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1. Uvod

Prema podatcima Svjetske Zdravstvene Organizacije, svake godine vise od dva milijuna
ljudi umire zbog hrane kontaminirane patogenima [1]. Bolesti uzrokovane patogenima u hrani
nastaju kada se ti mikroorganizmi umnozavaju u organizmu ili izluuju toksine u tijelo
domacina [2]. Ve¢ina patogena koji se nalaze u hrani ulazi u ljudski organizam oralnim putem,
a intoksikacija se primarno odvija u probavnom sustavu. U ovom istrazivanju proucava se
bakterija Yersinia enterocolitica, gram-negativni patogen koji uzrokuje jersiniozu, a jedna od
tri bakterije iz roda Yersinia koje su infektivne za ljude. Prirodni domacini Y. enterocolitica su
svinje 1 perad, a infekcija kod ljudi najcesc¢e nastaje konzumacijom mesa tih Zivotinja koje nije
dovoljno termicki obradeno. Kako bi se razumjeli mehanizmi prezivljavanja, rasta i razvoja
bakterije, Y. enterocolitica se tretira kvaternim amonijevim spojevima. Ovi spojevi pripadaju
jednoj od najuc¢inkovitijih grupa dezinficijensa i zbog svoje jednostavne i brze sinteze, ¢esto se
koriste u raznim potrosackim proizvodima. Kvaterne amonijeve soli sastoje se od pozitivno
nabijenog duSika, vezanog na Cetiri alkilne ili arilne skupine, s jakim anionom poput klorida ili
bromida. Nakon tretiranja bakterije, provedene su daljnje analize koriste¢i tekucéinsku
kromatografiju, spektrometriju masa i elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u denaturirajué¢im
uvjetima, a dobiveni podatci analiziraju se uz pomo¢ programa Mascot v.2.3., ProteolQ te
internetskih alata QuickGO 1 UniProt. Rezultati pridonose istrazivanju virulentnosti 1

patogenosti Y. enterocolitica u hrani te njenom prezivljavanju u stresnim uvjetima.



2. Literaturni pregled
2.1. Patogeni u hrani

Prema dostupnim rezultatima arhiva Svjetske Zdravstvene Organizacije (engl. World
Health Organization, WHO) dokazano je da godiSnji broj smrtnih slucajeva prouzrocen
kroni¢nom dijarejom uzrokovanom hranom ili vodom koja je kontaminirana iznosi priblizno 2
milijarde od kojih jednu tre¢inu Cine djeca ispod pet godina starosti [1]. Patogeni i njihovi
toksini glavni su odgovorni za bolesti i simptome dijareje, dehidratacije, mucnine, povracanja,
vru¢ice 1 dr. te eventualne smrti prouzrokovane konzumacijom kontaminirane hrane [2].
Patogeni koji se prenose hranom dijele se na viruse (npr. hepatitis A, norovirus), patogene
bakterije (npr. Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica) i protoze (npr. Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma

gondii, Trichinella spiralis) [2].

Patogeni koji se prenose hranom direktna su poveznica izmedu konzumirane hrane i
zdravstvenog stanja organizma. Naime, uz razvijanje novih propisa o kontroli kvalitete hrane
kao 1 novih tehnologija za sprjeCavanje kontaminacije iste, patogeni nastavljaju uzrokovati
bolesti i razne infekcije medu populacijom dok u ekonomskom smislu mogu prouzro€iti velike
troskove proizvodacu odredenog prehrambenog proizvoda. Osim razvoja novih tehnologija i
velikog broja propisa za kontrolu kvalitete, patogeni su pridonijeli razvitku mnogobrojnih
probiotika ¢iji se utjecaj na zdravlje organizma odrazava u poboljSanoj probavi, poboljSanoj
apsorpciji nutrijenata, jacanju crijevne mikroflore, modulaciji imunoloSkog podraZaja te
otpornosti ka patogenima [3]. Patogeni, kao i toksini koje otpustaju u organizam primarni su

razlog razvitka nekih od bolesti koje mogu izazvati Sirenje medu populacijom (tablica 1.) [4,5].

Bolest uzrokovana kontaminiranom hranom razvija se kada patogen zapocne svoje
viSestruko umnozavanje u organizmu domacina ili kada njegov toksin pronade put u sustav
domacina prilikom konzumacije iste. Slijedom navedenog, zaraze hranom kontaminiranom
patogenima razdvajaju se na infekcije, intoksikacije te kointoksikacije (Slika 1.) [6]. Primarna
razlika izmedu infekcijskog i1 intoksikacijskog mehanizma djelovanja uslijed kontaminacije

organizma je inkubacijsko vrijeme koje je puno duze kod infekcijskog reZzima [4,5,6].
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Slika 1. Dijagram kretanja i razvitka patogena [6]

Temeljni nacin dospijevanja patogena u domacina je oralnim putem dok se umnozavanje
1 stvaranje infekcije, odnosno intoksikacije primarno odvijaju u probavnom traktu. Glavnina
patogena noSenih hranom uzrokuje lokalne infekcije 1 oStecenja tkiva, medutim mogu se
prosiriti i na druga lokalna tkiva uzrokuju¢i opasnu infekciju cijelog organizma koja moze

rezultirati smrtnim ishodom ukoliko se simptomi ne prepoznaju na vrijeme [6].

Tablica 1. Vrijeme inkubacije simptoma, simptomi te razlozi infekcije ili intoksikacije
organizma [4]

VRIJEME POTREBNO ZA IZRAZENI SIMPTOMI PATOGEN/TOKSIN
INKUBACIJU SIMPTOMA
1-7 sati Mucnina, bolovi u stomaku, Staphylococcus aureus,
dijareja enterotoksini
8-16 sati Povrac¢anje ili dijareja, Bacillus cereus

gréevi u abdomenu

3-7 dana Vrudica, dijareja, bolovi u Yersinia enterocolitica
stomaku
3-6 mjeseci Nesanica, konstantna Taenia saginata, Taenia
nervoza, anoreksija, solium
gastroenteritis




Za uspjesnu 1 ucinkovitu infekciju domacina, nekoliko ¢imbenika mora biti u
medusobnoj korelaciji. Glavna stavka za pocetak uspjesne infekcije pojedinog organizma je
koli¢ina patogena koji mora dospjeti u organizam kako bi inicijacija zapocela, a uz dovoljnu
koncentraciju, patogeni trebaju prezivjeti dovoljno dugo u raznolikom i promjenjivom
okruzenju kako bi se uspjeli dovoljno umnoziti te zapoceti Sirenje u tkiva [6]. Patogeni, uz
oStecenja tkiva i stanica, koriste egzotoksine, endotoksine te enzime za poticanje apoptoze ili
nekroze kako bi povecali Sansu prezivljavanja u domacinu. Svaki patogen koji kontaminira
hranu posjeduje afinitet prema odredenom tkivu kojeg nastoji kolonizirati, a to je predodredeno
faktorima adhezije, invazije 1 kemotaksije (npr. bakterije posjeduju velik afinitet prema Zeljezu

Sto im dopusta dopiranje do organa kao §to jetra koja sadrzava veliku koncentraciju transferina)

[7].

Osim zaStitnih omotaca koje bakterije posjeduju za preZivljavanje u neprijateljski
nastrojenom okruzenju, bakterije iskoriStavaju vlastite toksine i enzime kako bi zaustavile
imunoloski sustav domacina da ih eliminira iz organizma. Uz navedene faktore, mehanizme
preZivljavanja te afinitete, nazoénost komenzalizma' pomaze patogenima za odabir mjesta
infekcije domacina. Na primjer, zadobivanjem rana, domacin dolazi u kontakt s aerobnim
mikroorganizmima koji rastom i razmnozavanjem stvaraju anaerobnu okolinu koja predstavlja
idealni okoli§ za infekciju. Primjerice, bakterija Clostridium botulinum kojom se moZe zaraziti
ozljedom oStrim predmetom ili praSinom u takvim anaerobnim uvjetima stvara toksin

botulinum inducirajuci bolest botulizam [6,7,8].

Infekcija izazvana patogenom hrane zapocinje konzumacijom kontaminirane hrane ili
pi¢a pri ¢emu navedeni mikroorganizmi prolaze kroz kiseli okoli§ Zeluca sve do pocetka
probavnog trakta gdje se lokaliziraju, po¢inju umnoZavati te prolaze crijevnu ovojnicu
direktnom invazijom ili translociranjem pomocu fagocitozirajéih M stanica [6,8]. Razina
infekcije izazvana patogenim mikroorganizmima moze biti podijeljena na akutnu 1 kroni¢nu.
Kod akutne infekcije, bolest se naglo razvija, ali kratko traje zbog hitre obrambene reakcije
imunoloskog sustava dok je kod kronicne infekcije bolest dugotrajna te Sto umanjuje

ucinkovitost imunoloskog sustava. Odgodeni razvoj simptoma i bolesti primarno je omogucen

" komenzalizam (prema srednjovj. lat. commensalis: koji Zivi zajedno), udruzivanje dvaju organizama
(biljnih ili zivotinjskih), pri Eemu jedan ima koristi od drugoga, a pritom ga ne oStecuje. komenzalizam.
Hrvatska enciklopedija, mrezno izdanje. Leksikografski zavod Miroslav Krleza, 2013. — 2024. Pristupljeno
5.6.2024.



snaznim imunoloskim odgovorom na infekciju, a ne samim uzro¢nikom bolesti, §to je dokazano

u slucajevima kronicne Sigeloze [8,9].

Osim direktnog Stetnog djelovanja na domacina, zdravlje moze biti naruseno toksinima
koje patogeni u hrani proizvode izazivajuéi otrovanje hranom ili intoksikaciju. Povisena vlaga,
temperatura, vrijeme skladiStenja te kisik glavne su stavke pri sintezi toksina i njihovog
otpustanja u hranu koja uslijed konzumacije dospijeva u domacina. Prilikom digestije i
neometanog prolaska kroz Zeludac do tankog 1 debelog crijeva, toksini bivaju apsorbirani kroz
gastrointestinalni epitelni sloj izazivaju¢i oStec¢enja i upale lokalnog tkiva s potencijalnim

transportom do udaljenih organa kao $to su jetra, bubrezi ili sredi$nji ziv¢ani sustav [6,8,9].

Uz infektivni 1 intoksikacijski reZim zaraze domacina, pojedine bakterije koriste
moguénost toksikoinfekcije do koje dolazi uslijed koloniziranja sluznice tankog i debelog
crijeva te istovremene sinteze i otpustanja egzotoksina. Navedeni toksini imaju sposobnost
djelovanja na lokalna tkiva kao 1 ulazak u krvotok. Poznatiji patogeni povezani s
toksikoinfekcijom su Vibrio cholerae s toksinom kolere, E. coli s temperaturno stabilnim 1

nestabilnim toksinom te Clostridium perfringens s enterotoksinom [6,8].

2.2. Yersinia enterocolitica

Bakterija Yersinia enterocolitica poznata je kao tre¢i najucestaliji patogen u Europskoj
Uniji prenoSen Zivotinjama i hranom dobivenom njihovom preradom, uzrokujuci bolesti kao
Sto je humani nespecificni gastroenteritis, reaktivni artritis te nodozni eritem. Rasprostranjenost
Y. enterocolitica se primarno pojavljuje medu Zivotinjama, s naj¢e$¢im prisustvom u populaciji
uzgojnih svinja, ali moze biti izolirana i iz drugih izvora hrane, poput mlije¢nih proizvoda,

peradi, jaja i govedine [10].

Rod Yersinia, koji spada u obitelj Enterobacteriaceae sainjen je od 18 patogenih Gram-
negativnih bakterija. Y. enterocolitica jedan je od tri dokumentirana patogena iz roda Yersinia
koji su infektivni za ljudski organizam: a) Y. pseudotuberculosis — patogen koji se primarno
pronalazi kod sisavaca 1 ptica te uzrokuje enterokolitis te septikemiju; b) Y. enterocolitica —
najces¢i uzrocnik bolesti kod ljudi koji uglavnom uzrokuje jerisinozu,; c) Y. pestis - uzrokuje
bolest kuge koja se prenosi kukcima kao §to su buhe. Y. pestis jedina je od tri po Covjeka opasna
patogena koja se prenosi krvnim putem, buhama te aerosolima dok se Y. pseudotuberculosis i

Y. enterocolitica Sire fekalno-oralnim putem. Ostatak bakterija iz roda Yersinia nisu dovoljno



proucavane te ih se smatra kao ne-infektivnim i manje opasnim bakterijskim vrstama cije je

staniSte primarno u vanjskom okruzenju covjeka [12].

Y. enterocolitica je Gram negativna bakterija koja nema sposobnost stvaranja zastitne
spore ili kapsule dok je njen oblik okarakteriziran oblikom anaerobnih Stapica ili kokobacila
[11]. Y. enterocolitica je dodatno klasificirana kao anaerobna gamaproteobakterija koja
pokazuje homologiju gena DNA s ostalim pripadnicima obitelji Enterobacteriaceae u postotku

od 6 do 26 posto, a oko 50% s Y. pestis i Y. pseudotuberculosis [12,13].

Y enterocolitica je biokemijski i genetski raznolika vrsta, koja se dijeli u Sest biotipova
(1A, 1B, 2, 3, 4, 5) ovisno o njihovoj biokemijskoj prirodi te na viSe od 70 serotipova koji su
ustanovljeni prema antigenskim varijacijama u ,O“ antigenu endotoksinskog ili
lipopolisaharidnog (engl. lipopolysaccharide, LPS) sloja bakterija [12,13]. Navedenih Sest
biotipova podijeljeni su na visoko i nisko virulentne. Visoko virulentnim biotipovima pripada
jedino biotip 1B (poznatiji kao ,,americki soj* zbog lokaliteta izolacije) dok su ostali biotipovi
2, 3, 4, 5 (poznatiji kao ,,europski sojevi“) te 1A biotip klasificirani kao nisko virulentni.
Klasifikacija tipa virulentnosti odredena je prema mogucénosti soja da usmrti pokusnog misa pri
niskoj dozi. Unato¢ zivotinjskim testiranjima, korelacija izmedu ponasanja sojeva kod zivotinja
(u ovom slucaju, laboratorijskih miSeva) i ljudi nije ukazala na informacije koje bi razrijesile

intenzitet virulentnosti [12,14].

Izolacijom najvirulentnijih sojeva Y. enterocolitica iz zarazenih zivotinja i ljudi
ustanovljeno je da krajnje patogeni sojevi navedene bakterije pripadaju serotipovima O:8/1B,
0:3/4, 0:3/3, 0:9/2 te O:5.27/2 (tablica 2.). Ispitivanjima je ustanovljeno da su serotipovi O:3,
0.5, 0:8 1 O:9 povezani s bolestima kod ljudi iako je njihova prisutnost ustanovljena 1 kod

izoliranih nevirulentnih sojeva [11,14].

Plazmid pYV (engl. plasmid for Yersinia virulence, pYV) koji je odgovoran za
virulentnost roda Yersinia 1 karakterizaciju svih virulentnih serobiotipova 1 gena povezanih s
virulencijom, prisutan je kod svih biotipova osim kod nevirulentnog biotipa 1A [14]. Plazmid
pYV povezan s virulencijom sadrzi Yersinia sekrecijski (Ysc) lokus, koji kodira T3SS
(sekrecijski sustav tipa III) 1 sastoji se od viSe od 20 gena te skupinu virulentnih faktora Yops
(engl. Yersinia outer-membrane proteins). Yops proteini omogucuju patogenim bakterijama
prezivljavanje odgovora imunoloSkog sustava ometanjem, primjerice, aktinskog citoskeleta,
inhibirajuéi fagocitozu i signalne funkcije makrofaga domacina. Putem T3SS-a, izravno se

prenose u citosol stanica domacina, uzrokujuéi apoptozu i prezivljavanje bakterija u domacinu.



Plazmid pY'V nosi gen koji kodira protein adhezije YadA (engl. Yerisinia adhesion A) koji potice
¢vrsto vezivanje na proteine izvanstanicnog matriksa, kao Sto su fibronectin, laminin i/ili
kolagen. Geni na plazmidu pYV regulirani su temperaturom i koncentracijom Ca®" iona, a

optimalno su izrazeni na 37°C u uvjetima niske koncentracije kalcijevih iona [11,14].

Pretpostavlja se da su se biotipovi Y. enterocolitica razvili evolucijskim putem iz
kolektivnog pretka uslijed cega se navedeni biotipovi mogu podijeliti u tri kaskade ovisno o
jacini virulentnosti na visoko virulentne, nisko virulentne 1 nevirulentne kaskade. Sojevi koji su
klasificirani kao nisko virulentni strogo su grupirani ovisno o njihovom serotipu §to je potpuno
u kontrastu kod sojeva biotipova 1B i 1A (slika 2.) koji impliciraju na Siroke unutarkaskadne
genetske razmake [15].

Tablica 2. Odnos biotipova, serotipova i pYV plazmida kod bakterije Y.enterocolitica
(®serotipovi koji sadrzavaju virulentni plazmid pYV) [12]

BIOTIP POVEZNICA S BOLESTI SEROTIP/OVI
KOD LJUDI
1A NE 0:4; 0:5; 0:6,30; 06,31;

0:7,8; 0:7,13; 0:10; O:14;
0:16; 0:21; 0:22; O:25;
0:37; 0:41,42; O:46; O:47;

0:57
1B DA 0:4,32°; 0:8 ; 0:13a,13b°;
0:16; 0:18"; 0:20° ; 0:21°;
0:25; 0:41,42
2 DA 0:5.27°; 0:9"; 0:27
3 DA 0:1,2,3%; 0:3°; 0:5.27°
4 DA 0:3°
5 DA 0:2,3°

Bakterija Y. enterocolitica kao 1 njeni virulentni sojevi u organizam domacina
dospijevaju oralnim putem prolazeci kroz probavni trakt sve do intestinalnog tkiva tankog i
debelog crijeva. Naknadno, sojevi se lokaliziraju te pokuSavaju probiti mukozni sloj do

limfoidnog tkiva uslijed cega dolazi do migracije u ileum i adhezije na M stanice



pozicioniranim na Peyerovim plo¢ama? kako bi se uspjesno probile kroz iste te kako bi se
napale oformljene limfoidne folikule [17]. Konstantno umnozavanje patogena u sloju vezivnog
tkiva koji se nalazi izmedu tankog sloja membrana i mukoznog sloja poznatijem kao lamnia
propria dopusta bakterijski opstanak i Sirenje u okolne organe poput jetre, slezene te limfnih

¢vorova abdominalnog podrucja [12,17].

1B/0:8

0:3
0:527
0:9

Slika 2. Filogenetsko stablo Y. enterocolitica koje ukazuje na evoluciju od kolektivnog pretka
u tri grupacije odredenih stupnjeva virulentnost. 1B predstavlja grupaciju visoko virulentnih
sojeva, 1A predstavija grupaciju nevirulentnih spojeva; 2-5 biotipovi prikazani kao nisko
virulentne grupacija u obliku serotipova O:3, 0:9 te O:5,27 [15]

Y. enterocolitica je zivotinjski patogen koji izvorno inficira sisavce dok su ljudi
nenamjerni 1 sporedni ciljevi zaraze. Ucestalost ljudskih infekcija s Y. enterocolitica zabiljezeno
je diljem svijeta s vecim intenzitetom zaraze u sjevernoj hemisferi zbog temperaturne
pogodnosti prema virulentnim serobiotipovima patogena. U Europi, jersinioza zauzima trece
mjesto u ucestalosti bakterijskih infekcija uzrokovane konzumacijom kontaminirane hrane.
Pojava jersinioze u Europi s prosjecnom pojavom potvrdenih slucajeva od 1,52 na 100 000
stanovnika puno je vefa u odnosu na Sjevernu i Juznu Ameriku gdje prosjecna pojava
potvrdenih slucajeva 0,52 na 100 000 [12,18]. Infekcija jerisinozom i samim patogenom kod

ljudi je izuzetno nepravilna te izolirana na odredenim mjestima, a dvije tre¢ine oboljelih od

2 Qvalne izbocine limfnoga tkiva na sluznici koje se od ostale povrsine razlikuju obojenjem ili gradom,
Lapter, V. Stomatolo3ki leksikon. Zagreb : Globus, 1990.



infekcija ¢ine dojencad te djeca ispod 10 godina starosti [18]. Glavnina nositelja virulentnih
sojeva patogena Y. enterocolitica su svinje te svinjske preradevine. Podrucja lokalizacije
patogena kod svinja su usna Supljina, jezik, krajnici, limfni ¢vorovi te fekalije. U Europi, po
godisnjem prosjeku, uCestalost pojave jersinioze uslijed konzumacije svinjetine kontaminirane
Y. enterocolitica u prosjeku iznosi 2,8 sluajeva na 100 000 ljudi. Nasuprot smanjenju
ucestalosti oboljelih od jersinioze, pojava Y. enterocolitica u prehrambenim proizvodima biljezi

porast od 3,1% u razdoblju 2008 — 2010 [12,19,20].

Osim jersinioze, bakterija Y. enterocolitica 1zaziva nespecificni akutni gastroenteritis,
enterokolitis kao i Sirok spektar ekstraintestinalnih poremecaja. Ukoliko nije brzo
identificirana, infekcija moze ukazivati na upalu crvuljka ili Crohnov sindrom. Smatra se da je
prosjecna brojnost bakterija koja je potrebna da inficira ljudski organizam izmedu 10* i 10°
[21], no te vrijednosti uvelike ovise o imunitetu domacina kao i o samoj virulentnosti soja koji
napada organizam. Razvitak simptoma prilikom infekcije manifestira se izmedu 24 i 48 sati, a
glavnina simptoma koji se pojavljuju su bol povra¢anje, muc¢nina i dijareja dok su simptomi
koji najuvjerenije iskazuju na zarazu bol u abdomenu te vrucica. Ukoliko se ne formira kroni¢no
stanje bolesti, period iste traje u razdoblju od 3 dana pa sve do 2 tjedna [22]. Imunoloska
spremnost organizma domacina kao i vrsta soja koja napada organizam uvelike kontrolira
intenzitet infekcije. Najvecu osjetljivost ka infekciji s bakterijama roda Yersinia podlijeZzu vrlo

mladi i stari ljudi koji podilaze imunosupresijskim tretmanima [12].

2.3. Kvaterne amonijeve soli

Kvaterne amonijeve soli (KAS) jedna su od najucinkovitijih grupa dezinficijensa u
proteklih sto godina. Njihova laka i1 brza sinteza, strukturna mnogostranost te dugotrajna
uporaba kroz povijest, omogucila je viSenamjensku implementaciju u potroSackim proizvodima
kao 1 napredniji razvoj te primjenu [23]. Osim standardne nomenklature, KAS ponekad nose

naziv kvaterni amonijevi kationi ili kvaterni amonijevi surfaktanti.

KAS su kemijski spojevi koji se sastoje od pozitivno nabijene dusikove ,,glave* koja,
kada stupi u kontakt s vodenim medijem, ima negativne ucinke na sustav koji se nalazi u istom.
Kvaterne amonijeve soli sadrZe pozitivno nabijeni dusik koji je povezan s Cetiri alkilne ili arilne
skupine (Slika 3.) na ¢ijem se kraju nalazi jaki anion poput klorida ili bromida [24]. lako je
moguce koristiti 1 jodidni anion na kraju ugljikovodi¢nih lanaca, njegova primjena u kvaternim

amonijevim solima je rijetka jer smanjuje topljivost ovih spojeva. Jedna od cetiri alkilne



skupine vezane na dusik obi¢no sadrzi vise od osam ugljikovih atoma i djeluje kao hidrofobni
dio spoja. Jednostavne kvaterne amonijeve soli su stabilne i dobro topljive u vodi, dok vrsta
aniona moze znacajno utjecati na promjenu njihove topljivosti. Zbog svojih surfaktantskih
karakteristika, KAS posjeduju sposobnost stvaranja micela te su cesto izloZzene testovima
kriticne koncentracije micela (engl. critical micelle concentration, CMC). Ova testiranja
osiguravaju unapredenje antimikrobne i surfaktantske aktivnosti kvaternih amonijevih soli te
vode do razvoja ucinkovitijih i industrijski povoljnijih kemijskih formula. Dokazano je da je
antimikrobno djelovanje kvaternih amonijevih soli izravno ovisi o snazi njihovih hidrofobnih

skupina, pri ¢emu snaznije hidrofobne skupine znacajno povecavaju njihovu ucinkovitost.

[23,24].

R3 Rz RZ
\/ 1

N N
RT® R, R7® R,

Slika 3. Osnovna struktura KAS [23]

Primarna uporaba KAS je u obliku tekuc¢ih dezinficijensa. Osim tekuce aplikacije, KAS
mogu kemijski biti povezane s tekstilnim strukturama, §to moZe utjecati na njihovu kemijsku
aktivnost ovisno o nacinu povezivanja i trenutnoj strukturi implementiranoj u tekstilni
materijal. Kada su kemijski povezane na tekstilnu povrSinu, antimikrobno djelovanje o€ituje se
postupnim otpuStanjem s te povrSine. Ova metoda ucinkovita je u borbi protiv
mikroorganizama, ali moZe utjecati na kvalitetu i trajnost materijala, Sto uvelike utjece na
proizvodace i ekonomiju [24]. Od sedamdesetih godina proslog stoljeca pa sve do sada, Sira
istrazivanja KAS-a doprinijela su S§irokoj industrijskoj komercijalizaciji vode¢i do
mnogobrojnih efektivnih KAS od kojih se najvise isti¢e ,,Dow Corning 5700 koji koristi
siloksilne grupe kao poveznicu izmedu vlastite strukture i strukture celuloznih povrSina, a

njegova primarna uporaba je kao zavrsni antimikrobni sloj na zastitnoj odjeci [24].
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2.4. Dezinficijensi na bazi kvaternih amonijevih soli

Dezinficijensi ili biocidi kemijski su agensi ¢ija je funkcija uklanjanje i sprjeCavanje
razmnozavanja patogena koji se mogu nalaziti i $iriti se kroz okolinu u prostorima zdravstvenih
ustanova, prostorima za obradu hrane te u vlastitim domovima [25]. Implementacija KAS kao
i njihov strukturni oblik u biocidima utjeCe na djelotvornost protiv specifi¢nih organizama, a
time 1 potencijalno na razvijanje rezistentnosti prema odredenom biocidu. Pojava kvaternog
dusika prirodna je pojava u velikom broju organizama koji sluzi pri raznim biokemijskim
procesima. Prvobitna sinteza i identifikacija antimikrobnih aktivnosti KAS dogodila se prije
manje od sto godina, a sve do Drugog Svjetskog rata, njihova uporaba nije bila od veéeg
znacenja [26]. DanaSnji razvitak znanosti 1 razvoja kemije omogu¢ili su njihovo koristenje u
industriji hrane te proizvoda za ¢iS¢enje 1 dezinfekciju u zdravstvu, a njihova niska toksi¢nost i
moguénosti formulacije za odredene svrhe samo povecavaju njihove sposobnosti i mogucnosti

za daljnje aplikacije [25,26].

KAS koje se pojavljuju u modernim biocidima (Slika 4.) sortirane su ovisno o broju
dusikovih atoma, prirodi ugljikovodi¢nih lanaca te potencijalnom postojanju aromatskih
skupina dok svaka od navedenih kategorija varijabilno rezultira promjenjivom antimikrobnom
djelotvornos¢u te dozom koja je potrebna da eliminira Zeljeni mikroorganizam. Integracija
relativno dugih metilnih skupina (Ci2-Cis) u strukturu KAS rezultira poboljSanom
antimikrobnom aktivno$c¢u [27]. Biocidna aktivnost KAS izravno ovisi o njihovoj koncentraciji
u kemijskom pripravku. Dosljedno, pri koncentracijama od 0,5 do 5 mg/l KAS se ponasaju kao
algistatici, bakteriostatici, tuberkulostatici, sporostatici te fungistatici dok se pri
koncentracijama od 10 do 50 mg/L ponasaju mikrobicidno za sve skupine ovisno o industrijskoj

formulaciji kemijskog pripravka [28].
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Slika 4. Poznati KAS-ovi koristeni kao biocidi [25]

Djelovanje KAS na mikroorganizme moze se opisati sli¢no kao djelovanje detergenata.
Naime, KAS djeluju kao aktivni agensi Cije je djelovanje usmjereno prema membranama
stupajuci u interakciju s citoplazmatskmom membranom bakterija i plazmatskom membranom
kvasaca. Nakon probijanja membrana, KAS aktivno sudjeluju u uniStavanju unutarstani¢nih
ciljeva te se vezu s DNA domacina [28]. Mehanizam djelovanja KAS na mikroorganizme
zapocinje elektrostatskim interakcijama medu pozitivno nabijenim glavama KAS te negativno
nabijene bakterijske stanicne membrane (Slika 5.) uslijed ¢ega dolazi do umetanja bo¢nih
lanaca KAS u intramembranski prostor uz stvaranje micela. Nastala puknucéa na stani¢noj
membrani bakterije uzrokuju reorganizaciju stanicne membrane §to dovodi do curenja
citoplazmatskog sadrZaja te u konacnici 1 do smrti stanice. UoCeno je da KAS ucinkovitije
djeluju na Gram-pozitivne bakterije koje posjeduju jedan fosfolipidni sloj i debeli sloj
peptidoglikana u njihovoj stani€noj membrani, dok Gram-negativne bakterije imaju dva
fosfolipidna sloja 1 tanji sloj peptidoglikana. Zbog prisutnosti dodatne membrane u strukturi
stani¢ne stijenke Gram-negativnih bakterija, KAS, kao 1 drugi kemijski agensi koji ciljaju

membrane, pokazuju smanjenu ucinkovitost pri eliminaciji tih mikroorganizama. [25,28].
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Slika 5. Ilustrirani prikaz mehanizma djelovanja KAS na bakteriju [25]

2.5. Rezistentnost mikroorganizama

Pojam rezistentnosti opisan je kao relativna neosjetljivost mikroorganizma na odredeni
tretman koji ukljucuje specificne i definirane uvjete. Za antimikrobnih agenasa, rezistentnost se
obi¢no kvantitativno odreduje pomoc¢u minimalne koncentracije potrebne za postizanje nekog
odredenog ucinka (npr. inhibicije rasta) na populaciju stanica [29]. Rezistentnost je, kao
geneticki predodredenu pojavu, potrebno razlikovati od fenotipskih procesa prilagodbe, koji
nisu naslijedeni, prenosivi ili odrzavani nakon uklanjanja specifi¢nih uvjeta. Smanjenje
rezistentnosti, kao 1 adaptacije na biocide moguce je ostvariti temeljitim c¢iS¢enjem 1

dezinfekcijom uz koristenje koncentracija biocida iznad mikrobicidne koncentracije [32].

Rezistentnost bakterija na biocide podijeljena je na urodenu i steCenu. Urodena
rezistentnost podrazumijeva prirodno smanjenu osjetljivost na specifi¢ni kemijski agent, a
ovakav tip rezistentnosti javlja se ¢esto kod Gram-negativnih bakterija. Nasuprot urodenoj,
steCena rezistentnost nastaje mutacijom specificnih gena unutar bakterijske jedinke ili
stjecanjem starih gena koji su zasluzni za prezivljavanje u teSkim uvjetima [30]. Usprkos
rezistentnosti koja moze uslijediti mutacijom odredenih postojecih gena, smatra se da
rezistentnost na antimikrobne agense najve¢im dijelom razvija stjecanjem gena za

antimikrobnu otpornost [34].

Nespecificno djelovanje 1 priroda ciljanja viSe komponenata unutar jednog

mikroorganizma omogucava KAS da unisti organizam usprkos eventualne mutacije jedne od
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komponenti ciljanog organizma [25]. Djelotvornost biocida temelji se na pojmu minimalne
koncentracije za inhibiciju rasta (engl. Minimal Inhibitory Concentration, MIC) koji oznacCava
mjeru osjetljivosti mikroorganizma na upotrebljavani kemijski agens [29]. Ispitivanjima
utvrdeno je da su KAS pokazale znatno manje MIC vrijednosti u odnosu na antibiotike [30].
Pretpostavljeno je da se dugotrajnom uporabom KAS, prag tolerancije bakterija moze povecati
[25]. Nasuprot tome, nespecificnim djelovanjem KAS na mikroorganizme, vjerojatnost razvitka
totalne rezistentnosti na KAS iznimno je niska Sto je potvrdeno viSestrukim znanstvenim

radovima [30-33].

Izolacijom bakterija i prou¢avanjem njihovih plazmida, uspjesno je izoliran i imenovan
manji broj gena zasluznih za otpornost na kvaterne amonijeve soli. Identificirani geni imaju
zadacu kodiranja proteina koji su zaduzeni za eliminaciju hidrofobnih antimikrobnih agensa 1
ostalih kationskih dezinficijenasa. Osim rezistentnosti uzrokovane promjenom gena, bakterije
koriste mehanizam efluksa, odnosno mehanizam kojim aktivni transporteri izbacuju nezeljene
supstance (u ovom slucaju biocide) van stanice. Efluksne pumpe bazirane su na specifi¢nosti
za pojedini supstrat ili za Sirok spektar supstrata. Primjer pumpa za Sirok spektar supstrata su
pumpe za otpornost na viSe lijekova koje bivaju regulirane proteinima za otpornost na vise
lijekova (engl. multidrug resistance proteins, MDR) ¢ija je glavna zadaca izbacivanje raznih
toksi¢nih agensa, antibiotika te KAS. Ove pumpe, ovisne o energiji, imaju sposobnost

izbacivanja antimikrobnih spojeva bez mijenjanja njegove kemijske strukture [30].

Genska otpornost na KAS odredena je genima gacA 1 gacB koji su lokalizirani na
velikim plazmidima te genima smr, qacG, qacH te gacJ koji su lokalizirani na plazmidima
manjim od 3kb. Geni koje pronalazimo na manjim plazmidima uglavnom su smjeSteni u
genskim kasetama te su zaduzeni za kodiranje proteina koji su ¢lanovi proteinske grupacije sa
smanjenom otpornosti na vise lijekova (engl. small multidrug resistance family, SMR) [34].
Nasuprot njima, geni gacA i1 gacB kodiraju specificne proteine u superobitelji membranskih
transportnih (engl. major facilitator superfamily, MFS) proteina koji su zaduzeni za olakSana
kretanja malih otopljenih tvari kroz stanicnu membranu kao odgovor na odredeni
kremiosmotski gradijent [35]. Cjelokupni niz proteina koji su kodirani genima za otpornost

nalaze se uklopljeni u stani¢nu membranu [36].

Zbog bliske povezanosti, ali velikog kontrasta izmedu dva gena, geni gacA 1 gacB tesko
bivaju tocno raspoznati pri genskim testiranjima. Nastavno, gacA upotrebljava kodiranje za
sintezu transmembranske efluks pumpe QacA koja se sastoji od 14 spiralnih zavojnica. QacA
koristi nabijeni oblik asparaginske kiseline (D323) te pokretacku silu protona (slika 6.) za
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identifikaciju te odstranjivanje mono- i bis- kvaternih amonijevih soli iz stanice [25,36,37]. Vrlo
mala od 7 nukleotida izmedu dva gena, omogucava genu gacB veéi stupanj specificnosti prema
mono-kvaternim amonijevim solima zbog nenabijenog alanina koji je prisutan u strukturi.
Ukoliko nastupi mutacija alanina u kiseli ostatak, efluksna pumpa koju kodira takav gacB

posjedovat ¢e znaCajnu sposobnost identifikacije dvovalentnih supstrata.

Sinteza efluksnih pumpi za KAS regulirana je pomocu proteina QacR koji djeluje kao
negativni (inhibirajuci) transkripcijski regulator [37] koji se veze unutar IR1 regije gena u

obliku dimera kreirajuci vezivnu Supljinu dovoljno veliku za supstrate KAS [38].
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Slika 6. Prikaz mehanizma djelovanja QacA uz pokretacku silu protona pri djelovanju KAS na
stanicu [23]

Ostvarivanjem jedne velike Supljine, omoguceno je 1 stvaranje dvije manje Supljine
unutar vezivnog mjesta za KAS koje omogucuju vezanje Sireg spektra strukturalno razlicitih
supstrata. Vezivanje supstrata KAS na QacR uzrokuje konformacijske promjene uzrokujuci
njegovo odvajanje s DNA te transkripciju gena gacA rezultiraju¢i sintezom QacA efluksnih
pumpi, a time 1 izbacivanjem neZeljenog, po stanicu toksi¢nog materijala. [zuzimanjem gacR

iz genoma bakterije, stvaranje efluksnih pumpi potpuno je neselektivno i neucestalo [23,38,39].

2.6. Masena spektrometrija

Zbog izuzetnih karakteristika kao S§to su nenadmaSiva osjetljivost, visoke granice
detekcije, brzina analize te raznolikost primjene, spektroskopija masa (engl. mass spectrometry,

MS) smatra se jednom od najkoriStenijih analitickih metoda danasnjeg doba. Modernim
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razvitkom znanosti, uporaba MS primarno je usmjeravana na svakodnevne biokemijske
probleme kao S§to su trovanja hranom kao i kontrola iste, forenzic¢ka istrazivanja, razvijanje
farmaceutskih proizvoda te otkrivanje proteoma odredenih vrsta. Osim problema biokemijske
prirode, MS se koristi pri istrazivanjima atomske 1 reakcijske fizike, geokronologije,

promatranja ion-molekulskih reakcija, promatranja anorganskih reakcija i dr. [40]

Spektrometrija masa je analiticka tehnika kojom se kemijske tvari identificiraju
razdvajanjem plinovitih iona u promjenjivom elektricnom i magnetnom polju prema njihovom
omjeru mase 1 naboja (m/z omjer). Za analize primjenjuju se maseni spektroskopi (Slika 7.)

koji se sastoje od 5 elementarnih dijelova [41] :

e Sustav vakuuma — omogucava prisustvo samo Zeljenih iona u sustavu uredaja

e Sustav za uzorak — omogucava unos uzorka u uredaj i te njegovo prevodenje u plinovito
stanje

e Jonizacijski izvor — omogucava ionizaciju uzorka; razli¢it ovisno o stanju uzorka

e Analizator — djelovanje bazira na otklonu iona po njihovom omjeru mase i naboja koji
prvotno prolaze kroz magnetno polje sve do detektora

e Detektor — prikupljanje informacija o razdvojenim ionima koje se prosljeduju do uredaja

za daljnju obradu podataka

Spektrometar masa

magnet
grijac
Uzorak — Lcmmr s e - magnetno
i pole
— .
107 Torr
M ubrzani ioni detektor
Ionizacijski izvor 4 ]
4} {

Slika 7. Shematski prikaz spektrometra masa [8]

Sudar visokoenergetskog elektrona s molekulom ucestalo dovodi do njene ionizacije
koje rezultira izbacivanjem jednog od njezinih elektrona. Manjak elektrona rezultira stvaranje
molekularnog iona (crvena oznaka; slika 8.). Preostala energija sudara moze uzrokovati raspad
molekularnog iona na neutralne fragmente (zelene oznake) i manje fragmentne ione (ruzicasta

1 narancasta oznaka) koji se po svojoj prirodi, za razliku od molekularnog iona, mogu
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pojavljivati kao radikalni kationi (ruzicasta oznaka) ili kao karbokationi (naranc¢asto oznaceno).
Nakon razdvajanja, ioni prolaze kroz magnetno polje po principu otklanjanja sve do detektora

gdje se dobiveni podatci obraduju u procesu podataka [40, 41].

—

MT + F
F ME
e O

M: + &2 —

Slika 8. lonizacijsko razdvajanje molekula uzorka [41]

2.7. Proteomika u analizi patogena hrane

Pojam proteomike predstavlja sveobuhvatno istrazivanje svih eksprimiranih proteina ili
cijelog proteoma u bilo kojem trenutku u organizmu. Proteom je skup svih proteina koji su
eksprimirani u organizmu u nekom trenutku. Stoga proteomika nudi preciznu sliku onoga $to
se dogada u odredeno vrijeme u organizmu, ukljuc¢ujuéi koji su geni izraZeni i koje modifikacije
mogu imati rezultiraju¢i proteini, ovisno o varijablama okoliSa, a koristi se za otkrivanje
biomarkera u klinickoj dijagnozi, za proucavanje ucinaka hranjivih tvari na ekspresiju ljudskih
proteina, promjene u hrani pod odredenim uvjetima ili za identifikaciju 1 validacija bioaktivnih
peptida hrane 1 njihovih uc¢inaka na zdravlje. Uslijed sve ¢es¢ih slucajeva trovanja hranom
kontaminiranom razli¢itim patogenima, velika se vaznost pridaje istraZivanjima njihovog
djelovanja te potencijalne eliminacije, kako bi se prosirilo znanje, a time 1 sprijecilo daljnje
trovanje hranom. Shodno tome, -,,OMIC* tehnike koriste se za rapidno prepoznavanje
odredenih patogena. Upotreba ovakvih tehnika omogucila je pristup vaznim podatcima o
bioloSkim i geografskim podrijetlima kao i informacijama o procesima proizvodnje hrane [42-
45]. Ova skupina tehnika koristi se pri identifikaciji kolonija patogenih mikroorganizama u
hrani 1 postrojenjima za obradu iste. Nadalje, ustanovljeno je da se primjena OMIC tehnika
odrazava u razvoju sigurnosti prehrambenih proizvoda kao 1 sprjecavanja rizika bolesti koje se

prenose kontaminiranom hranom.

Kroz viSebrojna istrazivanja u prehrambenoj industriji, mikrobiologiji te znanosti o
kvaliteti hrane, sve vecu pozornost privla¢i pojam ,,foodomics* koji oznafava kompletan
spektar OMIC analiti¢kih tehnika visoke djelotvornosti i razlucivosti koje se upotrebljavaju za
istrazivanje genoma, proteoma te metabolizma patogena prisutnih u hrani kao i1 detekciju

patogena u industrijskim postrojenjima za obradu hrane [43]. OMIC metode obuhvacaju niz
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tehnika primjenjivanih u proteomici, transkriptomici, metabolici, kemometriji, biostatistici te
bioinformatici koje zajedno omoguéuju molekularne informacije o razli¢itim nivoima
ekspresije (geni, proteini, metaboliti...) [44]. Uz navedeno, foodomics tehnike korisne su pri
poboljSanom razlikovanju patogena, otkrivanju zaraze sa specificnim patogenom te
identifikaciji patogena i njihovih toksina. Suprotno lakoj identifikaciji i pronalasku patogena u
hrani nametnut je negativni aspekt iznimno visokog stupnja slozenosti tehnika popracen
nedostatkom visoko obrazovanih pojedinaca za specificnu granu unutar navedene skupine
tehnika. Nadalje, navedene tehnike suocene su s problemom visestrukog broja laznih pozitivnih

rezultata koji nastaju kao posljedica Sirokog spektra metabolita, proteina, gena i dr [45].

Razvitkom proteomike ostvareni su mnogobrojni nacini za provjerenu i pouzdanu
kvantifikaciju proteina ili proteoma, a velik broj od razvijenih nacina upotrebljava se u
prehrambenoj industriji; pri kontroli kvalitete, o€uvanju hrane i prehrambenoj bioaktivnosti.
Uslijed razvitka analitickih metoda kao S$to su tekucinska kromatografija (engl. liquid
chromatography, LC) 1 spektrometrija masa visoke osjetljivosti i rezolucije (engl. high
sensitivity and high-resolution tandem mass spectrometry) omogucen je dublji uvid u
istrazivanju proteomike hrane i njezine sigurnosti [44,45]. lako se koristi Sirok spektar metoda,
stalne varijacije u komponentama ciljanog organizma zahtijevaju provodenje visestrukog broja
analiza kako bi se dobile sveobuhvatne informacije o cijelom proteomu pojedinog patogena.
Zbog analitickih ograni€enja, razvijene su i upotrebljavane moderne separacijske metode poput
»top-down 1 ,,bottom-up“ modela, koje se kombiniraju sa spektrometrijom masa, gel
elektroforezom ili teku¢inskom kromatografijom. Na koncu analize i obradi podataka, navedeni
proteini bivaju usporedivani s odabranim bazama podataka kao $to su GenBank, UniProt,

UniRef i dr. [44]

18



3. Metode i materijali
3.1. Inhibitori bakterijskog rasta

Kao inhibitori su u radu koriStene Cetiri kvaterne amonijeve soli na bazi piridoksal
oksima koje su sintetizirane 1 okarakterizirane u ranijim istrazivanjima [51], a njihova je
struktura  prikazana na slici 9. Inhibitor 1  (1-(4'-fluorofenacil)-3-hidroksi-4-
hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev klorid) i1 Inhibitor 2 (3-hidroksi-4-
hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-metoksifenacil)  piridinijev  klorid) su
kloridne soli dobivene ionskom izmjenom iz odgovaraju¢ih bromidnih soli, inhibitora 3 (1-(4'-
fluorofenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev bromid) i
inhibitora 4 (3-hidroksi-4- hidroksiiminometil- 5-hidroksimetil-2-methil-1-(4'-

methoksifenacil) piridinijev bromid).
HC ——=NOH

HO CH,OH

X

spoj1=R=-F; X=Cl
spoj 2 =R =-OCH;; X =Cl
spoj3 =R =-F; X=Br
spoj 4 =R =-OCHj; X =Br

Slika 9. Struktura koriStenih kvaternih amonijevih soli na bazi piridoksla oksima

3.2. Uzgoj bakterijske kulture i antibakterijska testiranja

Bakterijski soj Yersinia enterocolitica KoriSten u istraZivanju, klini¢ki je izoliran iz
zarazenih pacijenata te identificiran pomocu API (engl. Analytical Profile Indeks) testa (API
bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Francuska). Izolirana bakterijska kultura odrzavana je na TGY
(engl. Tryptic Glucose Yeast) agaru na 4 °C [46]. Prije provodenja eksperimenta, kulture su

ozivljene s dvije uzastopne, 24-satne inokulacije i inkubacije na 25 °C.
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Utvrdivanje minimalnih baktericidnih (engl. minimum bactericidal concentration,
MBC) i inhibitornih koncentracija (engl. minimum inhibitory concentration, MIC) ispitivanih
spojeva provedeno je u tekucoj hranjivoj podlozi mozdano sréani-bujon, BHI (engl. Brain
Heart Infusion broth). Testirani oksimi otopljeni su u smjesi otapala koja je sadrzavala 4 mL
DMSO0-ai6 mL 10 % Tween 80 te su sterilizirani filtracijom (pore veli¢ine 0,22 um) [46,47].
Nakon filtracije, odredivanje baktericidnih i inhibitornih koncentracija provedeno je metodom
makro bujona (engl. macro broth method) [48,49] . Ispitivani spojevi su serijski razrijedeni s
0,5 mL BHI tekuce podloge te inokulirani s 0,1 mL suspenzije Y. enterocolitice, 1 x 10® CFU?
(engl. colony-forming unit) mL™' [50] nakon ¢ega je sadrZaj epruveta inkubiran tijekom 24 sata
na 25 °C. Nakon isteka vremena, bakterijski sadrzaj je prebacen u epruvete s BHI bez inhibitora
te je ponovno inkubiran tijekom 24 sata na 25 °C. Po zavrSetku sekundarne inkubacije, u
epruvetama gdje rast nije zabiljezen, odgovarajuca koncentracija spoja bila je baktericidna, dok
je minimalna inhibitorna koncentracija zabiljezena od one koncentracije, prisutne u prvoj
epruveti u kojoj je uocen rast bakterije. Antibakterijska istrazivanja ponavljana su tri puta za

pojedinacni inhibitor [46].

3.3. Izolacija proteina

Bakterijske stanice su lizirane mehanickim putem u disruptoru stanica Mini-Beadbeater-

1 (Biospec Products, Beatlesville, OK, USA) pomocu kuglica (promjera 0,1 mm).

Epruvete s bakterijskim homogenatom centrifugirane su pri 5000 x g tijekom 20 minuta.
Dobiveni precipitati resuspendirani su u ekstrakcijskom puferu i podvrgnuti ekstrakciji u slijedu
prema hidrofobnosti proteina koriste¢i ReadyPrep komplet za ekstrakciju (BioRad, Hercules,
CA, USA) [47,51]. ReadyPrep komplet sadrzi tri ekstrakcijske otopine koje se medusobno
razlikuju u koncentraciji deterdZzenata 1 kaotropskih (tvari koje destrukturiraju vodu) agenasa,
Sto rezultira otopinama s rastu¢im sposobnostima solubilizacije: otopina 1 (40 mM Tris baze)
ekstrahira samo najtopivije citosolne proteine; otopina 2 (8 M urea, 4 % (w/v) CHAPS
»zwitterionski* deterdzent, 40 mM Tris, 0.2% (w/v) Bio-Lyte 3/10 amfolit i 2 mM reducirajuce
sredstvo tributil-fosfat (TBP)) ekstrahira proteine srednje topljivosti i otopina 3 (5 M urea, 2 M
tiourea, 2 % (w/v) CHAPS, 2 % (w/v) SB 3-10, 40 mM Tris, 0.2% (w/v) BioLyte 3/10 amfolit
i 2 mM TBP) ekstrahira preostale proteine koji se ne otapaju u otopini 1 i 2. Cjelokupna

ekstrakcija je provedena u jednoj mikroepruveti kako bi se minimalizirali gubici proteina.

3 Jedinica koja predstavlja priblizni broj odrzivih mikroorganizama (bakterija, gljivica, virusa, itd.) u uzorku
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Postupak ekstrakcije u slijedu zapocet je dodavanjem 500 pL otopine 1 bakterijskom
homogenatu dobivenom nakon liziranja stanica nakon cega slijedi kratka sonifikacija.
Suspenzija je potom centrifugirana 10 min na 4 °C i 12 000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5417R,
Eppendorf, Hamburg, Germany). Supernatant je odvojen u novu mikroepruvetu, a talog je
ponovno resuspendiran u 250 pL otopine 1 te je postupak ponovljen jo§ jednom. Svi
supernatanti su spojeni u jednu mikroepruvetu. Potom je talogu dodano 250 pL otopine 2 te je
ekstrakcija provedena kao 1 za otopinu 1. Talogu, preostalom nakon ekstrakcije s otopinom 2,

dodano je 250 uL otopine 3 1 ekstrakcija je provedena kako je prethodno opisano.

Ekstraktima je odredena koncentracija ukupnih proteina metodom s bikinonicnom
kiselinom (BCA) koriste¢ci BCA komplet za kvantifikaciju proteina (Pierce, Rockford, IL,
USA). Koli¢ina proteina uzeta za provedbu elektroforeze tekucinskom kromatografijom
spregnutom sa spektrometrijom masa s ionizacijom elektrorasprSenjem, LC-ESI-MS (engl.

Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry) bila je ~ 20 pg/mL.

3.4. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im uvjetima

Uzorcima s ~ 20 pg/mL proteina dodan je pufer za nanosenje uzoraka (NuPAGE LDS
sastava: 40 % glicerol, 4 % litijev dodecil-sulfat; 4 % Ficoll™ 400; 0,8 M trietanolamin-klorid
s pH 7,6; 0,025 % boje Coomassie G250, 2 mM otopina dinatrijeve etilendiamintetraoctene
kiseline (Na-EDTA); Termo Fischer Scientific) u omjeru 1 : 4 te su zagrijavani na 100 °C 5
min. Pufer je sadrZzavao sredstvo za redukciju (ditiotreitol, DTT) 1 denaturaciju proteina (litijev
dodecil-sulfat, LDS). Potom su uzorci naneSeni u jaZzici gela (4 — 12 % Bis-Tris NuPAGE,
Termo Fischer Scientific). Elektroforeza je provedena pomocu sustava XCell Surelock Mini-

Cell (Invitrogen, Carlsbad, SAD) pri 200 V konstantnog napona u trajanju od 45 min.

3.5. Digestija uzoraka u gelu

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom u poliakrilamidnom gelu, dobivene
proteinske vrpce, izrezane su na sitne kockice i podvrgnute postupku digestije u gelu (eng. ,, in-
gel “ digestion) [53]. Komadi¢i gela su prvo isprani vodom visokog stupnja Cistoce, a potom sa
smjesom 1:1 (v/v) 0,1 M amonijeva bikarbonata (NH4sHCO3) 1 acetonitrila u trajanju od 15 min
uz potresanje. Tekucina je uklonjena, a komadi¢ima gela je dodan acetonitril te su ostavljeni
sve dok se nisu potpuno slijepili i skupili. Acetonitril je tada uklonjen, a dodatkom 0,1 M

NH4HCO3 provedena je rehidratacija u trajanju od 10 min. Acetonitril je ponovno dodan u
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koli€ini jednakoj prethodno dodanom 0,1 M NH4HCO; kako bi se postigao omjer 1:1 v/v.
Nakon inkubacije 10 min, uklonjena je sva tekucina te su komadié¢i gela osuseni u vakuum

centrifugi.

Dodatkom 10 mM DTT u 0,1 M NH4HCO3 provedena je redukcija proteina u trajanju
od 45 min na 56 °C, a potom je provedena alkilacija s 55 mM jodoacetamidom u 0,1 M
NH4HCO3, 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon redukcije i alkiliranja, komadici gela
isprani su ponavljanjem ranije opisanog postupka. Poslije ispiranja, proteini u komadi¢ima gela
su podvrgnuti razgradnji djelovanjem proteolitickog enzima tripsina (Sigma). Svakom je
uzorku dodano 30 pL otopine tripsina koncentracije 20 ug L' te su 24 sata ostavljeni na 37 °C.
Peptidi zaostali u gelu su izdvojeni dodatkom 25 mM NH4HCO; kojemu je nakon inkubacije
od 10 min dodana jednaka koli¢ina acetonitrila. Postupak je ponovljen dva puta s 5 %-tnom
mravljom kiselinom 1 acetonitrilom. Svi su ekstrakti spojeni s tripsinskim ekstraktom 1 osuSeni

u vakuum centrifugi.

3.6. Tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

Nakon digestije tripsinom, dobiveni su peptidi razdvojeni i identificirani teku¢inskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa s ionizacijom elektrorasprSenjem, LC-
ESI-MS/MS (engl. liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry).
Za tekucinsku kromatografilju koriSten je reverzno-fazni stupac C-18 (C-18 PepMap 100, LC
Packings/Dionex). Peptidi su eluirani pomocu linearnog gradijenta s pocetnim 100 %-tnim
otapalom A (0,1 M octena kiselina u vodi) i zavrSavao s 70 %-tnim otapalom B (0,1 M octena
kiselina u acetonitrilu) u trajanju od 60 min. Eluirani peptidi direktno su ubrizgani u LTQ Velos
Orbitrap maseni spektrometar (Thermo Electron Corp, SAD). Uparivanje peptidnih spektara
provedeno je pomocu baze podataka NCBI (preuzeto s NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov/
Taxonomy/taxonomyhome.html) koriste¢i Mascot v.2.3. (Matrix Science, SAD). Identifikacije
proteina su izvedene iz podudarnosti peptida koristenjem ProteolQ v.2.3.08 [55]. Kvantifikacija
bez oznake proteina (LFQ) provedeno je spektralnim brojanjem identificiranth MS/MS

spektara koriStenjem ProteolQ softver.
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3.7. Ontologija gena

Za analizu identificiranih proteina prema njihovim genskim ontologijama, koristen je
internetski alat QuickGO [56]. Svaki protein ima UniProt pristupni kod, a pomo¢u QuickGO-a
razliCite genske anotacije, unesene rucno ili elektronski u grupe za anotaciju ,,GO Consortium*,
povezuju se s odgovaraju¢im UniProt pristupnim kodom. QuickGO-om omoguceno je
dodjeljivanje anotacija proteinima prema njihovim bioloskim procesima, molekularnim
funkcijama te stanicnim komponentama. Postojanje vise genskih anotacija za pojedini protein

je moguce te su svi navedeni podatci prikazani u rezultatima pretrazivanja [47,50].
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Inhibitorno djelovanje kvaternih amonijevih soli

U ovom istrazivanju, kao inhibitori, odabrane su kvaterne amonijeve soli, koje su
prethodno sintetizirane 1 prevedene iz bromida u kloride prema Gaso 1 sur. [51], koristeci
zajednicki pocetni spoj, piridoksal oksim. Po kemijskoj prirodi, KAS su kemijski spojevi
sastavljeni od pozitivno nabijenog duSika povezanog s Cetiri alkilne ili arilne skupine, uz
prisutnost jakog aniona, poput klorida ili bromida. Zbog vlastite kemijske stabilnosti, dobre
topljivosti u vodi te surfaktantskih svojstava, koja im omogucéuju stvaranje micela, KAS
pokazuju visoku baktericidnu u¢inkovitost. Uglavnom se koriste u dezinficijensima, a njihova
baktericidna ucinkovitost ovisi o broju prisutnih dusikovih atoma te duljini metilnih skupina

[23-26].

Odabranim kvaternim amonijevim solima (inhibitori 1-4) ispitano je inhibitorno
djelovanje na rast bakterije Y. enterocolitica. U tablici 3. prikazane su vrijednosti MBC i MIC.
Vrijednosti za MIC kretale su se u rasponu od 250 do 1000 ppm dok su vrijednosti za MBC bile
od 500 do 1000 ppm. Najslabije inhibitorno djelovanje pokazao je inhibitor 4.

Tablica 3. Minimalne baktericidne (MBC) i minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

1 2 3 4

MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC

Yersinia enterocolitica 1000 | 500 500 250 500 250 | >1000 | 1000

4.2. Identifikacija proteina 1 odredivanje razlika u ekspresiji

Nakon inhibicije, ekstrakti proteina iz stani¢nih lizata Y. enterocolitica razdvojeni su
pomocu elektroforeze u poliakrilamidnom gelu pri denaturiraju¢im uvjetima. Slika dobivenog
gela prikazana je na slici 10. Trake gela s razdvojenim proteinima podvrgnute su digestiji u gelu

te su dalje analizirani i identificirani pomoc¢u LC-ESI-MS.
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Slika 10. Proteini razdvojeni elektroforezom u poliakrilamidnom gelu pri denaturirajucim
uvjetima. K - netretirana Y. enterocolitica, 1- inhibicija inhibitorom 1, 2- inhibicija
inhibitorom 2, 3- inhibicija inhibitorom 3, 4- inhibicija inhibitorom 4

Nakon provodenja dodatnih testiranja i analiza, ukljucuju¢i SDS-PAGE i LC-ESI-
MS/MS, podatci su obradeni koriste¢i programe Mascot v.2..3. i ProteolQ. Podatci su zatim
adekvatno sortirani 1 usporedeni pomoc¢u UniProt alata kako bi bili spremni za daljnju obradu.
Zajednicki broj proteina identificiran u svim uzorcima Y. enterocolitica u kojima je ekspresija
povecana tretiranjem s KAS iznosi 575, dok je identificirani broj proteina sa smanjenom
ekspresijom 1215. Ukupne brojke eksprimiranih ,,down‘ proteina prevladavaju ,,up* proteine
uomjeru 2:1 (Slika 11.). Velik skup podataka saZeto je prikazan slikama 12. 1 13., koje prikazuju
preklapanje odredenih ,down“, odnosno ,up“ proteina eksprimiranih u prisutnosti

odgovarajuceg inhibitora.
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Slika 11. Analiza odnosa eksprimiranih UP 1 DOWN proteina
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INHIBITOR 1
(UKUPNO 286)

INHIBITOR 2
(UKUPNO 195)

INHIBITOR 3
(UKUPNO 277)

INHIBITOR 4
(UKUPNO 357)

DOWN

Slika 12. Vennov dijagram preklapanja DOWN reguliranih proteina uz prisustvo inhibitora
(inhibitor 1 - inhibitor4)

INHIBITOR 1 —
(UKUPNO 90) /

INHIBITOR 2
(UKUPNO 159)

INHIBITOR 3
(UKUPNO 130)

INHIBITOR 4
(UKUPNO 96)

UP
Slika 13. Vennov dijagram preklapanja UP reguliranih proteina uz prisustvo inhibitora

(inhibitor 1 — inhibitor 4)
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4.3. Genska ontologija

Proteini sa znacajnim LQF vrijednostima su sortirani i odabrani nakon cega je
provedena genska ontologija. KoriStenjem internetskog alata QuickGO, proteini su klasificirani
prema njihovim genskim anotacijama. Analiza pomoc¢u QuickGO-a imala je za cilj identificirati
promjene u strukturi i funkciji Y. enterocolitica uzrokovane tretmanom kvaternim amonijevim
solima. Slike 14., 15. 1 16. prikazuju postotak proteina od ukupnog broja proteina s ,,down* ili
,up®“ ekspresijom nakon tretmana kvaternim amonijevim solima, razvrstanih prema njihovim

stani¢nim lokalizacijama, molekularnim funkcijama te bioloSkim procesima.

Down regulirani Up regulirani
» — -l
-. VANISKA STANICNA MEMEBRANA _—
—: MEMBRANA F
* PLATMATSEA MEMBRANA h
PERIPLAZMATSKI PROSTOR
i OMEDEN WANJSKOM MEMBRANOM t
- A —_—
40 35 30 25 20 1S 10 5 @ 6 5 10 15 20 25 30 35 40
[%] [%]
— *D1 ®D2 eD3 *D4 —

Slika 14. Analiza stani¢nih lokalizacija DOWN 1 UP reguliranih proteina

Down regulirani Up regulirani
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B AKTIVMOST TRANSFERAZA —_
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— ez AT .
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Slika 15. Analiza molekularnih funkcija DOWN i UP reguliranih proteina
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Slika 16. Analiza bioloskih procesa DOWN i UP proteina

Na temelju stani¢ne lokalizacije prikazane na slici 14., vecina proteina sa smanjenom
ekspresijom (,,down") lokalizirana je unutar stanice (intrastani¢no), konkretno u citoplazmi i
citosolu. Manji broj ovih proteina smjesten je u membrani, vanjskoj stanicnoj i periplazmatskoj
membrani te prostoru kojeg ona okruzuje. Najmanji broj ,,down* proteina otkriven je u
ribosomima. Suprotno stani¢nim anotacijama ,,down‘ proteina, kod ,,up‘ proteina najmanji broj
proteina nalazi se u periplazmatskom prostoru omedenom vanjskom membranom. Manji broj
,up‘ proteina prisutan je u ribosomima i membranama, dok je njihova ekspresija u citosolu 1
citoplazmi priblizno jednaka. MoZe se uociti da je najizrazenija razlika izmedu ,,up“ 1 ,,down*
reguliranih proteinima u proteinima prisutnim u ribosomima, pri ¢emu je kod ,,down*

reguliranih doslo do smanjenja ekspresije.

Analizom genskih anotacija molekularnih funkcija iz slike 15., uocena je sli¢na
ekspresija u obje regulacije proteina. Pregledom podataka, primije¢ena je povecana zajednicka
ekspresija proteina koji su ukljuceni u aktivnost oksidoreduktaza, kao i u vezivanje ATP-a i
metalnih iona. Daljnja analiza otkriva da su ekspresije reguliranih proteina ukljucenih u
aktivnosti izomeraza, ligaza, liaza i transferaza priblizno uravnoteZene. S obzirom na ekspresiju
proteina zasluznih za aktivnost hidrolaza, zapaZeno je da je njihova ekspresija priblizno
dvostruko vec¢a kod ,,down* proteina u usporedbi s ,,up* proteinima. S druge strane, proteini
odgovorni za vezivanje DNK pokazuju priblizno dvostruko vecu ekspresiju kod ,,up* proteina
nego kod ,,down* proteina.
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Slika 16. prikazuje razine ekspresije ,,down* i ,,up* proteina u odnosu na genske
anotacije bioloskih procesa. Vidljivo je da je ekspresija ,,down* proteina povezanih s bioloskim
procesima u vecini promatranih anotacija izrazenija. Najvecéa razlika uocava se kod ,,up*
proteina u usporedbi s ,,down* proteinima koji sudjeluju u procesu translacije. U postotcima
eksprimiranih proteina uklju¢enih u procese fosforilacije, metiliranja, diobe stanice,

transmembranskog transporta te metabolickih procesa ,,down* proteina nema vecih razlika.,

4.4. Analiza razli¢ito eksprimiranih proteina

Identifikacija zajednickih preklapanja i ekspresije odredenih proteina pruza uvid u
njihovu vaznost za pravilno funkcioniranje i prezivljavanje ciljanog patogena. Medu proteinima
koji su pokazali smanjenu ekspresiju nakon tretiranja sa sva Cetiri inhibitora odabrano je
nekoliko proteina (Tablica 4.) koji imaju vaznu ulogu u normalnoj funkciji i rastu bakterije Y.

enterocolitica.

Tablica 4. Lista UP reguliranih proteina koji se pojavljuju s povecanim vrijednostima u svim
uzorcima nakon tretiranja s Cetiri razlicita inhibitora

LQF VRIUEDNOSTI

GEN IME PROTEINA UNIPROT INHIBITOR 1 |INHIBITOR 2 |INHIBITOR 3 |INHIBITOR 4
nusB Transkripcijski antiterminacijski protein NusB ADAOEING6E4 | D| E E|
manZ_1 |PTS podjedinica transportera manoze |ID ADADEINE7O | -E| E| - -
such Sukcinat-CoA ligaza alfa podjedinica AOAQEINOWT | £| -6.504||

fabG_4 |Pretpostavljena kratkolantana dehidrogenaza ADAOHSGUMG | 3,244 —E|

ygeX Fe(2+) prijenosni protein F20870 | £|

sodB Superoksid dismutaza AOAOEINA28 | £| \£|

Medu njima je protein transkripcijski antiterminacijski protein NusB (AOAOEING64;
engl. Transcription antitermination protein NusB) kojeg kodira gen nusB. Ovaj ,,down‘
regulirani protein, sac¢injen od 139 aminokiselina, kljuCan je za ispravno funkcioniranje
regulacijskog mehanizma transkripcije. Fricke 1 sur. [54] su objavili da se ovaj protein nalazi u
citosolu, a utvrdeno je da je njegova nazocnost povezana s bioloskom funkcijom transkripcije
ribosomske RNA. Uz nusB, znacajnu ulogu ima 1 gen manZ 1 koji kodira protein PTS
podjedinicu transportera manoze IID (AOAOEINE70; engl. PTS mannose transporter subunit
IID). Taj protein eksprimira se u plazmatskoj membrani te je klju¢an za ispravan rad
fosfofenolpiruvat-ovisnog sustava fosfotransferaza za Secere, koji omogucuje bakteriji unos
potrebnih Secera u stanicu. Najveca ekspresija manZ_ 1 uocena je nakon djelovanja inhibitora

2. Kao 1 u bakteriji E. coli prema Blattneru [57] pojava gena sucD u bakteriji Y. enterocolitica
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ima vitalnu ulogu. Ovaj gen kodira enzim Sukcinil-CoA sintetazu (AOAOEIN9W7; engl.
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha) koja sudjeluje u ciklusu limunske
kiseline koji spaja hidrolizu sukcinil-CoA sa sintezom ATP-a ili GTP-a §to predstavlja jedini
korak fosforilacije na razini supstrata unutar ciklusa limunske kiseline. Ovaj enzim sudjeluje u
vezivanju nukleotida 1 katalitickoj aktivnosti bakterije te posjeduje kljuénu ulogu u
funkcioniranju i sintezi kompleksa sukcinil-CoA ligaze. Gen fabG 4, Cija se najveca ekspresija
oCitovala u wuzorku tretiranom inhibitorom 4, kodira kratkolan¢anu dehidrogenazu
(AOAOH5GUMG6; engl. Putative short chain dehydrogenease) te je povezan s oksido-
redukcijskim aktivnostima 3-oksiacil-[acil prijenosni protein] (NADPH) reduktaze. Enzim
kodiran genom fabG 4 kljuCan je i za ciklus sinteze masnih kiselina, u kojemu olakSava
redukciju keto skupina u procesu elongacije acilnih lanaca [58]. Ovaj korak je neophodan za
proizvodnju produljenih masnih kiselina koje su klju¢ne komponente za odrzavanje i rast
stani¢nih membrana bakterije. Klju€an kao i prethodni geni i proteini, gen yggX kodira protein
zaduZen za prijenos Fe?" iona (F2Q870; engl. Fe’* trafficking protein) koji je posrednik u
prijenosu zeljeza izmedu procesa njegovog prisvajanja ili procesa koji zahtijevaju Zeljezo,
poput sinteze i/ili popravka Fe-S klastera u biosintetskim enzimima. Nastavno, protein kodiran
genom yggX igra vaznu ulogu u stani¢nom odgovoru na oksidativni stres, a lokaliziran je u
citosolu bakterije [59]. Superoksid dismutaza (AOAOEINA28, engl. Superoxide dismutase),
jedan od najizrazenijih ,,down‘ reguliranih proteina, kodirana genom sodB, klju¢na je u borbi
protiv antioksidativnog stresa razgradnjom slobodnih superoksidnih anionskih radikala. Slicno
kao u istraZivanju bakterije Vibrio alginolyticus prema Chen 1 sur. [60], identifikacija gena sodB
ukazuje na povezanost s molekularnim funkcijama vezivanja metalnih iona 1 aktivnostima

superoksid dismutaze, kao 1 s bioloSkim procesima detoksikacije.

Sukladno odabranim ,,down* proteinima, analizirani su 1 ,,up* regulirani proteini
identificirani nakon tretmana sa sva Cetiri inhibitora, te su oni sa znacajnijom razlikom u
ekspresiji prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Lista DOWN reguliranih proteina koji se pojavljuju s pove¢anim LQF
vrijednostima u svim uzorcima nakon tretiranja s Cetiri razli¢ita inhibitora

LQF  VRIEDNOSTI

GEN IME PROTEINA UNIPROT INHIBITOR 1 |INHIBITOR 2 |INHIBITOR 3 | INHIBITOR 4
ORF ORF protein 056881 B z020 I 020/l &.026/ R 2026
yaiC Prateéi faktor biosinteze ubikinona Ubik ADAOEINDS2 |J 6978 73530 4,841|F 7,454
rsul Pseudouridin sintaza ADADEINL30 || 5,103/ 8 51031 5,103/ 5,103
cspB  |Protein hladnog éoka B Q9F9R2 I 7oz 1 A o1 I 7 031 N 4 031
rplW  |Protein velike ribosomske podjedinice ul23 POC2NO | ERER)| EER  EEEE| R
minC minC protein koji odreduje mjesto septuma A0AOH5H1RS (I 3,201/ 32011 3,201/l 3,201
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Protein ORF (Q56881; engl. ORF protein), koji je kodiran ORF genom, sastavni je dio
GroEL-GroES kompleksa, smjestenog u citosolu stanice, koji sudjeluje u preklapanju novo
sintetiziranih ili stresom o$teé¢enih proteina u stani¢nom okruzenju. Sukladno tome, ORF gen
omogucuje 1 vezivanje ATP-a, pojacava aktivnost izomeraze te igra klju¢nu ulogu u
bakterijskom odgovoru na toplinu [61]. Ovaj protein jedan je od proteina s najveCcom LQF
vrijednosti dobivenom testiranjima. Uz ORF protein, znac¢ajnu ekspresiju sa svim inhibitorima,
posjeduje protein prateceg faktora biosinteze ubikinona (AOAOEINDS2; engl. Ubiquinone
biosynthesis accessory factor UbiK) kodiran genom yigC. Spomenuti protein lokaliziran je u
citoplazmi i citosolu. Znacajnu ulogu ima njegova povezanost s bioloSkim procesom biosinteze
ubikinona u kojoj je potreban da je sinteza ubikinona (koenzim Q) dovoljno u¢inkovita. Pored
spomentuih proteina, vazan ,,up* protein koji se eksprimiran kod Y. enterocolitica je protein
pseudoridin sintaza (AOAOEINL30; engl. Pseudouridine synthase). Ovaj protein, kodiran
genom rsuAd, odgovoran je za vezivanje RNA 1 aktivnosti rRNA pseudouridinske sintaze. Prema
anotaciji bioloskih procesa, pseudouridinska sintaza sudjeluje u enzimski usmjerenoj sintezi
pseuduridinske rRNA, koja nakon modifikacije ovim enzimom postaje stabilnija i
funkcionalnija unutar ribosoma. Medu svim proteinima bakterije Y. enterocolitica, superoksid
dismutaza i protein hladnog Soka B (Q9F9R2; engl. cold shock protein B) su medu najvaznijim
za prezivljavanje ove bakterije. Gen cspB odgovoran je za kodiranje ovog proteina. Protein
hladnog Soka B lokaliziran je u citosolu 1 citoplazmi, a povezan je s molekularnom funkcijom
vezivanja nukleinskih kiselina i1 bioloSkim procesom regulacije. Ovaj protein zaduzen je za
prilagodavanje 1 prezivljavanje u hladnim okruZenjima, stabiliziraju¢i RNA 1 proteine te
regulirajuci ostale gene za hladnocu [62]. Ovaj protein doprinosi prezivljavanju bakterije pod
stresom od hladno¢e 1 moZe utjecati na njenu virulentnost. Kljucan kao 1 prethodni geni 1
proteini, gen r/pW kodira protein uL23 velike ribosomske podjedinice (POC2NO, engl. Large
ribosomal subunit protein ulL23) koji je ukljucen u procese sastavljanja velike ribosomske
podjedinice 1 translacije [63]. Ovaj gen lokaliziran je u ribosomima, a dio je velike citosolne
ribosomske podjedinice. Protein uL23 jedan je od prvih sastavljackih proteina koji se veze s
23S rRNA. Takoder, uL23 se nalazi u blizini izlaznog tunela za polipeptide na ribosomu, gdje
se stvara vezivno mjesto za ribosomski Saperon, koji pomaze u ispravnom savijanju novo
sintetiziranih proteina. Za stani¢nu diobu i stvaranje septuma unutar diobe kod Y. enterocolitica
analiziran je protein MinC (AOAOHSHI1RS; engl. Probable septum site-determining protein
MinC) koji vjerojatno odreduje polozaj septuma. Kodiran je genom minC, a povezan je s
bioloSkim procesima morfogeneze stanice, regulacije stani¢ne diobe i formiranja stani¢nog

septuma te formaciji septuma pri diobi. Navedeni protein ponaSa se kao inhibitior diobe stanice
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koji blokira formiranje polarnih Z prstenova septuma (buduca mjesta podjele stanice) brzim
oscilacijama izmedu polova stanica poradi destabilizacije mladih formiranih FtsZ filamenata
prije nego Sto postanu Z prstenovi. Bez eksprimiranja Minc proteina dolazi do nesimetri¢ne

diobe stanica.
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5. Zakljucak

Prikazane promjene u proteomu ukazuju na mehanizam djelovanja dezinficijensa na
bazi kvaternih amonijevih soli protiv gram-negativne bakterije Yersinia enterocolitica.
Najizrazenije promjene vidljive su u smanjenju regulacije proteina ribosoma, kao i proteina koji
su sastavni dio membrana, nakon tretiranja s odabranim KAS. Shodno tome, primijecena je
smanjena ekspresija proteina koji sudjeluju u procesu translacije. Nakon tretmana, povecanje
regulacije proteina najvise pokazalo u stani¢nim prostorima citosola i citoplazme. Promatrajuc¢i
regulaciju proteina i njihove uloge u bioloskim procesima, najveéi postotak reguliranih proteina
zaduzen je za procese translacije te regulacije transkripcije, dok se najmanji broj proteina
ukljucuje u metabolicke procese te transmembranski transport. Nakon tretmana kvaternim
amonijevim solima, analizirano je nekoliko klju¢nih proteina bitnih za Yersinia enterocolitica,
koji su bili odgovarajuce regulirani. Razmatranjem odabranih proteina omogucen je kratki uvid
u rast, razvoj 1 prezivljavanje bakterije. KorisSteni inhibitori pokazali su vise “down* nego ,,up*
reguliranih proteina, $to ukazuje na poremecaj esencijalnih stani¢nih procesa koji ometaju rast,
razmnozavanje 1 prezivljavanje bakterije. Analizirani rezultati doprinose istrazivanju
virulentnosti i1 patogenosti bakterija koje se prenose hranom, kao i njihovu prezivljavanju u

uvjetima stresa.
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