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BIOLUMINISCENTNE BAKTERIJE NA 0SLIGU
[MERLUGEIUS MERLUCEIUS)

SAZETAK

Bioluminiscencija je zanimljiva pojava proizvodnje
svjetla, koju posjeduju razliite skupine organizama, kao
Sto su bakterije, gljivice i Zivotinje. Bakterije su najbrojniji
bioluminiscentni organizmi, a zanimljivo je da ih vecina
obitava u moru.

Cilj ovog rada bila je izolacija i odredivanje biolumini-
scentnih bakterijskih vrsta koje u morskom okolisu Zive
na ribi. Izolacija bioluminiscentnih bakterija je obavijena
s povrSine koZe svjeZe ulovijenog oslica (Merluccius
merluccius) 24 sata po ulovu, pohranjenom u hladnjaku
na temperaturu od 4°C. Izolirane kolonije luminiscentnih
bakterija proizvodile su na hranjivoj podlozi intenzivno
zelenkasto — plavo svjetlo. Rezultati dobiveni ispitivanjem
njihovih morfoloskih i biokemijskih osobina uputili su na
zakljuCak da bakterije izolirane s povrsine koze oslica pri-
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padaju rodu Vibrio, vrsti Vibrio fischeri, koja u odredenim
uvjetima moZe uzrokovati bolest kod nekih beskralje$nja-
ka, odnosno kvarenje ribe po ulovu.

Kljuéne rijeci: bioluminiscentne bakterije, izolacija,
odredivanje, Merluccius merluccius, Vibrio fischeri

Pojam bioluminiscencije odnosi se na emitiranje
svjetlosti od strane Zivih organizama, koje je rezul-
tat oksidacije organskog spoja luciferina uz pomo¢
enzima luciferaze. Taj proces je Siroko rasprostra-
njen i biljezi se ve¢ preko 2500 godina. Najranija su
zabiljezena istrazivanja starih Kineza koji su svoja
dostignuc¢a preko Grka proSirili i na Zapadne civili-
zacije, uklju€ujuéi i poznatog prirodoslovca i filozofa

" Milan Cankovié, dipl. ing., Kralja Tomislava 21, 22 000 Sibenik; E-mail: chunky@net.hr
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Aristotela u IV. stoljecu prije Krista (Meighen, 1992).
Kroz naredna stoljeéa mnogi su se znanstvenici
bavili ovom pojavom, medu njima i Heller koji je
1853. godine izdvojio jedan organizam i nazvao
ga Sarcina lutea, smatravsi ga uzrokom svijetljenja
mesa. Beijerinck (1889) navodi da je Pfliger 1885.
godine izolirao bakterije koje svijetle s ribe, a Cohn ih
je 1888. godine nazvao Micrococcus phosphoreus.

Detaljnije istrazivanje Iluminiscentnih bakterija
zapocelo je otkricem Bacterium phosphorescens u
zapadnom dijelu Indije, nakon &ega je opisano tri-
desetak vrsta fotobakterija izoliranih iz Tr§¢anskog
zaljeva. Do spoznaje da je bioluminiscencija ugla-
vhom prevladavajuce svojstvo morskih organizama
dosao je Harvey (1940).

Od XIX. stolje¢a do danas identificirane su struktu-
re supstrata i enzima luciferaze iz nekoliko razliitih
luminiscentnih organizama (Czyz i Wegrzyn, 2002,
Jabtonski i DeLuca, 1978).

Bioluminiscencija nije jedini proces koji rezultira
emisijom svjetlosti u zivim organizmima. Fotolumi-
niscentni procesi fluorescencije i fosforescencije se
takoder pojavljuju u zivim stanicama. Treba napo-
menuti da se u reakciji bioluminiscencije, opéenito
smatra da pobudena molekula ima samo jedan
energetski nivo koji uzrokuje odgovarajucu spektral-
nu liniju i, s obzirom na to, tako emitirani spektar
mozZze biti izjednagen s onim kod fluorescentnih vrsta
(Meighen, 1992).

Reakcija bakterijske luminiscencije katalizirana je
enzimom luciferazom, koja se sastoji od dvije podje-
dinice, a i B. Supstrati luciferaze su dugolancani
aldehid i FMNH, (reducirani flavin mononukleotid).
U reakciji se FMNH, pomocu luciferaze i uz prisu-
stvo dugolan€anog aldehida (tetradekanala) oksidi-
ra u FMN (flavin mononukleotid), a kao nusprodukt
ove reakcije nastaje kvant svijetlosti (Czyz i Wegr-
zyn, 2002). Reakcija se moze prikazati na sljededi
nacin:

RCHO+FMNH,+O, — RCOOH+FMN+H,O+hv

Reakcija bioluminiscencije in vitro rezulti-
ra emisijom plavo-zelenog svjetla s maksimalnim
intenzitetom na 490 nm. Izvor energije potrebne za
emitiranje ove svjetlosti je reakcija oksidacije luci-
ferina kao i FMNH,,. Postoje razlike izmedu lumini-

scencijskog spektra promatranog in vitro i onog in
vivo. Ove razlike nastaju zbog proteina pronadenih
kod nekih bakterija koji se ponaSaju kao detektori,
Sto rezultira emitiranjem svjetlosti na drugoj valnoj
duljini. Tako je svjetlo bakterije Vibrio fischeri plavije
s maksimumom na 475 nm jer fluorescentno plavi
protein preuzima energiju iz reakcije i emitira svjetlo
na svojoj karakteristi¢noj valnoj duljini. Soj V. fische-
ri (Y-1) ima fluorescentno zuti protein (YFP) i emitira
Zuto svjetlo s maksimumom na 540 nm. Kako veze
izmedu YFP i reakcijskog sustava slabe (npr. povi-
Senjem temperature), reducira se zuta komponenta
luminiscencije. Naime, do 18°C svijetlost je Zuta, a
pri viSim temperaturama je plava (Herring, 2002). Za
emitiranje svjetla bakterije mogu koristiti i do 20 %
ukupne stani¢ne energije (Czyz i Wegrzyn, 2002).

Luminiscentne bakterije su najrasprostranjeniji
luminiscentni organizmi, a veéina ih obitava u mor-
skom okoliSu kao slobodno zivuée jedinke ili su
povezane s nekim drugim organizmima (Nealson,
1994). Ove bakterije su takoder pronadene i u sla-
tkoj vodi i na kopnu. Zive kao saprofiti na uginuloj
ribi ili mesu, kao paraziti u rakovima i insektima, kao
simbionti u svjetleéim organima riba i liganja ili kao
komensali u crijevima riba i crvi, te kao samostalne
jedinke u moru (Meighen, 1992). One su, medu-
tim, nedovoljno istrazene, a literatura oskudijeva
podacima o ovoj interesantnoj skupini organizama.
Stoga je svrha ovog rada bila poblize upoznavanje
s fizioloskim i morfoloSkim karakteristikama ovih
bakterija.

Vedina morskih luminicsentnih bakterija moze biti
izolirana direktno iz morske vode, ali isto tako i iz
probavnog trakta morskih riba, te s povrdine koze
uginule ribe gdje Zive kao saprofiti. S obzirom na
to, mnoge luminiscentne vrste su izolirane s koze
riba na kojima su rasle kao saprofiti, $to objasnjava
luminiscenciju ribe u stadiju truljenja koju je prije tri
stolje¢a promatrao Robert Boyle (Meighen, 1992).

MATERIJAL | METODE

Osli¢ (Merluccius merluccius) je ulovljen u podrudju
Blitvenice, pridnenom povlaénom mrezom — ko¢om,
na 180 m dubine u lipnju 2005.

Ulovljena riba ne smije doéi u doticaj sa slatkom
vodom ili ledom kako se bakterije ne bi isprale s nje-

OId INDNYLS ONIALSNVNZ

www.meso.hr

x




v

ZNANSTVENO STRUCNI DIO

Bioluminiscentne bakterije na osli¢u (Merluccius merluccius)

ne koze ili uginule zbog smrzavanja. Svjeze ulovljeni
osli¢ stavljen je u plasti€énu posudu do polovice uro-
njen u morsku vodu, u hladnjak na temperaturu od
oko 4°C. Nakon 24 sata gotovo cijela riba je svijetlila
u mraku, s tim da je podruéje glave, operkuluma,
repa, te podrucje na granici morske vode i zraka,
bilo nesto gusce prekriveno kolonijama luminiscen-
tnih bakterija.

BakterioloSkom ezom uzorci bakterija inokulira-
ni su na prethodno pripremljene hranjive podloge
(luminiscentnu i Boss hranjivu podlogu). Povrsina
ribe blago je sastrugana na dijelu gdje su bakterije
najjace svijetlile.

Daljnjim precjepljivanjima dobivena je Cista kultura
luminiscentnih bakterija. Nakon 24 sata inkubacije

V¥ Slika 1. Bilomuniscentne bakterije u luminiscentnom i
Boss bujonu

V Picture 1. Bioluminecsent bacteria ih luminescent
and Boss bujon

V Slika 2. Bioluminiscentne bakterije uzgojene na Boss
i luminiscetnim podlogama

V Picture 2. Bioluminescent bacteria grown on
luminescent and Boss medium
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pri sobnoj temperaturi, na hranjivim podlogama su
izrasle kolonije koje su emitirale intenzivno zelen-
kasto-plavo svjetlo (Slika 1). Bakterije su s Cvrste
hranjive podloge prenijete u hranjivi bujon kako bi
se namnozile (pripremljen je luminiscentni i Boss
bujon). Luminiscentne bakterije izrasle u hranjivom
bujonu prikazane su na slici 2.

Na uzgojenim uzorcima mikroskopiranjem su
utvrdene morfoloSke karakteristike ovih bakterija,
obojane su po Gramu, ispitana je izvanstaniéna i
unutarstani¢na enzimatska aktivnost, rast bez NaCl,
te sposobnost rasta na razliitim temperaturama.
Za utvrdivanje morfoloSkih karakteristika preparati
su prethodno obojeni DAPI i cyber fluorescentnim
bojama. Rast bez NaCl ispitan je na Boss podlozi u
koju nismo dodali NaCl. Kod ispitivanja izvanstani-
¢ne enzimatske aktivnosti utvrdivana je sposobnost
luminiscentnih bakterija da razgrade Zelatinu, lipide
i 8krob, a pri ispitivanju unutarstani¢ne enzimatske
aktivnosti testirane su IMVIC reakcije, fermentacija
glukoze i laktoze, proizvodnja H2S, razgradnja uree
do amonijaka i reakcije denitrifikacije. Sve inokulira-
ne podloge (osim kod ispitivanja rasta na razliCitim
temp.) inkubirane su pri sobnoj temperaturi, a rezul-
tati su ocitani nakon sedam dana. Sposobnost rasta
ispitana je i pri temperaturama od 5°C, 25°C, 36,5°C
i 44,5°C.

REZULTATI | RASPRAVA

Mikroskopirajuéi nativni preparat i preparate boja-
ne fluorescentnim bojama DAPI i cyber green, uoce-
no je da izolirane bakterije imaju oblik zakrivljenih
Stapic¢a i izrazenu pokretljivost (Slika 3 i 4). Prilikom
bojenja po Gramu stanice su se obojile crveno, svr-
stavajuci ih u skupinu Gram — negativnih bakterija
(Slika 5).

Prilikom ispitivanja izvanstanicne enzimatske
aktivnosti utvrdeno je da ove bakterije hidroliziraju
Zelatinu odnosno proteine i lipide, a nemaju amilaze
pomocu kojih bi hidrolizirali Skrob (Tablica 1).

Ispitivanjem unutarstaniéne enzimatske aktivno-
sti dokazano je da izolirane bakterije prilikom fer-
mentacije glukoze zakiseljavaju podlogu, a nemaju
sposobnost fermentacije laktoze i ne proizvode plin.
Utvrdeno je da ove bakterije nemaju sposobnost
iskoristavanja citrata kao izvora ugljika i ne razgra-
duju ureu do amonijaka. Reakcije denitrifikacije
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V Slika 3. Bioluminiscentne bakterije obojene V Tablica 1. Rezultati izvanstani¢ne enzimatske aktivnosti E‘
DAPI fluorescentnom bojom bioluminiscentnih bakterija >
V Picture 3. Bioluminescent bacteria coloured V Table 1. Results of extracellular enzymatic activity of %
with DAPI florescent colour bioluminescent bacteria 2
m
Z
HIDROLIZA / REAKCIJA/ 0]
HYDROLYSIS OF REACTION 4
el
Zelatine / gelatine T %
Z
kroba /starch - o
lipida / lipids + o

Legenda: + = pozitivha reakcija ; - = negativna reakcija

Legend: + = positive reaction ; - = negative reaction

V Tablica 2. Pregled rezultata ispitivanih unutarstani¢nih
enzimatskih aktivnosti luminiscentnih bakterija

V Table 2. Results overwiev of investigated intracellular
V Slika 4. Bioluminiscentne bakterije obojene enziymatic activities of luminiscent bacteria

cyber green bojom
V Picture 4. Bioluminescent bacteria coloured TEST/ TEST REAKCIJA/ REACTION

with cyber green colour

fermentacija glukoze /
glucose fermentation

fermentacija laktoze /
lactose fermentation

proizvodnja H,S /
H,S production

stvaranje indola /
indole formation

MC reakcija /
MC reaction

VP reakcija /
VP reaction

V Slika 5. Gram negativno bojane iskoriStavanje citrata / -

luminiscentne bakterijske stanice B Ui E
V Picture 5. Picture 5: Gram negativley razgradnja uree /
coloured luminescent bacteria urea splitting

reakcije denitrifikacije /
denitrification reactions

Legenda: + = pozitivha reakcija ; - = negativna reakcija
Legend: + = positive reaction ; - = negative reaction

takoder su bile negativne (Tablica 2).

Nakon inkubacije od 48 sati pri sobnoj temperaturi na
Boss podlozi bez NaCl nije doSlo do rasta bakterija, ¢ime je
eliminirana vrsta Vibrio cholerae.

Vazno je napomenuti da pokusaj izolacije s osli¢a koji je
odstajao 72 sata u istim uvjetima nije bio uspjesan jer je
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luminiscencija bila znatno smanjenog intenziteta.

Ispitivanje rasta izoliranih bakterija pri inkubaciji
na temperaturama od 5°C, 25°C, 36.5°C i 44.5°C
je pokazalo olekivane rezultate. Do rasta je doSlo
jedino na podlozi inkubiranoj na 25°C, bududéi da je
ta temperatura najbliza temperaturi morske vode u
kojoj obitava osli¢ (M. merluccius) s kojeg smo izoli-
rali ispitivane bakterije (Tablica 3).

V Tablica 3. Rezultati rasta ispitivanih bakterija na
razli¢itim temperaturama

V Table 3. Results of growth of investigated
bacteria on different temperatures

TEMPERATURA/
TEMPERATURE [ C]

5 -
25 +

RAST / GROWTH

36,5 =

44,5 -

Legenda: + = ima rasta; - = nema rasta
Legend: + = there is growth; - = there is no growth

Sva ispitivanja morfoloSkih osobina, rezultati boje-
nja po Gramu, te rezultati ispitivanih biokemijskih
reakcija upucuju na to da se radi o bakteriji Vibrio
fischeri. To su bakterije isklju¢ivo iz morskog ekosu-
stava, heterotrofne su i pokre¢u se pomocu flagela.
Uglavnom se nalaze u simbiozi s razli¢itim ribama
i glavonoscima, dok slobodno Zivuée jedinke Zive
kao saprofiti razlaZzuéi organsku tvar. Takve jedinke
mogu dovesti do pojave luminiscentne vibrioze,
bolesti koja pogada beskraljeSnjake koji se uzgajaju
u akvakulturi (npr. jastog, hlap, kozica) (Madigan i
Martinko, 2005). Na ribi se ove bakterije razvijaju
nakon uginuéa, odnosno ako nakon ulova riba nije
“Sokirana” ledom. Njihovim razvojem zapocinje
razgradnja, odnosno sam proces kvarenja ribe.

SUMMARY
BIOLUMINISCENT BACTERIA IN HAKE [MERLUCCIUS
MERLUCCIUS]

Bioluminescence is an interesting phenomenon of
production of light, wich occurs in various life forms like

PRETHODNO PRIOPCENJE

bacteria, fungi and animals.

Bacteria are the most numerous bioluminescent orga-
nisms. It is interesting that the majority of these organisms
live in marine environments. This thesis deals with the
isolation and determination of the bioluminescent bacteria
from hake (Merluccius merluccius).

The freshly caught hake (Merluccius merluccius) was
held in the refrigerator on 4°C for 24 hours. After that
period the isolation was done.

The bioluminescent bacteria colonies were producing
intensive greenish — blue light. The results obtained by the
research of the morphological and biochemical features
showed that the light producing bacteria is Vibrio fischeri,
which in certain conditions could cause disease in some
invertebrates, i.e. deterioration of the caught fish.

Key words: bioluminescent bacteria, isolation, determi-
nation, Merluccius merluccius, Vibrio fischeri
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