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Bakterije i kvasci, a ponekad i filamentozne plijesni u kefirnim zrnima Zive u sloZenom simbiots-

kom odnosu koji kefirna zrna &ini jedinstvenom mikrobnom zajednicom u prirodi. SloZenost i kom-

pleksnost njihove fizicke i mikrobne strukture razlogom su $to su kefirna zrna jo$ uvijek mikrobioloski

nedovoljno i nepotpuno istraZena. U istraZivanju mikrobnog sastava kefirnih zrna koriste se razliciti

mikrobioloski i molekularni pristupi. Razvojem metagenomike, bazirane na identifikaciji bez kultivaci-

je, otvaraju se nove moguc¢nosti identifikacije do sada jo§ neidentificiranih mikrobnih vrsta sadrzanih u

kefirnom zrnu. Do sada je identificirano preko 50 vrsta mikroorganizama prisutnih u kefirnom zrnu.

U radu su prikazane do danas identificirane mikrobne vrste sadrzane u kefirnim zrnima razli¢itog po-

drijetla. Takoder, radi tehnoloskog i mikrobioloskog znacenja koja imaju kefirna zrna sama po sebi, u

radu su detaljnije prikazani molekularni eksperimentalni pristupi koji se koriste u istrazivanju njihove

mikrobne bioraznolikosti.
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Uvod

Kefir je specifi¢ni mlije¢ni proizvod iz skupine
fermentiranih mlijeka gdje se hidroliza laktoze tije-
kom fermentacije dogada istovremenim djelovanjem
bakterija i kvasaca sadrzanih u kefirnim zrnima.
Premda je mlije¢na kiselina glavni metabolit, zbog
djelovanja kvasaca kefir sadrz i znacajne kolicine
CO,, te varijabilnu koli¢inu alkohola. Zbog asoci-
jativnog rasta razli¢itih mikrobnih vrsta u kefiru se
tijekom fermentacije stvaraju i drugi organski spo-
jevi poput bioaktivnih peptida, egzopolisaharida,
bakteriocina kojima se pripisuje probioticki uc¢inak
na humano zdravlje (Kosikowski i Mistry, 1999;
Stepaniak i Fetlifiski, 2003; Lopitz-Otsoa i
sur., 2006; Hong i sur., 2010).

Mikrobnu populaciju kefirnih zrna ¢ine broj-
ne vrste bakterija mlije¢ne kiseline, bakterija octe-
ne kiseline, kvasaca i filamentoznih plijesni koje su
unutar mikrobne zajednice razvile kompleksan sim-
biotski odnos (Marshall i sur., 1984; Farnworth,

2005). Takoder, zastupljenost pojedinih mikrobnih
vrsta unutar kefirnog zrna odredena je podrugjem
nastanka (Angulo i sur., 1993; Lin i sur., 1999).
Znanstvenim studijama, izmedu ostalog, pokuSava
se objasniti unutrasnja i vanjska fizi¢ka struktura ke-
firnog zrna koja predstavlja jedinstven eko sustav u
prirodi. Medutim, zbog brojnosti vrsta i fenomena
njihove asocijacije, mikrobioloski, kefirna zrna jo3
uvijek su nedovoljno i nepotpuno istrazena (Leite
i sur., 2012; Wang i sur., 2012). U istraZivanju sa-
stava mikrobne populacije kefira koriste se razlicite
mikrobioloske i molekularne metode identifikacije
izolata, te noviji metagenomski molekularni pristu-
pi bazirani na identifikaciji mikrobne populacije bez
kultivacije mikroorganizama na hranjivim podlogama
(Unsal, 2008; Leite isur., 2012; Gao i sur., 2013).
[strazivanje jedinstvenog eko sustava koji je svojstven
za kefirna zrna ima viSestruku znanstvenu namjenu.
Osim opisa, te izolacije mikrobnih vrsta koje se mogu
koristiti za sastav mikrobnih kultura, svrha istraZi-
vanja kefirnih zrna temelji se i na izolaciji izolata s
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potencijalno drugadijim probiotickim i biokemijskim
karakteristikama (Hertzler i Clanci, 2003; San-
tos isur., 2003; Liu i sur., 2005; Farnworth, 2005;
Lopitz-Otsoa isur., 2006; Powel, 2006; Ferreira
i sur.,, 2010; Hong i sur., 2010; Magalhides i sur.,
2011; Dimitreli i Antoniou, 2011; Purnomo i
Muslimin, 2012).

Na osnovu znanstvenih istraZivanja provedenih
u posljednjih nekoliko godina svrha ovog rada je bila
sazeto prikazati rezultate istrazivanja mikrobne po-
pulacije kefirnih zrna. Takoder, zbog znacenja koja
opéenito kefirna zrna imaju u tehnoloskom i mikro-
bioloskom smislu u radu su detaljnije prikazani mo-
lekularni eksperimentalni pristupi koji se koriste u
istrazivanju mikrobne bioraznolikosti kefirnih zrna.

Kefir

Kefir je tradicionalno fermentirano mlijeko
koje se ve¢ tisu¢ama godina proizvodi i konzumira u
podru¢jima od isto¢ne Europe do Mongolije. Izvorno,
vijeruje se, kefir je potekao iz planinskih predjela Ka-
vkaza ili Kavkazije gdje su ga prema predaji tadasnji
starosjedioci dobili izravno od proroka Muhameda
(Gaware i sur., 2011). Ime kefir najvjerojatnije je
izvedeno iz turske rijeti kefy ili keif koja znaci sre-
¢a, zadovoljstvo (Kurman i sur., 1992). Osim ime-
na kefir, za isti proizvod koriste se i sljede¢a imena:
kepyr, kephir, kefer, kiaphur, knapson, kepi i kiipi
(Rattray i O’Connell, 2011).

Industrijski, kefir se najvise proizvodi u Rusiji i
ostalim zemljama bivieg Sovjetskog Saveza, potom
u Poljskoj, Svedskoj, Madarskoj, Norveskoj, Fin-
skoj, Njemackoj, Ceskoj, Danskoj i Svicarskoj. Kefir
proizvode i Greka, Austrija i Brazil (Saloff-Coste,
1996). U smislu etni¢kog proizvoda, popularnost
kefira posljednjih godina raste u SAD-u i Japanu.
Prema dostupnim podacima u Hrvatskoj kefir u re-
lativno malim koli¢inama proizvodi svega nekoliko
mljekara isklju¢ivo dodatkom komercijalne kulture.

U proizvodnji kefira koriste se razli¢ite tehnolo-
gije, ali u osnovi one se mogu opisati kao tradicional-
ni ili industrijski procesi proizvodnje. Tradicionalni
nacin proizvodnje zadrzao je direktnu inokulaciju
mlijeka kefirnim zrnima (mati¢na kultura) ili se mli-
jeko inokulira tehni¢tkom kulturom pripremljenom
iz mati¢ne kulture. Suprotno, u proizvodnji kefira
pojam industrijski procesi podrazumijeva koristenje
komercijalnih uglavnom DVS kultura (Wszolek i

sur., 2006). Komercijalne kulture sadrze izolate ra-
zli¢itih vrsta bakterija mlije¢ne kiseline i/ili kvasaca
izoliranih iz kefirnih zrna. U usporedbi s kefirom
proizvedenim iz kefirnih zrna, kefir proizveden ¢i-
stom kulturom u znacajnijoj mjeri izgubio je svoju
autenti¢nost (Otles i Caginidi, 2003; Farnwor-
th, 2005; Garcia Fontdn i sur., 2006; Wszolek i
sur., 2006). Gubitak autenti¢nosti najc¢e$ce je vezan
na relativno mali broj razli¢itih mikrobnih vrsta sadr-
Zanih u ¢istoj kulturi. Medutim, u Poljskoj proizvode
kefir inokulacijom mlijeka vlastitom liofiliziranom
kulturom proizvedenom od kefirnih zrna. Ovim
na¢inom proizvodnje “modificirani” kefir je manje
kiseli od tradicionalnog i karakterizira ga kremasti-
ja konzistencija. Medutim, uz znacajno poboljSanje
stalnosti kvalitete njegova autenti¢nost nije znacaj-
nije izmijenjena (Libudzizs i Piatkoiewicz, 1990;
Muir i sur., 1999).

Neovisno o nadinu proizvodnje i vrste kulture
prema Codex Allimentarius standardu (Codex Stan
243-2003) tipi¢na mikrobna populacija kefira mora
sadrzavati Lb. kefiri i vrste Leuconostoc, Lactococcus
i Acetobacter (pripremljena od kefirnih zrna), te jo3
kvasce koji fermentiraju laktozu (Kluyveromyces
marxianus) i kvasce koji ne fermentiraju laktozu
(Saccharomyces cerevisiae i Saccharomyces exigous)
kada se za kulturu koriste kefirna zrna. Prema istom
standardu, tipi¢ni kefir mora sadrZzavati najmanje
2,8 % proteina, manje od 10 % masti, najmanje 0,6
% mlije¢ne kiseline, a postotak alkohola nije odre-
den. Ukupan broj specificiranih mikroorganizama iz
kulture mora biti najmanje 107 cfu/mL, a broj kvasa-
ca ne manji od 10* cfu/mL.

Nakon potpune fermentacije koja ukljucuje i tri
dana hladnog zrenja tipi¢ni kefir ima pH vrijednost
izmedu 4,2-4,7, sadrzi izmedu 0,8-1,2 % mlijec¢ne
kiseline, 0,5-0,7 % etanola i priblizno 0,20 % CO,.
Osim tih spojeva, kefir sadrZi i razli¢ite spojeve aro-
me poput acetaldehida, diacetila i acetoina, druge
organske kiseline poput mravlje, octene i/ili propi-
onske, te izoamilni alkohol u tragovima (Wszolek
i sur., 2006). Takoder, mnogobrojne znanstvene
studije potvrduju da kefir osim nutritivne vrijed-
nosti za humani organizam ima i snazno probioticko
djelovanje (Farnworth, 2005; Lopitiz-Otsoa i
sur., 2006; Rattray i O’Connell, 2011).
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Kefirna zrna

Kefirna zrna predstavljaju jedinstveni Zivi eko-
sustav u prirodi, stvoren simbiotskim odnosom iz-
medu bakterija i kvasaca. Kompleksna mikrobna za-
jednica kefirnog zrna sadrzi vise od 50 razli¢itih vrsta
bakterija i kvasaca te, ovisno o podrijetlu, vise vrsta
filamentoznih plijesni (Angulo isur., 1993; Garro-
te i sur.,, 2001; Juki¢ i sur., 2001; Stepaniak i
Fetlifiski, 2002; Sarkar i sur., 2008; Wang i sur.,
2008). Medutim, omjer i broj pojedina&nih mikrob-
nih vrsta unutar kefirnog zrna znacajno je odreden
podrijetlom i na¢inom kultivacije (Koroleva i sur.,
1988; Tamime i Marshall, 1997; Ferreira i sur,,
2010). Osim brojnih mikrobnih vrsta, kefirno zrno
Cini spuzvasto fibrilarna struktura sa retikularnim la-
minarnim matriksom te vlaknaste nakupine koje se
posebice u centru zrna granaju i medusobno povezu-
ju dugim lancima. Ova kompleksna struktura izgra-
dena je od proteina, polisaharida, razli¢itih celularnih
elemenata i brojnih drugih jo$ uvijek nedefiniranih
komponenata. Polisaharidnu komponentu s priblizno
25 % tezine suhog zrna ¢ini u vodi topljiva supstan-
ca kefiran. Kefiran koji u svojoj sloZenoj egzopolisa-
haridnoj strukturi sadrzi D-glukozu i D-galaktozu u
omjeru 1:1 odgovoran je za medusobno povezivanje
mikrobne zajednice kefirnog zrna (La Riviére isur.,
1967; Kander i Kunath, 1983; Marshall i sur,,
1984; Micheli i sur., 1999). Takoder, pretpostav-
lja se da kefiran drzi mikrobnu zajednicu u kefirnom
zrnu u simbiozi na nacin da mikrobna populacija eg-
zistira prema to¢no odredenoj zakonitosti. Periferni
dio zrna gotovo iskljucivo ¢ine bakterije, a u centru
dominiraju kvasci. Podru¢ja izmedu centra i perifer-
nog dijela kefirnog zrna sadrze i bakterije i kvasce,
ali se njihov omjer progresivno mijenja ovisno o uda-
ljenosti od centra zrna (Bottazzi i Bianchi, 1980;
Lin i sur., 1999). Tako su homofermentativne Lac-
tobacillus vrste koje tvore kefiran poput bakterija
Lb. kefiri i Lb. kefiranofaciens unutar kefirnog zrna
razli¢ito smjestene. Lb. kefiranofaciens se nalazi u
sredistu kefirnog zrna, gdje su uvjeti rasta anaerobni
i gdje je prisutan etanol, a Lb. kefiri na perifernom
dijelu. Na perifernom dijelu matriksa smjesteni su i
laktobacili, te kvasci koji ne tvore kefiran i oni uglav-
nom ne mogu proci kroz polisaharidni dio u njegovu
unutrasnjost (Zhou i sur., 2007; Dimitreli i sur.,
2011). Dominantne mikrobne vrste perifernog slo-
ja su i bakterija Leuconostoc mesenteroides te kvasac

Kluyveromyces marxianus (Lin i sur., 2007). Do
sada su iz kefirnog zrna izolirane brojne vrste lakto-
koka, laktobacila, streptokoka, vrsta roda acetobak-
ter, kvasaca i plijesni (FAO/WHO, 2001).

Neke od vrsta poput Lb. kefiri ili Lb. kefirano-
faciens imenovane su prema kefiru. Prema omjeru
zastupljenosti mikrobnih vrsta, a ovisno o podrijetlu,
kefirno zrno sadrzi priblizno 10° laktokoka, izmedu
107-10% Leuconostoc vrsta, 107-10°% termofilnih lak-
tobacila, 10%-10° kvasaca i 10%-10° bakterija octene
kiseline, a od filamentoznih plijesni Geotrichum can-
didum (Kurman i sur., 1992). Medutim, potrebno
je naglasiti da struktura mikrobne populacije niti jed-
nog kefirnog zrna nije jednozna¢no odredena, vec je
specifi¢na.

Velitina kefirnih zrna je izmedu 0,2-3 cm i
nepravilnog su oblika koji izgledom nalikuju kar-
fiolu. Ona su sluzava, ali imaju ¢vrstu konzisten-
ciju. Opetovanom inokulacijom u mlijeko kefirna
zrna povecavaju svoju masu za priblizno 25 % i
imaju karakteristi¢ni miris. Boja kefirnih zrna je boja
slonovace, ili je ona blijedo-zuckasta (Wszolek i
sur., 2006; Gaware isur., 2011).

Kefirna zrna do ponovne upotrebe konzerviraju
se konvencionalnim nadinom suSenja na temperatu-
ri od 33 °C ili suSenjem u vakuumu. U povoljnim
i ujednatenim uvjetima konzerviranja, zrna ostaju
stabilna viSe godina bez gubitka aktivnosti (Wszo-
lek i sur., 2006). Ponovna aktivacija kefirnih zrna
postiZe se njihovom uzastopnom inkubacijom u pa-
steriziranom ili rekonstituiranom mlijeku (Sarkar i
sur., 2008). Osusena zrna tijekom inkubacije najprije
sporim a kasnije brzim rastom ponovno poprimaju
mekanu strukturu, te se zapoc¢inju formirati nova ke-
firna zrna.

Bioraznolikost mikrobnih vrsta

Zbog kompleksnog mikrobnog sastava kefirnog
zrna, izolacija i identifikacija pojedinacnih vrsta vrlo
su metodologki zahtjevne i slozene. U tom smislu, ne
iznenaduje ¢injenica da je mikrobni sastav kefirnog
zrna u literaturi razli¢ito interpretiran. Uz razlicito
podrijetlo kefirnih zrna, izbor metoda za mikrobnu
identifikaciju koje su koristene u brojnim studijama
u svakom slucaju jedan je od znacajnih ¢imbenika te
razlititosti.



6 T. POGACIC i sur.: Mikrobni sastav kefirnih zrna, Mljekarstvo 63 (1), 3-14 (2013)

Kultivacija i izolacija bakterija i kvasaca

Za istraZivanje sastava mikrobne populacije ke-
firnih zrna koriste se razli¢iti mikrobioloski i mole-
kularni eksperimentalni pristupi. Najzastupljeniji i
jo$ uvijek najprihvaceniji eksperimentalni pristup je
klasi¢na kultivacija mikroorganizama na vise ili ma-
nje selektivnim hranjivim podlogama (Juki¢ i sur.,
2001; Irigoyen i sur., 2005; Wang i sur., 2008;
Chen isur., 2008; Chen i sur., 2009) te molekular-
na identifikacija izolata. U istrazivanju mikrobne po-
pulacije kefirnih zrna zadnjih godina primjenjuje se i
identifikacija bez kultivacije i izolacije izolata (meta-
genomska identifikacija) (Leite i sur., 2012; Gao i
sur., 2013), bazirana na amplifikaciji mikrobne DNA
(odredenog gena ili regije gena) izolirane direktno iz
uzorka (Juste isur., 2008; Ndoye isur., 2011).

Najcesce podloge koje se koriste za klasi¢nu kul-
tivaciju mikrobnih vrsta su standardne komercijalne
podloge za kultivaciju laktobacila (MRS agar, LAW
agar, Rogosa agar, LamVab), laktokoka (M17 agar),
Leuconostoc vrsta (MSE agar) i kvasaca (Sabouraud
agar, potato dextrose agar) (Simova i sur., 2006;
Irigoyen isur., 2005; Garcia-Fontdn i sur., 2006;
Wang i sur., 2008). Takoder, neselektivna hranjiva
podloga PCA (Plate count agar) najce$ce se koristi
za utvrdivanje ukupnog broja aerobno mezofilnih
bakterija (Garcia-Fontan i sur., 2006, Wan, i sur.,
2012).

Procisc¢avanje izolata standardni je postupak koji
je nuZno provesti da bi bili sigurni da mikroorgani-
zam izoliran iz jedne kolonije predstavlja samo jedan
izolat - jednu bakterijsku vrstu, §to nuzno ne mora
biti nakon prvog postupka kultivacije. Zbog toga je
nuzno provesti jednu, dvije ili tri subkultivacije na
istim hranjivim podlogama u istim uvjetima (tempe-
ratura, sa ili bez prisutnosti kisika). Takoder, nakon
svake kultivacije, izolirane kolonije se moraju pregle-
dati pod mikroskopom da se utvrdi radi li se o ¢istom
izolatu ili vise morfotipova, te da li je potrebno pro-
vesti jo§ jedan postupak subkultivacije na hranjivoj
podlozi da bi se dobio jedan “Cisti” izolat (Caprette,
2005), koji se koristi za izolaciju mikrobne genomske
DNA za daljnju molekularnu identifikaciju.

Vv 2

Kultivacija, proci§¢avanje i izolacija mikroorga-
nizama su vrlo osjetljive i vazne mikrobioloske teh-
nike, te sama kultivacija i/ili izolacija mogu ponekad
predstavljati mnogo veéi problem od molekularne
identifikacije koja ponekad moZe biti rutina. To je

vazno naglasiti zato jer mnoge autohtone mikrobne
vrste su vrlo tesko kultivabilne na standardnim ko-
mercijalnim hranjivim podlogama. Takoder, rutinska
upotreba standardnih komercijalno dostupnih pod-
loga koje su razvijene zadnjih 30-ak godina moZe po-
godovati rastu uvijek istih mikrobnih vrsta neovisno
o0 stvarno prisutnom broju vrsta u istraZivanom uzor-
ku (Neviani i sur., 2009; Vartoukian i sur., 2009),
prezentiraju¢i samo djelomi¢nu sliku mikrobne po-
pulacije koja ¢e biti kultivirana na hranjivoj podlozi.

Iz razloga §to se za identifikaciju mikroorgani-
zama koriste ve¢inom molekularne metode bazirane
na izoliranoj DNA 1i/ili RNA, u daljnjem tekstu su
prikazane osnove molekularne identifikacije mikro-
organizama.

Molekularna identifikacija

Izolacija DNA iz izolata

Izolacija genomske mikrobne DNA iz izolata,
od klasi¢nog postupka izolacije bazirane na primjeni
fenol-kloroforma, dozivjela je znatajan razvoj. Danas
se u rutinskim izolacijama DNA vec¢inom koriste ko-
mercijalni kitovi renomiranih proizvodaca (Promega,
Quiagen, Machenery Nagel, Fermentas, Roche...) te
se izolacija provodi prema protokolu proizvodaca.
Stoga ce biti navedene samo neke generalne speci-
fi¢nosti izolacije DNA iz izolata. Za izolaciju DNA iz
izolata potrebno je koloniju (prethodno procis¢enu
sa 2-3 subkultivacije) inokulirati u tekuce hraniliste,
koje osigurava rast bakterija u vremenskom periodu
od 12-24 sata. Vrijeme inkubacije izolata od 12-24
sata obi¢no je dovoljno da se dobije potrebna gu-
stoca stanica za izolaciju DNA. Medutim, za neke
izolate, da bi se osigurao dovoljan broj stanica, vri-
jeme inkubacije moze biti i 48 sati, ili je potrebna
jo$ jedna inokulacija (transplant) izolata u tekuce
hraniliste. Naime, treba uvaziti ¢injenicu postojanja
specifi¢nog svojstva svakog izolata koji se ne moze
unaprijed predvidjeti. Od uzgojenih stanica u Cistoj
kulturi, za izolaciju DNA iz tekuéeg hranili$ta uzima
se uzorak od 1-2 mL, ili se volumen uzorka odreduje
iskustvenom procjenom zamuéenja medija, ili mjere-
njem njegove opticke gustoce. Protokoli za izolaciju
DNA u vecoj ili manjoj mjeri medusobno se razliku-
ju, odnosno postoje mnogobrojne varijacije vrlo sli¢-
nih protokola. Obi¢no su te razlike u koncentraciji
pojedinih reagencija, ili je sastav pojedinih reagencija
proizvodacka tajna i toan sastav nije poznat. Medu-
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tim, za ucinkovitu izolaciju DNA vedini protokola
zajednitka je prvotna liza bakterijske stani¢ne stijen-
ke uz dodatak enzima lizozima i proteinaze K. Na-
kon izolacije, koncentracija DNA (ng/uL) odreduje
se metodom spektrofotometrije ili elektroforetskim
metodama (gel elektroforeza). Taj postupak je va-
7an da bi u sljede¢em koraku kod PCR amplifikacije
znali to¢no koliko mikrolitara DNA treba dodati za
odredenu koncentraciju DNA (ng/uL) u reakcijskoj
smjesi (Kuchta i sur., 2006). Koncentracija DNA u
PCR reakcijama najcesce varira od 20 do 100 ng/uL,
$to ovisi 0 mnogo faktora.

Medutim, ponekad se primjenjuju i mnogo jed-
nostavniji protokoli za izolaciju DNA, bazirani samo
na razgradnji (lizi) stani¢ne stijenke, te se lizirana
stanica koristi kao kalup (engl. template DNA) za
PCR reakciju (Juste i sur.,, 2008; Ndoye i sur.,
2011), ili se za PCR reakciju uzima cijela kolonija
(colony-PCR) bez ikakvog postupka izolacije DNA
ili prethodne lize stanice (Unsal, 2008).

Identifikacija izolata PCR metodama

Identifikacija izoliranih mikroorganizama me-
todama baziranim na lancanoj reakciji polimeraze
(PCR polymerase chain reaction) primjenjuje se od
sredine 80-ih godina 20-og stolje¢a (Stefan i sur.,
1988). U tom razdoblju razvijeno je i uvedeno mno-
go varijacija PCR metode kojom se umnaza odredeni
ciljani gen ili varijabilna regija gena in vitro (Bar-
tlett i Stirling, 2003). U PCR reakcijsku smjesu
dodaju se pocetnice (umjetno sintetizirani oligonu-
kleotidi smijera 5’-3’ i 3’-5’), izolirana DNA (DNA
kalup), enzim Taq polimeraza, deoksiribonukleotidi
(A,TC,G), pufer i sterilna voda. Magnezij koji se
takoder dodaje moze biti sastavni dio pufera ili se
dodaje posebno. PCR reakcijska smjesa prireduje se
naj¢esce u volumenu od 25 ili 50 uL.. Sama PCR re-
akcija sastoji se od tri glavne faze ciklusa: faze dena-
turacije dvolan¢ane molekule DNA, faze sparivanja
pocetnica i faze produljivanja lanaca (Kuchta i sur.,
2006). PCR metoda je bazirana na djelovanju enzi-
ma Taq polimeraze, izoliranog iz bakterije Thermus
aquaticus kojoj su prirodna stani$ta termalni izvori,
te zbog toga ne gubi sposobnost umnazanja DNA na
temperaturama PCR reakcije, generalno, 60-95 °C
(Kuchta i sur., 2006).

Optimizacija pojedinih faza PCR reakcije (tem-
perature, ponavljanja ciklusa), te koncentracije po-

jedinih reagencija (pocetnice, DNA, enzim, deoksi-
ribonukleotidi), naj¢e$¢i su problemi koji se mogu
pojaviti tijekom izvodenja eksperimenata. Takoder,
potencijalni problemi mogu biti i kontaminacija po-
Cetnica ili bilo koje reagencije ili neaktivnost enzima
Tagq polimeraze. Uzroci neuspjesnosti eksperimenta
ponekad se vrlo tesko otkrivaju, a kod nekih izolata
nikada. Osnovni cilj PCR reakcije jest umnoziti (am-
plificirati) ciljani gen ili regiju gena vaznu za identi-
fikaciju mikroorganizma. Najces¢i cilj amplifikacije
kod bakterija je 16S rRNA gen ili jedna od varija-
bilnih regija (V1-V9) 16S rRNA gena (Cardenas i
Tiedje, 2008), za ¢iju se amplifikaciju koriste uni-
verzalne ili rod specifi¢ne pocetnice (engl. primer).
Kod kvasaca najceséi cilj umnozavanja je D1 regija
26S rRNA gena (Cocolin i sur., 2002.; Wang i sur.,
2008). U slucajevima kada se radi s ve¢im brojem
izolata za odredene izolate, da bi se dobio valjani re-
zultat ponekad je potrebno mijenjati ili uvjete PCR
reakcije ili poCetnice, jer primijenjeni protokol nuz-
no ne mora biti jednako u¢inkovit za sve izolate.

U daljnjim koracima procis¢uje se PCR produkt
te se najce$ce koristi enzimatska digestija umno-
Zenog PCR produkta s kombinacijom enzima (2, 3
ili 4 enzima) koji su specifi¢ni za enzimatsku raz-
gradnju umnozenog PCR produkta. Kombinacijom
razlititih restrikcijskih enzima dobivaju se razliciti
profili specifi¢ni za to¢no odredenu vrstu (Manci-
ni i sur., 2012). Produkti dobiveni PCR reakcijom i
enzimatskom digestijom razlikuju se brojem baznih
parova i razdvajaju se elektroforezom u agaroznom
ili poliakrilamidnom gelu kako bi se dobili specifi¢ni
profili (Lushai i sur.,, 1999; Kuchta i sur., 2006;
Copola i sur., 2008). Identifikaciju dobivenih pro-
fila moguce je provesti na 2 nacina. Prvi je uspored-
ba dobivenih profila s profilima referentnih sojeva
bakterija mlijecne kiseline, a drugi koji se moze pro-
vesti neovisno o prvom, ali i kao nadopuna prvom,
jest sekvenciranje 16S rRNA gena od izolata repre-
zentativnih profila (Copola i sur., 2008; Mancini
i sur., 2012). Dobivene sekvence se usporeduju s
nekom od raspoloZivih baza podataka dostupnih na
internetu  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Kod nekih vrsta to¢na identifikacija usporedbom do-
bivenih profila moguca je upotrebom samo jednog
restrikcijskog enzima, ali kod nekih vrsta, genetski
vrlo bliskih, potrebno je primijeniti 3 ili 4 enzima za
uspjesnu identifikaciju izolata jer profili genetski vrlo
bliskih mikrobnih vrsta, dobiveni primjenom jednog
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ili 2 enzima, u nekim slu¢ajevima mogu biti identi¢ni
$to onemogucava identifikaciju vrste.

Jedan od mogudéih postupaka molekularne iden-
tifikacije izolata, neovisan o enzimatskoj digestiji i
sekvenciranju 16S rRNA gena je koristenje vrsta-
specifi¢nih pocetnica za dokazivanje prisutnosti to¢-
no odredene vrste. Takva molekularna identifikacija
ne koristi se Cesto zbog toga $to je u radu potrebno
primijeniti mnogo vrsta - specifi¢nih pocetnica, od-
nosno onoliko koliko se vrsta ocekuje. Medutim, ovaj
pristup moze biti kona¢na potvrda za identifikaciju
vrsta ili podvrsta koje nije moguce sa 100 %-tnom
sigurno$¢u identificirati drugim metodama, te se
moZe primijeniti za kona¢nu potvrdu identifikacije
(Temmerman i sur., 2004). Takoder, ako rezultat
sekvenciranja 16S rRNA gena ne daje potpuno jasnu
identifikaciju, ve¢ ostavlja mogucnost da se radi o
2 ili 3 genetski bliske vrste, kona¢nu potvrdu iden-
tifikacije moguce je provesti sa vrsta - specifi¢nim
pocetnicama (Temmerman i sur., 2004) ili DNA-
DNA hibridizacijom (Goris i sur., 2007).

Metagenomska identifikacija

Kultiviranje mikrobne populacije omoguéuje
djelomic¢an uvid u strukturu mikrobne populaci-
je kompleksnih zajednica zbog toga $to mnoge vr-
ste nisu kultivabilne ili je kultivacija i izolacija vrlo
upitna (Giraffa i Neviani, 2001; Copola i sur.,
2008; Leite i sur., 2012). Metagenomska identifi-
kacija, bez kultiviranja i izolacije mikroorganizama,
predstavlja Sirok spektar mogucnosti istrazivanja
strukture i dinamike mikrobne populacije bilo ko-
jeg mikrobnog sustava (Huson i sur., 2009). Takvim
molekularnim pristupom moguce je izolirati ukupnu
mikrobnu DNA (ili RNA) iz kefira ili kefirnog zrna,
za §to se koriste komercijalni kitovi raznih proizvo-
daca, te PCR reakcijom umnotiti ciljanu regiju 16S
rRNA gena kod bakterija ili 26S rRNA gena kod kva-
saca (3to su naj¢e3di ali ne i jedini ciljevi umnoZa-
vanja), zbog dobivanja uvida u strukturu mikrobne
zajednice (Unsal, 2008; Zhou i sur., 2009; Cruz i
sur., 2010; Gao isur., 2013). U istrazivanju mikrob-
ne populacije kefira identifikacijom bez kultivacije
najcesce koristene metode su PCR-DGGE (denatu-
rirajuca gradijent gel elektroforeza) i u zadnjih ne-
koliko godina pirosekvenciranje (Wang i sur., 2008;
Ninane i sur., 2007; Chen i sur., 2008; Miguel i
sur., 2010; Leite i sur., 2012). Takoder, koristena
je i metoda kloniranja amplificirane DNA (izolirane

direktno iz kefirnog zrna) u E. colli te sekvenciranje
V1 i V2 regije 16S rRNA gena (Veronique i sur.,
2007).

PCR-DGGE metodom, ukupnu izoliranu mi-
krobnu DNA umnozenu u PCR reakciji, detektira se
na poliakrilamidnom gelu kao fragmente (iste veli-
&ine s obzirom na broj baznih parova, ali specifi¢nog
nukleotidnog slijeda za svaku mikrobnu vrstu) koji
migriraju u gelu do razli¢itog poloZaja (Muyzer i
Smalla, 1998). Identifikacija DNA fragmenata je
moguca ili usporedbom poloZaja fragmenta s polo-
Zajem fragmenta referentnog soja, ili sekvencira-
njem fragmenata izrezanih s razli¢itih poloZaja u gelu
(Muyzer i Smalla, 1998; Copola i sur., 2008; Ji-
anzhong i sur., 2009). Za usporedbu polozaja fra-
gmenata u gelu, gelovi se normaliziraju i analiziraju
bioinformati¢kim programima, a najce$ce koristeni
su BioNumerics i GelCompare.

Medutim, jedan od glavnih nedostataka istrazi-
vanja strukture kompleksnih mikrobnih zajednica,
jest da vrste koje su prisutne u malom broju najce$ce
nece biti amplificirane ili njihova DNA uopée nece
biti izolirana (Ercolini, 2004). Novija metoda koja
se primjenjuje tek u zadnjih nekoliko godina u istra-
Zivanju mikrobne populacije kefira jest pirosekven-
ciranje (Dobson i sur., 2011; Leite i sur., 2012).
Pirosekvenciranje je automatizirana i sofisticirana
tehnika koja se bazira na sintezi jednolancane DNA
i detekciji nukleotidnih sekvenci (Magra i sur.,
2012). Glavna prednost te metode jest da omogu-
¢uje uvid u strukturu minorne mikrobne populacije
prisutne u istraZivanom mikrobnom sustavu (Qui-
gley isur., 2012).

Mikrobne vrste kefinih zrna

Razli¢itim mikrobioloskim i molekularnim teh-
nikama identificirane su brojne mikrobne vrste iz
kefirnog zrna i iz kefira. Raznolikost identificiranih
vrsta bakterija i kvasaca evidentno potvrduje kom-
pleksnu mikrobnu strukturu tog prirodnog mikrob-
nog sustava. Prema recentnim znanstvenim izvorima,
mikrobnu populaciju kefirnog zrna ¢ini vise od 50
razli¢itih vrsta mikroorganizama (tablica 1). Vrlo vje-
rojatno Ce se taj broj povecavati daljnjim razvojem
metagenomske identifikacije, ali i usavrSavanjem
klasi¢ne kultivacije, jer niti jedan pristup nije savrien
i ne moZe dati potpuni uvid u strukturu mikrobne
populacije.
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Tablica 1. Identificirane mikrobne vrste kefirnog zrna

Mikroorganizam Referenca*
Acetobacter fabarum Gao isur, 2012
Acetobacter lovaniensis Unsal, 2008
Acetobacter syzygii Unsal, 2008
Acinetobacter Gaoisur, 2013
Bifidobacterium spp Leite isur., 2012
Candida inconspicua Simova i sur., 2002
Dysgonomonas Gao isur, 2013
Enterococcus faecium Unsal, 2008

Geotrichum candidum

Timara, 2010

Gluconobacter japonicus

Miguel isur, 2012

Halococcus spp.

Leite isur, 2012

Kazachstania aerobia

Magalhies isur., 2011

Kazachstania exigua

Zhou i sur., 2009

Kazachstania unispora

Zhou isur., 2009

Kluyveromyces lactis

Zhou i sur., 2009

Kluyveromyces marxianus

Zhou isur., 2009

Kluyveromyces marxianus var. lactis

Simova isur., 2002

Lachancea meyersii

Magalhdes isur., 2011

Lactobacillus amylovorus

Leite isur, 2012

Lactobacillus brevis

Simova isur., 2002

Lactobacillus buchneri

Leite isur, 2012

Lactobacillus casei

Zhou i sur., 2009

Lactobacillus paracasei

Magalhdes isur, 2011

Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum

Simova isur., 2002

Lactobacillus crispatus

Leite isur., 2012

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Simova isur., 2002

Lactobacillus helveticus

Unsal, 2008

Lactobacillus kefiranofaciens

Unsal, 2008

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens

Leite isur, 2012

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum

Leite isur, 2012

Lactobacillus kefiri

Unsal, 2008

Lactobacillus parabuchneri

Magalhies isur., 2011

Lactobacillus parakefiri

Leite isur, 2012

Lactobacillus plantarum

Gao isur, 2012

Lactobacillus satsumensis

Miguel isur., 2012
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Lactobacillus uwvarum

Miguel isur, 2012

37 Lactococcus lactis subsp. cremoris Zhou isur., 2009
38 Lactococcus lactis subsp. lactis Unsal, 2008

39 Leuconostoc lactis Gao isur., 2012
40 Leuconostoc mesenteroides Unsal, 2008

41 Pelomonas Gaoisur., 2013
42 Pichia fermentans Wang i sur., 2008
43 Pichia guilliermondii Gaoisur., 2012
44 Pichia kudriavzevii Gao isur., 2012
45 Pseudomonas putida Zhou isur., 2009
46 Saccharomyces cerevisiae Zhou isur., 2009
47 Saccharomyces martiniae Zhou isur., 2009
48 Saccharomyces turicensis Wang i sur., 2008
49 Saccharomyces unisporus Zhou isur., 2009
50 Shewanella Gao isur., 2013
51 Streptococcus thermophilus Simova i sur., 2002
52 Weissella Gaoisur., 2013

*Tablica daje pregled do sada identificiranih mikroorganizama kefirnog zrna, ne precizirajuci da li je mikroorganizam

po prvi puta identificiran u tom radu, i da li je identificiran samo u tom radu
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Unsal (2008) je izolirao i identificirao PCR-
DGGE metodom iz kefirnog zrna Acetobacter syzy-
gii, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faeci-
um, Lactobacillus kefiri/parabuchneri i Lactococcus
lactis subsp. lactis, dok je metagenomskim pristu-
pom bez izolacije identificirao u kefiru: Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus helveticus, Acetobacter lovaniensis. U
tom radu je podjednak broj mikroorganizama iden-
tificiran sa oba pristupa. Medutim, Zhou i sur.
(2009) identificirali su PCR-DGGE metodom bez
izolacije 10 bakterijskih vrsta u kefirnom zrnu: Lac-
tobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus helveticus,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactobacillus casei, Lactobacillus
kefiri, Leuconostoc mesenteroides, Pseudomonas sp.,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida te 7
vrsta kvasaca: Kazachstania unispora, Kazachstania
exigua, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces
lactis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
martiniae, Saccharomyces unisporus. Tih 17 mikro-
organizama je do sada vjerojatno najveci broj identifi-
ciranih mikroorganizama u jednoj studiji. Gao i sur.
(2012) izolirali su i identificirali iz tibetanskog kefira
11 vrsta mikroorganizama: Bacillus subtilis, Lactoco-
ccus lactis, Lactobacillus kefiri, Leuconostoc lactis,
Lactobacillus plantarum, Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, Ka-
zachstania unispora, Acetobacter fabarum, Pichia
guilliermondii. Simova i sur., (2002) izolirali su i
identificirali iz kefirnog zrna Lactococcus lactis su-
bsp. lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helve-
ticus, Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum,
Lactobacillus brevis, Kluyveromyces marxianus var.
lactis, Saccharomyces cerevisiae, Candida inconspi-
cua, Candida maris. Wang i sur., (2008) iz kefir-
nog su zrna izolirali i identificirali kvasce Kluyvero-
myces marxianus, Saccharomyces turicensis, Pichia
fermentans i Saccharomyces unisporus. Jianzhong
i sur. (2009) istrazili su sastav mikrobne populacije
tibetanskog kefira PCR-DGGE metodom bez pret-
hodne kultivacije mikroorganizama. Za PCR reakciju
koristene su pocetnice 338F-GC i 518R za bakte-
rijsku DNA, a cilj umnaZanja je bila V3 regija 16S
rRNA gena, a za DNA kvasaca su kori$tene pocetni-
ce NL1GC i LS2. Na taj nacin identificirane su vrste
bakterija: Pseudomonas sp., Leuconostoc mesenteroi-
des, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefirano-

faciens, Lactococcus lactis, Lactobacillus kefiri, Lac-
tobacillus casei, te kvasci: Kazachstania unispora,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae
i Kazachstania exigua (Jianzhoung i sur., 2009).
Leite isur., (2012) za istraZivanje mikrobne popula-
cije kefira iz Brazila umnozili su V3 regiju 16S rRNA
gena, s univerzalnim pocetnicama F357- GC i R518.
Specifi¢ne pocletnice su takoder koriStene za identi-
fikaciju bakterija mlije¢ne kiseline: Lacl i Lac2-GC
za identifikaciju bakterija iz rodova Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc i Weissella, te pocetnica
Lac3 za bakterije iz rodova Lactococcus, Streptoco-
ccus, Enterococcus, Tetragenococcus i Vagococcus.
D1 domena 26S rRNA gena kvasaca umnozena je
pomocu pocetnica NL1-GC i LS2. Sve GC pocet-
nice sadrzavale su 39 bp GC nukleotida, kako bi se
sprije¢ila potpuna denaturacija produkata (Leite i
sur., 2012). Istrazivanjem strukture mikrobne popu-
lacije brazilskog kefira pirosekvenciranjem i DGGE
metodom, usporeden je potencijal obje metode u
metagenomskoj identifikaciji mikrobne populacije
(Leite i sur., 2012). DGGE metodom je identifi-
cirano samo 5 vrsta mikroorganizama: Lb. kefirano-
faciens, Lactococcus lactis, Lb. kefiri, Saccharomyces
cerevisiae i Kazachstania unispora, a pirosekvencira-
njem su utvrdene sve mikrobne vrste kao i DGGE
metodom, ali i predstavnici rodova Bifidobacterium,
Leuconostoc, Streptococcus, Acetobacter, Pseudomo-
nas, Halococcus, te niz predstavnika laktobacila koji
nisu identificirani DGGE metodom: Lb. kefiranofa-
ciens subsp. kefirgranum, Lb. kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens, Lb. parakefiri, Lb. parabuchneri,
Lb. amylovorus, Lb. crispatus, Lb. buchneri, te je-
dan predstavnik laktokoka Lc. lactis subsp. cremoris
(Leite isur., 2012). Potrebno je naglasiti da su neke
od ovih vrsta bile zastupljene sa manje od 1 % u uku-
pnoj populaciji §to naglasava potencijal pirosekvenci-
ranja u istraZivanju strukture kompleksnih i nepot-
puno istrazenih mikrobnih zajednica kao $to je kefir
(Leite i sur., 2012). Takoder, Gao i sur., (2013) u
tibetanskim kefirnim zrnima po prvi put su identi-
ficirali bez kultivacije vrste iz rodova Shewanella,
Acinetobacter, Pelomonas, Dysgonomonas, Weissella
i Pseudomonas. Upravo saznanja o mikrobnoj popu-
laciji kefirnog zrna, za koju se do sada nije znalo da je
sastavna komponenta mikrobne populacije kefirnog
zrna, otvara nova pitanja o znacaju i utjecaju te po-
pulacije na specifi¢ne karakteristike kefira. Navedeni
rezultati istrazivanja strukture mikrobne populacije
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kefirnog zrna dokazuju da se brojnost identificiranih
mikrobnih vrsta povec¢ava primjenom novijih mole-
kularnih metagenomskih metoda u identifikaciji i taj
trend ¢e se nastaviti. To takoder ukazuje na manji
potencijal identifikacije bazirane na kultiviranju mi-
kroorganizama na podlogama razvijenim prije 30-ak
ili vise godina, jer &injenica jest da razvoj novih hra-
njivih podloga nije bio intenzivan koliko je intenzivan
razvoj metagenomske identifikacije (Huson i sur.,
2009; Vieites i sur., 2010; Quigley i sur., 2011;
Delmont isur,, 2011).

Zakljucak

Istrazivanja autohtone mikrobne populacije ke-
firnih zrna primjenom suvremenih mikrobioloskih
i molekularnih metoda daju nova saznanja o kom-
pleksnosti mikrobnog sustava kefirnog zrna, $to je do
sada rezultiralo s vise od 50 identificiranih vrsta mi-
kroorganizama. Izolacija mikroorganizama iz kefirnih
zrna, zbog njihove daljnje tehnoloske i probioticke
karakterizacije, potencijalno moZe rezultirati sojevi-
ma s potpuno novim karakteristikama. Daljnji razvoj
metagenomike, bazirane na identifikaciji mikrobnih
zajednica bez kultivacije, i nove spoznaje o mikrob-
nom sastavu kefira potvrduju da je do sada izolira-
na mikrobna kultura samo jedan dio kompleksnog
mikrobnog sustava koji utjece na specifi¢na svojstva
kefira. Medutim, klasi¢na kultivacija i izolacija i da-
lje ¢e ostati nezamjenjive za detaljnu karakterizaciju
mikrobnih izolata i otkrivanje novih sojeva.

Microbiota of kefir grains

Summary

Kefir grains represent the unique microbial
community consisting of bacteria, yeasts, and
sometimes filamentous moulds creating complex
symbiotic community. The complexity of their
physical and microbial structures is the reason that
the kefir grains are still not unequivocally eluci-
dated. Microbiota of kefir grains has been studied
by many microbiological and molecular approaches.
The development of metagenomics, based on the
identification without cultivation, is opening new
possibilities for identification of previously non-
isolated and non-identified microbial species from
the kefir grains. Considering recent studies, there

are over 50 microbial species associated with ke-
fir grains. The aim of this review is to summarise
the microbiota composition of kefir grains. Moreo-
ver, because of technological and microbiological
significance of the kefir grains, the paper provides
an insight into the microbiological and molecular
methods applied to study microbial biodiversity of
kefir grains.

Key words: kefir, kefir grains,
molecular methods, microbial species
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