307 i (C) Lb. sakei (LS0296).
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Slika 4.6. Utjecaj razlicitih koncentracija apitoksina na prezivljavanje gram pozitivnih izolata.

(A) S. aureus DSM 20231, (B) B. cereus DSM 6791 i (C) L. innocua ATCC 33092.
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Slika 4.7. Utjecaj razli¢itih koncentracija apitoksina na prezivljavanje gram negativnih
izolata. (A) E. coli ATCC 25922 i (B) S. enterica subsp. enterica DSM 14221.

Dvofaktorskom analizom varijance (engl. two-way ANOVA) utvrdena je statisti¢ki znacajna
razlika u prezivljavanju svih korisnih, gram pozitivnih 1 gram negativnih izolata ovisno o
tretiranoj pocetnoj biomasi i testiranoj koncentraciji apitoksina (p<0,01). Post-hoc Tukey
HSD testiranjem utvrdeno je da svi ispitivani izolati pocetne biomase 8 log CFU/mL znacajno
bolje prezivljavaju sve koncentracije apitoksina od izolata pocetne biomase 3 1 6 log CFU/mL
(Slike 4.5.-4.7., Tablice P1-P16.).

35



4.5. Odredivanje udjela antibioticke aktivnosti apitoksina

4.5.1. Odredivanje udjela antibioticke aktivnosti gram pozitivnih bakterija

Prema BBL standardima je utvrdeno da su svi ispitivani gram pozitivni izolati osjetljivi na
antibiotike tetraciklin 30 pug (TE 30) i eritromicin 15 pg (E 15). Antimikrobno djelovanje
apitoksina je ispitano u koncentracijama 5 — 400 pg/disk, a niti jedan izolat nije pokazao
inhibiciju rasta prilikom difundiranja koncentracija apitoksina od 5 i 10 pg/disk, odnosno,
imao je 0 + 0,00% djelovanja u odnosu na tetraciklin i eritromicin. Svi izolati su pokazali

osjetljivost na vrijednosti izmedu 200 i 300 pg/disk nakon tretmana od 24 h (Graf 4.5. i Graf
4.6.).

U usporedbi s tetraciklinom i eritromicinom, apitoksin je pokazao veci udio antibiotickog
djelovanja eritromicina za polovinu gram pozitivnih izolata: B. cereus, L.innocua i S. aureus.
Na preostale izolate: E. durans, Lb. sakei i Lc. lactis, apitoksin je imao veci udio antibiotickog
djelovanja tetraciklina nego eritromicina.
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Graf 4.5. Udio antibiotickog djelovanja apitoksina (AP) pri razli¢itim koncentracijama, s
pripadaju¢im standardnim devijacijama, u odnosu na tetraciklin (TE 30).
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Graf 4.6. Udio antibiotickog djelovanja apitoksina (AP) pri razli¢itim koncentracijama, s
pripadaju¢im standardnim devijacijama, u odnosu na eritromicin (E 15).

Pri koncentraciji apitoksina od 200 pg/disk zabiljezeno je djelovanje od 27,80 + 0,75% u
odnosu na tetraciklin te 52,23 + 1,01% u odnosu na eritromicin za B. cereus. Pri istoj
koncentraciji apitoksina zabiljeZzeno je 40,69 + 0,31% djelovanja u odnosu na tetraciklin za
izolat Lc. lactis te 33,18 + 3,99% u odnosu na eritromicin. Pri koncentraciji 300 pg/disk,
evidentirano je 27,48 + 1,54% udjela antibioticke aktivnosti u odnosu na tetraciklin za E.
durans, dok je u odnosu na eritromicin zabiljezeno 22,95 + 1,21% djelovanja. Pri istoj
koncentraciji apitoksina, zabiljezeno je 29,31 + 2,44% antimikrobnog djelovanja u odnosu na
tetraciklin za Lb. sakei te 20,02 £+ 2,00% u odnosu na eritromicin. 19,88 + 0,16% djelovanja u
odnosu na tetraciklin te 21,44 + 0,26% u odnosu na eritromicin detektirano je za L. innocua.
Kod koncentracije apitoksina od 400 pg/disk za S. aureus zabiljezeno je 26,42 + 3,78%
djelovanja u odnosu na tetraciklin te 30,95 + 3,05% u donsu na eritromicin.

Kako je vidljivo iz Slike 4.5., zona inhibicije rasta se povecavala porastom koncentracija

apitoksina. Najvece zone inhibicije su zabiljezene pri najviSe ispitivanim kocnetracijama
apitoksina.
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Slika 4.5. Antimikrobno djelovanje apitoksina na gram pozitivne izolate.
A) B. cereus (200 pg/mL); B) E. durans (300 ug/mL); C) Lb. sakei (300 pg/mL); D) Lc. lactis
(200 pg/mL); E) L. innocua (300 pg/mL); F) S. aureus (400 ug/mL).

45.2. Odredivanje udjela antibioticke aktivnosti apitoksina gram
negativnih bakterija

Prema BBL standardima je utvrdeno da su svi ispitivani gram negativni izolati osjetljivi na
antibiotike ciprofloksacin 5 pg (CIP 5) i ampicilin-sulbaktam 20 pg (SAM 20). Antimikrobno
djelovanje apitoksina je ispitano u koncentracijama 50 — 400 ug/disk, a oba ispitivana izolata
u ovom radu su pokazala inhibiciju rasta prilikom difundiranja koncentracija apitoksina 100 —
400 pg/disk (Graf4.7.iGraf 4.8.).

U usporedbi s ciprofloksacinom i ampicilin-sulbaktamom, apitoksin je pokazao ve¢i udio
antibiotickog djelovanja ampicilin-sulbaktama nego ciprofloksacina za oba izolata.

Izolat E. coli je pokazao vecu osjetljivost na apitoksin nego S. enterica subsp. enterica. Oba
izolata su pokazala inhibiciju rasta pri ispitivanim koncentracijama, a iznimno, S. enterica
subsp. enterica nije inhibirana jedino pri konentraciji apitoksina od 50 pg/disk.

Pri koncentraciji apitoksina od 400 pg/disk zabiljeZzeno je djelovanje od 21,18 £+ 0,35% u
odnosu na CIP 5 i 34,62 + 0,00% u odnosu na SAM 20 za E. coli. Pri istoj koncentraciji
apitoksina zabiljezeno je 19,84 + 0,00% djelovanja u odnosu na CIP 5 za S. enterica subsp.
enterica te 32,50 + 2,07% u odnosu na SAM 20.
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Graf 4.7. Udio antibiotickog djelovanja apitoksina pri razli¢itim koncentracijama apitoksina s
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Graf 4.8. Udio antibiotickog djelovanja apitoksina pri razli¢itim koncentracijama apitoksina s

pripadaju¢im standardnim devijacijama u odnosu na SAM 20 pg.

Kao i kod gram negativnih potencijalno patogenih mikroorganizama, zona inhibicije rasta se
povecavala porastom koncentracija apitoksina. Najvece zone inhibicije su zabiljezene pri
najvise ispitivanim kocnetracijama apitoksina (Slika 4.6.).
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Slika 4.6. Antimikrobno djelovanje apitoksina na gram negativne izolate.
A) E. coli (400 pg/mL); B) S. enterica subsp. enterica (400 ug/mL).
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5. Rasprava

Razlic¢ita istrazivanja su pokazala da apitoksin djeluje inhibitorno na odredene gram pozitvne i
gram negativne bakterije (Han i sur. 2009.; Park i sur. 2014.; Al-Ani i sur. 2015.; Picoli i sur.
2017.). Antimikrobno djelovanje prvenstveno se pripisuje melitinu, kationskom
antimikrobnom peptidu (CAP), glavnoj sastavnici apitoksina (Habermann 1972.; Asthana i
na apitoksin od gram negativnih, $to se pripisuje razlikama u gradi njihove stani¢ne stijenke.
Apitoksin lakSe prodire kroz peptidoglikanski sloj gram pozitivnih bakterija i dopire do
stanicne membrane, primarnog mjesta njegovog antimikrobnog djelovanja (Papo i1 Shai
2003.). Za razliku od gram pozitivnih bakterija, stani¢na stijenka gram negativne bakterije
dodatno je zastiCena vanjskim slojem lipopolisaharida koji oteZavaju prodor apitoksina do
stani¢cne membrane (Raetz i Dowhan 1990.).

Ovo istrazivanje je pokazalo da pri nizim pocetnim biomasama slicne koncentracije
apitoksina (3 log CFU/mL: MIK=12,5 — 25 pg/mL; 6 log CFU/mL: MIK=25 — 50 pg/mL)
djeluju inhitorno, odnosno baktriocidno i na gram pozitivne i na gram negativne izolate, §to
nije u skladu s dosadasnjim istrazivanjima. Tek pri visokoj po€etnoj biomasi (8 log CFU/mL:
MIK=12,5 — 400 pg/mL), u pravilu, su potrebne veée koncentracije apitoksina kako bi se
postigao inhibitoran ili bakteriocidan ué¢inak apitoksina na gram negativne bakterije (E. coli i
S. enterica subsp. enterica), nego na gram pozitivne. Nadalje, u ovom istrazivanju sve MIK
vrijednosti apitoksina su vrlo varijabilne i ispitivan je ucinak apitoksina na razli¢ite biomase,
dok je u ostalim istrazivanjima ispitan u¢inak samo na jednu biomasu (5 log CFU/mL). Tako
da, u ovom istrazivanju, ovisno o biomasi, MIK vrijednost varira od 12,5 do 400 pg/mL (S.
aureus DSM 20231), 12,5 — 200 pg/mL (E. durans ED0O04, Lc. lactis LL8307, Lb. sakei
LS0296, E. coli ATCC 25922 i S. enterica subsp. enterica DSM 14221), 25 — 50 pg/mL (B.
cereus DSM 6791) i 12,5 — 25 pg/mL (L. innocua ATCC 33090). Druga istrazivanja su
pokazala da su MIK vrijednosti za apitoksin nize te da djeluje u uzem rasponu pri aplikaciji
na biomasu reda veli¢ine 5 log CFU/mL. Primjerice, za E. faecalis MIK vrijednost se kre¢e u
rasponu 1 — 6,3 pug/mL, Lb. casei 4 ug/mL, S. aureus 0,06 — 6,3 pug/mL, B. subtilis 0,6 — 12,5
pg/mL, B. megaterium 0,3 pg/mL, L. monocytogenes 2 — 3,3 pg/mL, E. coli 16 — 50 pg/mL i
Salmonella spp. 32 — 64 pug/mL (Oren i Shai 1997.; Moerman i sur. 2002.; Han i sur 2009.;
Dosler i sur. 2015.; Ebbensgaard i sur. 2015.; Leandro i sur. 2015.). Ovakve razlike mogle bi
se pripisati ¢injenici da su u drugim istraZivanjima koristene druge vrste i sojevi, biomasa od
5 log CFU/mL i komercijonalno dostupan ¢isti melitin ili apitoksin vece Cistoce, dok je u
ovom istrazivanju koriSten izravno prikupljen apitoksin bez dodatnog prociS¢avanja i
izdvajanja pojedinacnih sastavnica s antimikrobnim djelovanjem. Ujedno, u ovom
istrazivanju, donja ispitivana koncentracija apitoksina je iznosila 12,5 pg/mL. Kako bi se
povecala rezolucija, potrebno je ispitati dodatne, nize koncentracije (<12,5 pg/mL) apitoksina.

Nadalje, MIK vrijednosti detektirane vizualno nakon 24 i 48 h se nisu razlikovale, dok je kod
spektrofotometrijskog odredivanja detektirano odgodeno djelovanje apitoksina na L. innocua,
S. enterica subsp. enterica i E. coli. Njihov rast nije bio inhibiran nakon 24 h, ve¢ tek nakon
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48 h kada je rast bio inhibiran 100%. Poznato je da L. innocua, S. enterica subsp. enterica i E.
coli formiraju biofilmove (Galie i sur. 2018.; Lee i sur. 2019.) ¢ije karakteristike pruzaju
brojne prednosti mikroorganizmima. U biofilmovima se formiraju sloZeni gradijenti hranjivih
tvari 1 kisika, sadrze ekstracelularne enzime vazne za prehranu mikrobnih stanica i
omogucava prijenos molekula koje sudjeluju u stani¢noj komunikaciji. Nadalje, Stite
mikrobne stanice od nepovoljnih fizikalnih (npr. isuSivanje) 1 kemijskih ¢imbenika, kao $to su
tvari s antimikrobnim djelovanjem (Flemming i sur. 2016.).

Ujedno, tijekom ovog istrazivanja je usporedena prikladnost dviju metoda za odredivanje
MIK vrijednosti, vizualna i spektrofotometrijska detekcija rasta u prisutnosti razlicitih
koncentracija apitoksina. Detektirane MIK vrijednosti ovim metodama se medusobno ponesto
razlikuju. Spektrofotometrijski odredene MIK vrijednosti su nize za sve biomase te je raspon
MIK vrijednosti uzi (3 log CFU/mL: MIK = 12,5 pg/mL; 6 log CFU/mL: MIK = 12,5 — 25
pg/mL i 8 log CFU/mL: MIK = 12,5 — 200 pg/mL) u odnosu na vizualno odredivanje MIK
vrijednosti.

Spektrrofotmetrijsko odredivanje MIK vrijednosti je osjetljivija metoda od vizualne. Vizualna
metoda je subjektivna i manje osjetljiva od spektrofotometrijske te je njome tesko detektirati
slabe promjene u intenzitetu turbiditea i razlikovati potencijalne necistoée od stvarnog
turbiditeta. Nadalje, spektrofotometrijska metoda u kombinaciji s mikrotitarskom ploc¢om s 96
jazica omogucuje brzo i reproducibilno odredivanje MIK vrijednosti i istovremeno testiranje
velikog broja uzoraka uz malu potrosnju tvari s antimikrobnom aktivnoséu (Akinduti i sur.
2019.).

Apitoksin djeluje bakteriocidno na sve ispitivane izolate i MBK vrijednost je, kao i MIK,
proporcionalna porastu koriStene pocetne biomase. U pravilu, MBK vrijednosti su jednake
(kod izolata gdje je MIK<12,5 ug/mL) ili dva puta ve¢e od MIK vrijednosti, s iznimkom E.
coli kod koje je MBK vrijednost Cetiri puta ve¢a od MIK vrijednosti, moguée zbog formiranja
biofilma i njegovog zastitnog djelovanja (Flemming i sur. 2016.) i B. cereus male biomase (3
log CFU/mL), ¢ija mu sposobnost formiranja spora omogucava prezivljavanje nepovoljnih
uvjeta.

Obzirom da MBK vrijednost odgovara najniZoj koncentraciji apitoksina pri kojoj je inhibirano
>99,0% rasta nakon subkultivacije na krutim hranjivim podlogama, na hranjive podloge su
nacijepljene bakterijske suspenzije iz jaZica gdje koncentracija apitoksina odgovara
vrijednosti MIK i neposredno viSa koncentracija apitoksina. U nekim slu¢ajevima, takvom
subkultivacijom detektirana inhibicija rasta na ploCama je <99,0%, iako je
spektrofotometrijski detektirani rast <1%. To ukazuje da manji broj stanica koji prezivlja i
ostaje vijabilan, ne mijenja turbiditet teku¢eg medija i na nedovoljnu osjetljivost
spektrofotometrijskog pristupa.

Disk difuzijskom metodom je pokazano da su svi ispitivani izolati osjetljivi na
konvencionalne antibiotike (gram pozitivni na tetraciklin i eritromicin, gram negativni na
ciprofloksacin i ampicillin-sulbaktam). Nadalje, pokazano je da je antimikrobno djelovanje
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apitoksina vidljivo tek pri vis§im koncentracijama. Primjerice, svi gram pozitivni izolati,
korisni (E. durans EDOO04, Lc. lactis LL8307, Lb. sakei LS0296) i potencijalni patogeni (S.
aureus, B. cereus i L. innocua), osjetljivi su na apitoksin tek pri koncentracijama >50 pg/disk,
a gram negativni (E. coli, S. enterica) pri koncentracijama >100 pg/disk. Nadalje,
antimikrobna aktivnost apitoksina je tek manja frakcija efikasnosti konvencionalnih
antibiotika. Primjerice, kod gram pozitivnih izolata, apitoksin pokazuje do 40,7% efikasnosti
tetraciklina i 52,2% efikasnosti eritromicina, dok kod gram negativnih pokazuje 21,2%
efikasnosti ciprofloksacina i 34,6% efikasnosti ampicilin-sulbaktama. Neka istrazivanja su
pokazala da apitoksin pokazuje bolju antimikrobnu aktivnost u kombinaciji s
konvencionalnim antibioticima, gdje apitoksin ulazi u interakciju sa stanicnim membranama i
stvara ionske kanale mijenjajuci tako permeabilnost citoplazmatske membrane. Na taj nacin,
istovremeno moze omoguciti ulazak drugih tvari, poput antibiotika, u stanicu i uzrokovati
stani¢nu lizu (Yeaman i Yount 2003.; Hancock i sur. 2006.).

Stoga bi se u buduénosti trebalo istraziti djelovanje neprocis¢enog apitoksina U
koncentracijama nizim od 12,5 pg/mL te takoder, sinergisticka aktivnost s komercijalno
dostupnim antibioticima, kako bi se pojacalo djelovanje antibiotika i pri nizim apliciranim
dozama.
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6. Zakljucci

Apitoksin pokazuje antimikrobno djelovanje prema svim korisnim (Lb. sakei LS0296,
E. durans EDO04, Lc. lactis LL8307) i potencijalno patogenim (S. aureus subsp.
aureus DSM 20231, L. innocua ATCC 33090, B. cereus DSM 6791 E. coli ATCC
25922, S. enterica subsp. enterica DSM 14221) bakterijama.

Rast svih izolata se pove¢avao sa smanjenjem koncentracije apitoksina i produzenom
inkubacijom.

Vrijednost MIK 1 MBK je proporcionalna pocetnoj biomasi za sve izolate.

Pri vizualnom odredivanju, MIK vrijednosti su se mogle odrediti nakon 24 h i nisu se
mijenjale s produzivanjem trajanja inkubacije.

MIK vrijednost pri biomasi 3 log CFU/mL varira od 12,5 do 25 pg/mL, 6 log CFU/mL
od 25 do 50 pg/mL i 8 log CFU/mL od 12,5 i 400 pug/mL, kada se odreduje vizualno.

Raspon MIK vrijednosti je uzi i detektirane MIK vrijednosti su nize kada se odreduju
spektrofotometrijski. Pri biomasi 3 log CFU/mL iznosi 12,5 pg/mL, 6 log CFU/mL od
12,5 do 25 pg/mL i 8 log CFU/mL od 12,5 i 200 pg/mL.

MIK vrijednosti u ovom istraZivanju su viSe i vaijabilnijeg raspona od MIK vrijednosti
detektiranim u drugim istrazivanjima.

Spektrofotometrijskim odredivanjem rasta za biomasu 8 log CFU/mL apitoksin je
pokazao odgodeno djelovanje na izolate L. innocua, E. coli i S. enterica subsp.
enterica. MIK vrijednosti su mogle biti odredene tek nakon 48 h i tada je inhibicija
rasta iznosila 100%.

Spektrofotometrijsko odredivanje MIK vrijednosti za apitoksin je osjetljivija i tocnija
metoda od vizualne detekcije.

MBK vrijednosti su jednake (kod izolata gdje je MIK<12,5 pg/mL) ili dva puta vece
od MIK vrijednosti.

Neocekivano visoke MBK vrijednosti zabiljezene su kod E. coli (biomasa log 8
CFU/mL, 400 pg/mL) i B. cereus (3 log CFU/mL, 50 pug/mL) bakterija koje posjeduju
dodatne mehanizme prezivljavanja nepovoljnih uvjeta (npr. sposobnost stvaranja
biofilmova i spora).

Redukcija brojnosti gram pozitivnih 1 gram negativnih bakterija znacajno se povecava
s poveéanjem koncentracije apitoksina i ovisi o pocetnoj biomasi.
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Svi gram pozitivni i gram negativni izolati osjetljivi su na ispitivne konvencionalne
antibiotike.

Svi gram pozitivni izolati (E. durans ED004, Lc. lactis LL8307, Lb. sakei LS0296, S.
aureus, B. cereus i L. innocua) osjetljivi su na koncentracije apitoksina >50 pg/disk, a
gram negativni (E. coli, S. enterica subsp. enterica) na koncentracije >100 pg/disk i
osjetljivost izolata je proporcionalna koncentraciji apitoksina.

Antimikrobna efikasnost apitoksina (koncentracija u rasponu 50 — 400 pg/disk) prema
E. durans ED004 iznosi 18,3 — 27,5 % efikasnosti tetraciklina (%TE) i 15,3 — 23,0 %
efikasnosti eritromicina (%E), za Lc. lactis LL8307 15,5 — 40,7 %TE i 11,6 — 33,2
%E, Lb. sakei LS0296 22,4 — 29,3 %TE i 15,3 — 20,0 %E, za S. aureus 23,4 — 26,4
%TE 27,4 -31,0%E i zaB. cereus 19,1 — 27,8 %TE i 35,8 — 52,2 %E.

L. innocua, je osjetljiva na djelovanje apitoksina samo pri najvisoj koncentraciji od
300 pg/disk, gdje pokazuje 19,9 %TE i 21,4 %E.

Antimikrobna efikasnost apitoksina (koncentracija u rasponu 100 — 400 pg/disk)
prema E. coli iznosi 15,3 — 21,2 % efikasnosti ciprofloksacina (%CIP) i 25,0 — 34,6%
efikasnosti ampicilin-sulbaktama (%SAM), S. enterica subsp. enterica 13,8-9,8%CIP
i 22,6 — 32,5%SAM.
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8. Prilog

8.1. Popis kratica

°C
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ML
As60
AMP
AP
BHI
BMK
CAP
CFU
CIP5
E 15

Gl
GRAS

LPS
MBK
MCD peptid
mg
MHB
MIK
min
mL
MRSA
nm

pH
PLA:

stupanj celzijusa

mikrogram

mikrolitar

spektrofotometrijska apsorbancija pri valnoj duljini od 660 nanometara
antimikorbni peptidi

apitoksin

mozdano-sr¢ani infuzijski medij (engl. brain heart infusion agar)
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(engl. cationic antimicrobial peptides)kationski antimikrobni peptidi
broj formiranih kolonija (eng. colony forming units)

5 ng ciprofloksacin

15 pg eritromicin

gram

gastrointestinalni trakt

(engl. generally regarded as safe) mikroorganizama
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litra
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miligram
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minuta

mililitar
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nanometar

negativan logaritam koncentracije vodikovih iona (H+)

enzim fosfolipaza A

sekunda
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SAM 20
spp.
subsp.
TE 30

ampicilin-sulbactam 20 pg
vrsta (lat. species)
podvrsta (lat. subspecies)
tetraciklin 30 pg

volt
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8.2. Tablice

Tablica P1. Utjecaj apitoksina na E. durans ED004 — dvofaktorska analiza varijance (two way

ANOVA).
lzvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna

varijabilnosti  kvadrata  slobode J statistikaF P F vrijednost
Koncentracija 3 18x 104 1 318x10% 3819240  121x10° 5,143
Biomasa** 6,37 x 101 2 3,18 x 101 3819,240 4,84 x 1010 5,143
Interakcija* 6,37 x 10 2 3,18 x 10* 3819,240 4,84 x 10710 5,143
Unutar grupe 5,00 x 10% 6 8,33 x 10%°

Ukupno 1,59 x 10% 11

Tablica P2. Utjecaj apitoksina na E. durans ED004 — post hoc Tukey HSD test.

Apsolutna razlika Razina
Usporedba s.r_ed njih . vri?gg:ost znacajnosti
vrijednosti (a=0,001)
103 (200,0 pg/mL) - 102 (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (200,0 pg/mL) - 10° (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
102 (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (200,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL) 3,09 x 107 151,38 %
103 (100,0 pg/mL) - 10° (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (100,0 pg/mL) - 10° (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10 (100,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (100,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL) 3,09 x 107 151,38 %
10 (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
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10° (200,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/ pg/mL)
10° (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/ pg/mL)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/ pg/mL)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/ pg/mL)

108 (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL)

0,00

3,09 x 10’
0,000
3,09 x 10’

3,09 x 10’

0,00

151,38

0,00

151,38

151,38

ns

**

ns

**

**

Kritiéna vrijednost g kod statisti¢ke razine znac¢ajnosti 5% (qo,0s) iznosi 5,628, a kod
statisticke razine znacajnosti 1% (qo,01) 7,972. Ako je eksperimentalna g vrijednost >5,628

razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 5% (¥), a ako je g vrijednost >7,972 razlika
je statisti¢ki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P3. Utjecaj apitoksina na Lc. lactis LL8307 — dvofaktorska analiza varijance (two

way ANOVA).

Izvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode J statistika F pvry F vrijednost
Koncentracija 5 92 x 10t 1 292x104 48274  441x10% 5,987
Biomasa** 7,67 x 10%° 2 3,84 x 10*° 633,343 1,05 x 107 5,143
Interakcija* 5,16 x 10 2 2,58 x 10* 42,576 2,85x 10 5,143
Unutar grupe 3,63 x 103 6 6,06 x 10'?

Ukupno 8,52 x 10%° 11

Tablica P4. Utjecaj apitoksina na Lc. lactis LL8307 — post hoc Tukey HSD test.

Usporedba Apso_l_utna_ !’azlika_ _C_]o,oos Razina znacajnosti
srednjih vrijednosti vrijednost (a=0,005)

103 (25,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (25,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 1,49 x 106 0,85 ns
10% (25,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL) 2,70 x 10° 1,55 ns
102 (25,0 ug/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 4,05 x 107 23,25 *
102 (25,0 ug/mL) - 108 (12,5 pug/mL) 6,89 x 107 39,57 *
10% (12,5 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 1,49 x 106 0,85 ns
103 (12,5 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 2,70 x 106 1,55 ns
10% (12,5 pug/mL) - 108 (25,0 pug/mL) 4,05 x 107 23,25 *
10% (12,5 pug/mL) - 108 (12,5 pug/mL) 6,89 x 107 39,57 *
10 (25,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 1,22 x 108 0,70 ns
10 (25,0 pug/mL) - 108 (25,0 pug/mL) 3,90 x 107 22,39 *
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108 (25,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL) 6,74 x 107 38,71

10° (12,5 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 3,78 x 107 21,69
108 (12,5 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL) 6,62 x 107 38,01
108 (25,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL) 2,84 x 107 16,32

Kriti¢na vrijednost g kod statisticke razine znacajnosti 5% (qo,s) iznosi 5,628, a kod
statisti¢ke razine znacajnosti 1% (qo,01) 7,972. Ako je eksperimentalna g vrijednost
>5,628razlika je statisti¢ki znaCajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je q vrijednost
>7,972razlika je statistiCki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.



Tablica P5. Utjecaj apitoksina na Lb.sakei LS0296 — dvofaktorska analiza varijance (two way

ANOVA).
lzvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode ) statistika F pvr F vrijednost
Koncentraclja ) 94 x 1012 1,94 x 10% 24,695 2,53 x 10° 5,987
Biomasa** 1,57 x 10* 7,86 x 10'3 99,935 2,48x10° 5,143
Interakcija* 1,33 x 108 6,63 x 1012 8,430 1,81 x10? 5,143
Unutar grupe 4,72 x 102 7,87 x 101!
Ukupno 1,95 x 10*
Tablica P6. Utjecaj apitoksina na Lb.sakei LS0296 — post hoc Tukey HSD test.
Apsolutna razlika o,001 Razina znacajnosti
Usporedba srednjih vrijednosti  vrijednost (@=0,001)
102 (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/ mL) 2,49 x 10° 3,96 ns
103 (50,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (50,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 5,65 x 10° 9,01 *k
103 (50,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 1,08 x 107 17,22 ok
103 (25,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL) 2,49 x 10° 3,96 ns
103 (25,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 2,49 x 10° 3,96 ns
10% (25,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 3,17 x 10° 5,05 ns
103 (25,0 pug/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 8,32 x 10° 13,26 ok
108 (50,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10° (50,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 5,65 x 10° 9,01 **
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108 (50,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)
10° (25,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10° (25,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)

108 (50,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)

1,08 x 107
5,65 x 10°
1,08 x 107

5,15 x 10°

17,22

9,01

17,22

8,21

**

**

**

**

Kriti¢na vrijednost g kod statistiCke razine znacajnosti 5% (qo,05) iznosi 5,628, a kod
statistiCke razine znacajnosti 1% (qo,01) 7,972. Ako je eksperimentalna g vrijednost

>5,628razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je g vrijednost >7,972
razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P7. Utjecaj apitoksina na L. innocua (ATCC 33090) — dvofaktorska analiza varijance

(two way ANOVA).

lzvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode ) statistika F PV F vrijednost
Koncentraclia 5 41 x 101 2 1,20x10% 102,202 6,50 x 107 4,256
Biomasa** 2,41 x 10% 2 1,21 x 10%6 102,313 6,47 x 10”7 4,256
Interakcija* 5,60 x 10'° 4 1,40 x 10 118,883  8,79x 10® 3,633
Unutar grupe 1,06 x 10%° 9 1,18 x 10*
Ukupno 1,05 x 10%7 17

Tablica P8. Utjecaj apitoksina na L. innocua (ATCC 33090) — post hoc Tukey HSD test.

Apsolutna Razina znacajnosti
Usporedba razlika srednjih .90’001 anaz MOsH
.. . vrijednost (=0,001)
vrijednosti
10% (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
102 (50,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 9,00 x 102 0,00 ns
102 (50,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/ml) 0,00 0,00 ns
10% (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 3,60 x 10* 0,00 ns
10 (50,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 2,42 x 107 3,15 ns
10 (50,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 2,44 x 108 31,79 o
102 (50,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL) 8,50 x 10* 0,01 ns
103 (25,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL) 9,00 x 102 0,00 ns
10% (25,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (25,0 pg/mL) - 106 (25,0 pg/mL) 3,60 x 10* 0,00 ns
103 (25,0 pg/ml) - 10° (12,5 pg/mL) 2,42 x 107 3,15 ns
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103 (25,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10° (25,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)
10% (12,5 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL)
103 (12,5 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
103 (12,5 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL)
10% (12,5 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10% (12,5 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)
108 (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
108 (50,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL)
10° (50,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10° (50,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)
108 (25,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL)
108 (25,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10° (25,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)
10° (12,5 pg/ml) - 108 (50,0 pg/mL)
108 (12,5 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)

108 (50,0 pg/mL) - 108 (12,5 pg/mL)

2,44 x 108
8,50 x 10*
9,00 x 102
3,51 x 10*
2,41 x 107
2,44 x 108
8,41 x 10*
3,60 x 10*
2,42 x 107

2,4 x 108
8,50 x 10*
2,41 x 107
2,44 x 108
4,90 x 10*
2,20 x 108
2,41 x 107

2,44 x 108

31,79

0,01

0,00

0,00

3,15

31,79

0,01

0,00

3,15

31,79

0,01

3,14

31,78

0,01

28,64

3,13

31,78

**

ns

ns

ns

ns

**

ns

ns

ns

**

ns

ns

**

ns

**

ns

**

Kriti¢na vrijednost q kod statisticke razine znacajnosti 5% (qo,05) iznosi 5,628, a kod
statistiCke razine znacajnosti 1% (qo,01) 7,972. Ako je eksperimentalna g vrijednost

>5,628razlika je statisti¢ki znacajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je q vrijednost >7,972

razlika je statistiCki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P9. Utjecaj apitoksina na S. aureus subsp. aureus (DSM 20231) - dvofaktorska
analiza varijance (two way ANOVA).

Izvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode J statistika F pvry F vrijednost
Koncentraclia 5 56 x 105 5 1,05x10% 60546 1,26 x 1010 2173
Biomasa** 2,14 x 10%° 2 1,07 x 10% 61,514 8,99 x 10° 3,555
Interakcija* 1,05 x 10%° 10 1,05 x 10%° 60,700 8,77 x 102 2,412
Unutar grupe 3,13 x 10* 18 1,74 x 103

Ukupno 1,82 x 10'® 35

Tablica P10. Utjecaj ozona na S. aureus subsp. aureus (DSM 20231) — post hoc Tukey HSD

test.
T i
103 (400,0 pg/mL) - 10% (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10 (400,0 pg/mL) - 102 (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
102 (400,0 pg/mL) - 10% (50,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
102 (400,0 pg/ml) - 102 (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
102 (400,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10® (400,0 pg/mL) - 10° (400,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (400,0 pug/mL) - 10° (200,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (400,0 pug/mL) - 10° (100,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10° (400,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10° (400,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 4,10 x 10° 0,14 ns
10® (400,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 7,50 x 10° 0,25 ns
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103 (400,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 10% (100,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 102 (50,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 102 (25,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
103 (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/ml)
102 (200,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10% (200,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
102 (200,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
103 (200,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
102 (100,0 pg/mL) - 102 (50,0 pg/mL)
10% (100,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
102 (100,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL)
103 (100,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
102 (100,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL)
102 (100,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
103 (100,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)
103 (100,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)

102 (100,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)

9,75 x 10’
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°

9,75 x 10’

33,09

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09
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103 (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
10® (50,0 pg/mL - 103 (12,5 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 10° (400,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 10° (200,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 10° (100,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
102 (50,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
10% (25,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL)
102 (25,0 pg/mL) - 10° (400,0 pg/mL)
103 (25,0 pg/mL) - 10° (200,0 pg/mL)
103 (25,0 pg/mL) - 10° (100,0 pg/mL)
102 (25,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10® (25,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)
103 (25,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
103 (25,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
10% (12,5 pg/mL) - 10° (400,0 pg/mL)
102 (12,5 pg/mL) - 10°(200,0 pg/mL)

103 (12,5 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL)

10% (12,5 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09

0,00

0,00

0,00

0,00
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102 (12,5 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
10% (12,5 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
103 (12,5 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
10 (400,0 pg/mL) -10° (200,0 pg/mL)
10 (400,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL)
10° (400,0 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL)
10 (400,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
10 (400,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10 (400,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
10° (200,0 pg/mL) - 108 (100,0 pg/mL)
10°(200,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL)
10 (200,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL)
10°(200,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10° (200,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
10°(100,0 pg/mL) - 10° (50,0 pg/mL)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/ml)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10 (100,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
108 (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL)
108 (50,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
108 (50,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)

106 (25,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)

4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 10’

0,00

0,00

0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107

0,00

0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107

0,00
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107
4,10 x 10°
7,50 x 10°
9,75 x 107

3,40 x 10°

0,14

0,25

33,09

0,00

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09

0,00

0,00

0,14

0,25

33,09

0,00

0,14

0,25

33,09

0,14

0,25

33,09

0,12
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108 (25,0 ug/mL) - 108 (200,0 pg/mL) 9,71 x 107 32,95

108 (400,0 pg/mL) - 108 (200,0 ug/mL) 9,68 x 107 32,84

**%*

**

Kritiéna vrijednost g kod statisticke razine znacajnosti 5% (qo,es) iznosi 5,351, , a kod
statisticke razine znacajnosti 1% (qoo1) 6,496. Ako je eksperimentalna q vrijednost >5,351
razlika je statisti¢ki znac¢ajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je g vrijednost >6,496 razlika
je statisticki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P11. Utjecaj apitoksina na B. cereus (DSM 6791)- dvofaktorska analiza varijance

(two way ANOVA).

Izvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode ) statistikaF P V'Y F vrijednost
Koncentraclia g x 1012 1 126x10% 1502357 1,97 x 10° >987
Biomasa** 1,92 x 102 2 9,59 x 10'? 1144,884 1,79 x 103 5,143
Interakcija* 1,96 x 108 2 9,78 x 10*2 1167,732 1,68 x 10® 5,143
Unutar grupe 5,02 x 10*° 6 8,37 x 10°
Ukupno 5,14 x 10 11

Tablica P12. Utjecaj apitoksina na B. cereus (DSM 6791)u zatvorenom sustavu sustavu —

post hoc Tukey HSD test.

Apsolutna razlika

g vrijednost

Razina znacajnosti

10% (25 pg/mL) - 10% (12,5 pg/mL) 4,64 x 10° 7,16 ns
103 (25 pg/mL) -10° (25,0 pg/mL) 4,96 x 10° 7,66 ns
103 (25 pg/mL) - 108 (25,0 ug/mL) 5,12 x 10° 79,20 *k
10% (12,5 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 3,20 x 10* 0,49 ns
103 (12,5 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 5,59 x 10° 86,36 o
108 (25,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 5,62 x 10° 86,85 o
10% (25 pg/mL) - 103 (12,5 pg/mL) 4,64 x 10° 7,16 ns
10% (25 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 4,96 x 10° 7,66 ns
103 (25 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 5,12 x 10° 79,20 o
103 (12,5 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 3,20 x 10* 0,49 ns
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10° (12,5 pug/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 5,59 x 108 86,36

**

Kriti¢na vrijednost g kod statisticke razine znacajnosti 5% (qo,s5) iznosi 5,628, a kod
statisticke razine znacajnosti 1% (qo,01) 7,972. Ako je eksperimentalna g vrijednost >
5,628razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je g vrijednost >7,972
razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 1% (*%*).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P13. Utjecaj apitoksina na E. coli (ATCC 25922) — dvofaktorska analiza varijance

(two way ANOVA).

Izvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode J statistikaF P 'Y F vrijednost
Koncentraclja g 95 1012 5  119x10° 253313 504 x10% 2173
Biomasa** 2,37 x 102 2 1,19 x 103 252,490 6,78 x 107 3,555
Interakcija* 1,19 x 10* 10 1,19 x 103 253,666 2,98 x 10°Y 2,412
Unutar grupe 8,45 x 10% 18 4,69 x 10
Ukupno 2,03 x 10* 35

Tablica P14. Utjecaj apitoksina na E. coli (ATCC 25922) — post hoc Tukey HSD test.

Apsolutna razlika q vrijednost  Razina znacajnosti

Usporedba srednjih vrijednosti 0,001 (a=0,001)
103 (50,0 pg/mL) - 10% (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
10% (50,0 pg/mL) - 10 (12,5 pg/mL) 3,20 x 10° 0,02 ns
10% (50,0 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (50,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 1,04 x 107 67,56 o
103 (50,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 4,00 x 10* 0,26 ns
103 (25,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 3,20 x 103 0,02 ns
103 (25,0 pg/mL) - 108 (25,0 pg/mL) 0,00 0,00 ns
103 (25,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 1,04 x 10’ 67,56 **
10% (25,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 4,00 x 10* 0,26 ns
103 (12,5 pg/mL) - 108 (25,0 pg/ml) 3,20 x 10° 0,02 ns
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10° (12,5 pg/mL) - 10° (12,5 pg/ml) 1,03 x 10’ 67,54
10° (12,5 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 3,68 x 10* 0,24
10° (25,0 pg/mL) - 10° (12,5 pg/mL) 1,04 x 107 67,56
10° (25,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 4,00 x 10* 0,26
10% (12,5 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 1,03 x 10’ 67,29

**

ns

**

ns

**

Kriticna vrijednost q kod statisti¢ke razine znacajnosti 5% (qoos) iznosi 5,351 , a kod
statisticke razine znacajnosti 1% (qo,1) 6,496 . Ako je eksperimentalna q vrijednost >5,351
razlika je statisticki znacajna na razini znacajnosti 5% (*), a ako je ¢ vrijednost >6,496 razlika

je statisti¢ki zna€ajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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Tablica P15. Utjecaj apitoksina na Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221) —
dvofaktorska analiza varijance (two way ANOVA).

Izvor Suma Stupnjevi Variianca Test vriiednost Kriticna
varijabilnosti  kvadrata  slobode J statistika F pvr F vrijednost
Koncentraclia ¢ 40x 107 5 1,68x10" 37,822 6,18 10° 2,773
Biomasa** 3,36 x 10% 2 1,68 x 107 37,821 3,58 x10” 3,555
Interakcija* 1,68 x 108 10 1,68 x 107 37,823 4,99 x 1010 2,412
Unutar grupe 8,00 x 106 18 4,44 x 10%°
Ukupno 2,94 x 10'8 35

Tablica P16. Utjecaj apitoksina na Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221) — post

hoc Tukey HSD test .
Apsolutna razlika q vrijednost VR-azma}
Usporedba .. .. i 0,001 znacajnosti
srednjih vrijednosti

(a=0,01)
103 (25,0 pg/mL) - 10% (12,5 pg/ml) 1,50 x 102 0,00 ns
102 (25,0 pg/mL) - 10° (50,0 pug/ml) 0,00 0,00 ns
103 (25,0 pg/mL) - 10° (25,0 g/mL) 1,23 x 10° 26,09 *k
103 (25,0 pg/ml) - 108 (400,0 pg/mL) 4,65 x 10* 0,00 ns
102 (25,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL) 5,35 x 10° 0,00 ns
102 (12,5 pg/mL) - 108 (50,0 pg/mL) 1,50 x 102 0,00 ns
103 (12,5 pg/mL) - 10° (25,0 pg/mL) 1,23 x 10° 26,09 *x
103 (12,5 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL) 4,64 x 10* 0,00 ns
103 (12,5 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL) 5,20 x 10° 0,00 ns
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10° (50,0 pg/mL) - 10 (25,0 pg/ml)

10° (50,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10 (50,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)
106 (25,0 pg/mL) - 108 (400,0 pg/mL)
10 (25,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)

108 (400,0 pg/mL) - 108 (200,0 pg/mL)

1,23 x 10°
4,65 x 10
5,35 x 10°
1,23 x 10°
1,23 x 10°

4,12 x 10*

26,09

0,00

0,00

26,09

26,09

0,00

**

ns

ns

**%*

**

ns

Kritiéna vrijednost q kod statisticke razine znacajnosti 5% (qoos) iznosi 5,351 , a kod
statistiCke razine znacajnosti 1% (qo,1) 6,496 . Ako je eksperimentalna q vrijednost >5,351

razlika je statisti¢ki znaCajna na razini znacajnosti 5% (¥), a ako je q vrijednost >6,496 razlika

je statisti¢ki znacajna na razini znacajnosti 1% (**).

ns — nije signifikantno.
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