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Sažetak 

Za prikazivanje razlika između tri soja streptokoka i jednog soja mikrokoka 
vršeno je poređenje elektroforetskih profila intračelijskih proteina. Izneto je 
da određene sličnosti u elektroforetskim profilima sojeva ukazuju na sličnosti 
u genotipu. Navedena metoda ne predstavlja zamenu za postojeće postupke, ali 
može da posluži kao dodatni kriterijum za selekciju sojeva koji ulaze u sastav 
startera. 

Zadnja decenija odlikuje se primenom novih postupaka za determinaciju 
mikroorganizama, koji su doveli do izmenjenog viđenja sistematike. Od poseb­
nog značaja su određene tehnike koje daju uvid u genotipska svojstva bakterija, 
a time na neki način upotpunjavaju fenotipsku karakterizaciju navedenih mi­
kroorganizama. 

Među ovim metodama najčešće se spominju određivanje sastava baza DNa i 
hibridizacija nukleinskih kiselina. Međutim, navedene metode su za rutinski rad 
dosta komplikovane i skupe, pogotovo kada je u pitanju veći broj uzoraka. Kao 
alternativno rešenje nameće se određivanje elektroforetskih profila intraćelij-
skih rastvorljivih proteina čiji je sadržaj genetski određen. Ova tehnika je uspe-
šno korišćena kod diferencijacije sojeva u okviru rodova i vrsta, kao i njiho­
vog grupisanja prema odgovarajućim sličnostima u elektroforetskim profilima 
( F o i s s y , 1973; K e r s t e r s and D e L e y , 1975; M o o r e , 1982). Značaj 
navedene metode ogleda se u činjenici da postoji određena korelacija između 
podataka dobijenih ovim postupkom d već spomenutih metoda kao i klasičnih 
taksonomijskih testova. Iz tog razloga moguća je primena gel elektroforeze 
i kod klasifikacije bakterija mlečne kiseline, pogotovo kod sastavljanja star­
tera. ,' 

Ova ispitivanja se principijelno zasnivaju na dobij an ju itraćelijskih eks-
trakata, koji se zatim nanose na odgovarajuće gelove i u električnom polju raz­
dvajaju na više komponenti na bazi različitih naelektrisanja. Za ovakvu vrstu 
analiza potrebno je prvo izdvojiti biomasu koja se dobij a ispiranjem i centri-
fugacijom bujonskih kultura, koje se nalaze na kraju logaritamske ili na po­
četku stacionarne faze. 

Razgradnja ćelijskih zidova može se postići na više načina: homogenizaci­
jom, ultrazvučnom dezintegracijom, francuskom presom, raznim enzimskim 
postupcima itd. Zatim se tretirana biomasa više puta ispire i centrifugira u 
cilju što boljeg prečišćavanja ćelijskog ekstrakta, koji se potom čuva u smrznu­
tom ili liofilizovanom stanju ili se odmah koristi za elektroforetska ispitivanja. 

* Referat održan na XXI Seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb, 1983. 
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Pre nego što se pristupi nanošenju uzoraka od bitne je važnosti napraviti 
pravilan izbor gela odnosno supstanci koje su osnovni sastojci gela, a predstav­
ljaju takozvane elektroforetske »nosače«. Za ovu svrhu danas se najviše upo­
trebljavaju agar, škrob, natrijumdodecilsulfat i poliakrilamAd. Da bi se postigli 
optimalni uslovi za izdvajanje frakcija potrebno je s jedne strane voditi računa 
o obliku, veličini i neto naelektrisanju samih čelijskih ekstrakata, koji u stvari 
predstavljaju smešu proteina, a s druge o pH vrednosti gela i pufera za elek-
troforezu, koncentraciji gela, naponu strujnog kola, vremenu, temperaturi itd. 
Sledeća operacija je bojenje gela, za što se koriste specijalni rastvori boja, kao 
Coomassie ili amido crno, koji reaguju sa proteinima, a od gela bivaju samo 
adsorbovani. Zatim se vrši obezbojavanje da bi se uklonio višak boje iz gela, 
tako da frakcije proteina ostaju obojene, jer je za njih boja vezana. 

Ovim je celokupan postupak zaokružen, a pojedinačan izbor metoda u pr­
vom redu zavisi od svrhe ispitivanja, kao i od vrste mikroorganizama koji se 
ispituju. 

Autor je vršio poređenja elektro-
foretskih profila tri soja vrste S. lactis 
i soja Micrococcus M-104, Za analize je 
korišćen poliakrilamid gel, koji posjedu­
je gustu rupičastu strukturu, što pored 
naelektrisanja predstavlja dodatni fak­
tor za brzo razdvajanje proteinskih 
komponenata. Proteinski profili koji se 
odnose na sojeve S. lactis su imali 20— 
—25 traka (si. 1) od kojih su neke bile 
prisutne u tako malim koncentracija­
ma, da su se primenom ove tehnike do­
sta teško uočavale. Dobiveni rezultati 
pokazuju da postoje velike podudarno­
sti u proteinogramima intraćelijskih 
ekstrakata sojeva vrste S. lactis što je 
u suglasnosti sa ranije objavljenim po­
dacima ( M o r c h i - a et al. 1968). 

Do istih konstatacija došli su J a r -
w i s i W o l f f (1979) koji su denzio-
metrijska merenja gelova kompjuter­
ski obradili u cilju grupisanja mlečnih 
streptokoka na osnovu elektroforetskih 
profila. Citirani autori su mišljenja, da 
velike sličnosti koje postoje između po­
jedinih bakterija ukazuju da se spome­
nutim postupkom mogu otkriti prave 
razlike između njih, koje su, ako se ovi 
gaje pod identičnim uslovima, gentiop-
ske prirode. Proteinski profil Micoco-
ccus M-104, koji se od ostalih u potpu­
nosti razlikuje, kao i profil Brewihacte-
rium linens sp (F o i s s y, 1973) samo 
potvrđuju gore izneta gledišta. 
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Poliakrilamid gel proteinogrami intra­
ćelijskih ekstrakta. 1—6: Micrococcus 
M-104, S. lactis 763, S. lactis 509, S 
lactis AK-60, Micrococcus M-104 i S. 

lactis 509. 
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Za m l e k a r s k u p raksu veliki značaj ima i tes t i ranje osetlj ivosti b a k t e r i j a 
mlečne kisel ine u pogledu infekcije bakter iofagima. Ovaj p rob lem pos ta je još 
složeniji zahval ju jući velikoj razmeni ku l tu r a u svetu, tako da mnoge k u l t u r e , 
koje se vode pod razl ič i t im oznakama, u s tvar i preds tavl ja ju izolate i s t ih soje­
va. U tom smis lu lod šireg in te resa je pos tavka Jio n e s-a i S n e a t h -a (1970), 
da veća taksonomi jska bliskost dva mikroorganizma povećava mogućnos t za 
p ropag i ran je is t ih faga. To znači da kod mikroorganizama koji poseduju odre ­
đenu sličnost u genot ipu postoji velika verovatnoća za r azmnožavan je pojedi ­
n ih faga, odnosno sličnosti u eleiktroforetskim profil ima bak te r i j a vr lo često su 
ind ika tor za jedničke osetljivosti u odnosu na specifičan fag. 

Na osnovu svega što je izneto proizlazi da kod bak te r i j a mlečne kisel ine, 
a posebno s t r ep tokoka g rupe N jedan od p r imarn ih testova za selekci ju sojeva 
koji ulaze u sas tav s t a r t e r a i dalje ostaje fagotipizacija. Međut im, k a k o fago-
tipizacija pa i serotipizacija ug lavnom zavise od površ inskih k a r a k t e r i s t i k a će­
lija, p r i m e n o m gel e lektroforeze dobij a se jasan pregled i n t r ace lu l a rn ih p ro ­
teina, tako da ovaj pos tupak može vrlo korisno da posluži kao d a d a t n i k r i t e r i -
j u m kod izbora sojeva za s t a r t e r e namenjene proizvodnji f e rmen t i san ih mleč-
nih proizvoda. 

Summary 

A simple m,et,hod, based upon the separation of cellular proteins hy poli-
acrylamid gel electrojoresis, has been devised for distinguishing between 3 
strains of lactic streptococci and one strain of micrococci. Since gel electrofore-
sis permits analysis of all cell comparatments by scanning protein content, 
more similarities in protein profiles among the strains suggest a similarity in 
genotype. This method does not supplant other techniques, but it should be oj 
value in selecting strains for cheese starters. 
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