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Bakterije rodu Alicyclobacillus so termo-acidofilne, grampozitivne, aerobne in
sporogene bakterije in so vse pogosteje kvarljivci sadnih in zelenjavnih sokov, saj
njihove spore prezivijo temperature pasterizacije in so sposobne rasti pri zelo nizki
vrednosti pH (2,5-6). Namen naloge je bila izolacija in identifikacija bakterij rodu
Alicyclobacillus iz naravno kontaminiranih vzorcev sladkorja in vzorcev izvirske
vode z okusom. Za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus smo uporabili
standardno metodo (IFU, 2004). Da bi dolocili optimalen postopek smo standardno
metodo IFU izvedli v desetih razliicah. Za vsak vzorec Zivila smo vzporedno
uporabili vsaj dva razli¢na postopka izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus. Vedno
smo uporabili standardno metodo izolacije bakterij na selektivnem gojiscu.
Spreminjali pa smo zaCetno koli¢ino preiskovanega vzorca zivila ter preizkusili
postopek selektivne obogatitve, postopek toplotne aktivacije spor in membransko
filtracijo vzorca ali obogatitvenega gojiS¢a. Dobljene izolate smo identificirali z
dolocitvijo makromorfoloskih in mikromorfoloskih znacilnosti, z metodo rasti na
pokazali, da so bili najbolj ucinkoviti postopki izolacije tisti, ki so vkljucevali
membransko filtracijo in selektivno obogatitev vzorca zivila. Iz 20 vzorcev
sladkorja smo po najbolj uCinkovitem postopku (obogatitev, filtracija, izolacija,
identifikacija) izolirali 16 izolatov in jih 14 tudi identificirali kot razli¢ne vrste rodu
Alicyclobacillus. 1z 5 vzorcev izvirske vode z okusom smo po 5 izolatov izolirali s
postopkoma 5A (membranska filtracija, obogatitev, izolacija, identifikacija) in 5B
(toplotna aktivacija, membranska filtracija, obogatitev, izolacija, identifikacija) in
vse izolate tudi identificirali. Standardna metoda IFU (2004) je z vkljucitvijo
membranske filtracije in obogatitve vzorca zivila primerna za izolacijo in
identifikacijo bakterij rodu Alicyclobacillus. Nasi rezultati so pokazali visoko
stopnjo kontaminacije sladkorja (60 %) in izvirske vode z okusom (100 %).
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Bacteria of the genus Alicyclobacillus are thermo-acidophilic, gram-positive,
aerobic and spore-forming bacteria. They often spoil fruit and vegetable juices,
because their endospores can survive the processes of pasterization and they can
grow at very low pH (2.5-6). The purpose of this research was the isolation and
identification of Alicyclobacillus species from naturally contaminated samples of
sugar and samples of spring water with taste. To determine the optimal procedure,
we performed standard method (IFU, 2004) with ten varieties. Each food sample
was analysed in parallel with at least two different procedures.We always used the
standard method of isolation with selective medium. We modified the initial
amount of examined food sample, the selective enrichment procedure, the test of
the heat activation of spores and membrane filtration of the sample or enrichment
medium. Obtained isolates were identified by setting macro-morphological and
micro-morphological characteristics, with the method of growth in media with
different pH values (4.0 and 7.0) and with API 50 CH strips. The results showed
that the most effective isolation procedures were those, which included membrane
filtration and selective enrichment of food samples. For sugar the most effective
procedure included enrichment, filtration, isolation and identification. Using that
procedure 16 strains of Alicyclobacillus were isolated and also identified 14 strains
were identified as different species of Alicyclobacillus. Five isolates of
Alicyclobacillus were isolated from 5 samples of spring water with procedure 5SA
(membrane filtration, enrichment, isolation, identification) and also 5 strains with
procedure 5B (thermal activation, membrane filtration, enrichment, isolation,
identification). All of strains were identified. IFU standard method is with the
inclusion of membrane filtration and enrichment of the food samples appropriate
method for isolation and identification of Alicyclobacillus strains. Our results
showed high contamination level of of sugar samples (60%) and samples of spring
water with taste (100%).
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1 UVOD

Nizek pH kislih zivil in pija¢ (na primer sadni sokovi in drugi izdelki iz sadja) predstavlja
naravno obrambo proti kvarjenju, kajti le malo mikroorganizmov je metaboli¢no aktivnih v
takih okoljih (Jay in sod., 2005). Pri pH 4,0 lahko rastejo kvasovke, plesni in mle¢no
kislinske bakterije, ki se lahko razmnozujejo v kislih okoljih (Eiroa in sod., 1999; Hui in
sod., 2006; Pontius in sod., 1998).

Kvarljivost sadnih pija¢ pripravljenih iz koncentratov je omejena na majhno koli¢ino
endospor, grampozitivnih bakterij in toplotno odpornih plesni, katere so zmozne preziveti
nizke vrednosti pH, visoke koncentracije sladkorja ter procese pasterizacije (Dedk, 2008;
Jay in sod., 2005; Pontius in sod., 1998; Silva in Gibbs, 2004). Kvarljivost zelo kislih
zivilskih proizvodov veinoma povzrocCajo anaerobne bakterije, kot so bakterije vrst
Clostridium butyricum in Clostridium pasteuranum, ki rastejo in proizvajajo plin ter
butiricne vonje v konzerviranih zivilih s pH < 4,5. Aerobne bakterije kot so bakterije vrst
Bacillus coagulans in Bacillus megaterium so znane, da povzrocajo znacilen kvar »flat-
sour", kar pomeni, da tvorijo kisline in ne tvorijo plina (»bombaZe«) v kislih sadnih pijacah
(Brown, 2000; Silva in Gibbs, 2004).

Sporogene bakterije v zgodovini niso bile posebej pomembne kot kvarljivei sadnih sokov,
saj razmere v teh izdelkih ne omogocajo rasti vegetativnim oblikam, ki bi se lahko razvile s
klitjem bakterijskih endospor (Jay in sod., 2005). Sadni sokovi se tradicionalno
pasterizirajo in ta postopek naj bi bil eden od stopenj za inaktivacijo mikroorganizmov
kvarljivcev in zdravju skodljivih mikroorganizmov (Blocher in Busta, 1983). Leta 1984 so
v Nemciji porocali o novi vrsti kvara v jabol¢nih sokovih. Ugotovili so, da so ga
povzrocile termo-acidofilne bakterije vrste Alicyclobacillus acidoterrestris (Cerny in sod.,
1984).

Na bakterije rodu Alicyclobacillus Se posebej na vrsto A. acidoterrestris, so se raziskovalci
posebej osredotocili pri raziskavah kvara kislih zivilskih izdelkov. Odkrili so, da odpornost
na toploto omogoca bakterijam rodu Alicyclobacillus preziveti pasterizacijo. Poleg tega jim
njihova acidofilna narava omogoca, da lahko endospore kalijo in zrastejo do dovolj velike
koncentracije celic, da pride do kvara (Walls in Chuyate, 1998).

Za dolocitev bakterij rodu Alicyclobacillus je bilo predlaganih ve¢ postopkov, ki vsebujejo
mikroskopske metode za karakterizacijo morfoloskih lastnost (Pettipher in Osmundson,
2000), biokemijske analize, molekularne metode kot je PCR ali 16S rRNA gensko
sekvenc¢na analiza (Yamazaki in sod., 1997; Murakami in sod., 1998).

Pri naSem eksperimentalnem delu smo uporabili standardno metodo izolacije, katero je
objavila delovna skupina mikrobiologov IFU kot prvo standardno metodo za doloc¢anje
bakterij rodu Alicyclobacillus v sadnih sokovih (IFU, 2004). S primerjalnimi izvedbami
razlicnih postopkov standardne metode IFU smo zeleli v razli¢nih naravno kontaminiranih
vzorcih Zivil dolo¢iti optimalen postopek dolocitve bakterij rodu Alicyclobacillus.
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1.1 CILJNALOGE

Cilj naloge je bil izolirati in identificirati bakterije rodu Alicyclobacillus iz razli¢nih
naravno kontaminiranih vzorcev sladkorja in izvirske vode z okusom. Pri tem smo zeleli
dolociti optimalen postopek priprave zivila za izolacijo teh bakterij ter dolo€iti najbolj
ucinkovit postopek izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na cilj naloge smo postavili naslednje hipoteze:

- Predvidevali smo, da bodo v vzorcih sladkorja in izvirske vode z okusom prisotne
bakterije rodu Alicyclobacillus.

- Prav tako smo predvidevali, da bodo razli¢ne izvedbe standardne metode (IFU, 2004)
razlicno ucinkovite za izolacijo in identifikacijo posameznih vrst bakterij rodu
Alicyclobacillus.

- Pric¢akovali smo, da bomo s standardno metodo (IFU, 2004) z obogatitvijo dolo¢ili
vecje Stevilo vzorcev zivil v katerih bodo prisotne bakterije rodu Alicyclobacillus,
kakor s standardno metodo brez obogatitve.

- Poleg tega smo predvidevali, da bodo rezultati identifikacije bakterij doprinesli k
boljSemu poznavanju njihove razsirjenosti v zivilih, saj pri pregledu literature tovrstnih
raziskav pri nas nismo zasledili.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJE RODU Alicyclobacillus

Nedolgo nazaj je veljalo prepricanje, da bakterijske spore ne morejo kaliti v vegetativne
celice, le-te pa se ne morejo razmnozevati v tako kislem okolju, kot so na primer sadni
sokovi (Splittstoesser in sod., 1994). Zato so dolgo Casa za krivce kvarjenja zivil z nizjim
pH veljale kvasovke, plesni in nekatere nesporogene bakterije. Vieira in sodelavci (2002)
so dokazali, da je bila pasterizacija dovolj ucinkovita, da je unicila te mikroorganizme,
vendar premalo uc¢inkovita da bi unicila spore bakterij Alicyclobacillus.

2.1.1 Zgodovina odkritij bakterij rodu Alicyclobacillus

Leta 1967 sta raziskovalca Uchino in Doi porocala o prvi izolaciji aerobnih sporogenih
bakterij iz termalnega izvira na Japonskem. Izolat sta objavila kot novo vrsto, saj naj bi
bila sorodna bakterijam vrste Bacillus coagulans (Darland in Brock, 1971). Vendar pa
danes taksonomska uvrstitev teh bakterij ni mogoca, ker izolati niso bili shranjeni. Opis
njihovih morfoloskih, fizioloskih in biokemijskih lastnosti je podoben bakterijam, ki jih
danes imenujemo bakterije rodu Alicyclobacillus, zato do dandanes to velja kot prva
izolacija teh bakterij (Wisotzkey in sod., 1992).

Nekaj let kasneje (1971) sta Darland in Brock izolirala iz vzorcev zemlje in vode bakterije
s podobnimi lastnostmi kot sta jih predhodno izolirala Uchino in Doi. Glede na
taksonomske lastnosti sta izolat uvrstila v vrsto Bacillus acidocaldarius. Bakterije so poleg
svojih termofilnih in acidofilnih lastnosti v celicni membrani vsebovale hapanoide, ki
delujejo na podoben nacin kot steroli in sluzijo za stabilizacijo celicnih membran ter
enkratne alicikli¢ne kon¢ne skupine v svojih maScobnih kislinah, katere so jih razlikovale
od drugih vrst bakterij rodu Bacillus. Te znacilne w-cikloheksilne mascobne kisline so
sestavni del njihovih esencialnih mascobnih kislin. Ker so bili izolati izolirani iz termalnih
in kislih okolij, je veljalo prepricanje, da bodo vrste rodu Bacillus, ki vsebujejo ®-
cikloheksilne mascobne kisline, strogo omejene na ta okolja (Darland in Brock, 1971).

Cerny in sodelavci so leta 1984 prvi porocali o izolaciji bakterij z w-cikloheksilnimi
mascobnimi kislinam iz ne-termalnega okolja. Te bakterije so izolirali iz pokvarjenega
jabol¢nega soka in predvideli, da so povzrocile kvarjenje. Hippchen in sodelavci so ze leta
1981 izoliral bakterije iz zemlje, ki niso bili iz kislega okolja in termofilni, pa vendarle z
zelo podobnimi lastnostmi kot jih je imel eden od Cernyjevih izolatov iz jabol¢nega soka
(Hippchen in sod., 1981; Cerny in sod., 1984; Chang in Kang, 2004).

Deinhard in sodelavci so leta 1987 dokon¢éno dolocili razmerje med w-hikloheksilnimi
mascobnimi kislinam, ki jih imajo izolati rodu Bacillus. Opravili so fizioloske in
biokemic¢ne preiskave 13 termofilnih in v kislem okolju zivecih vrst rodu Bacillus,
vkljuéno z izolati iz zemlje (Hippchen in sod., 1981) in izolatom iz pokvarjenega
jabol¢nega soka. Rezultati so pokazali, da ima ena vrsta rodu Bacillus specificne © —
cikloheksilne mascobne kisline in hapanoide ter da je ta specifictna za vrsto Bacillus
acidocaldarius. Vendar so se izolati iz zemlje in pokvarjenega jabol¢nega soka razlikovali
po izkorisc¢anju razli¢nih virov ogljika in so izvirali iz drugacnih okolij, zato so predlagali
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novo vrsto. Poimenovali so jo Bacillus acidoterrestris, saj so bili ti izolati iz kislega okolja
in izolirani iz zemlje. Razlika med vrstama Bacillus acidocaldarius in Bacillus
acidoterrestris je v fermentaciji, saj bakterije vrste Bacillus acidoterrestris lahko
izkoris¢ajo eritrol, sorbitol in ksilitol, medtem ko jih bakterije vrste Bacillus
acidocaldarius ne morejo (Deinhard in sod., 1987a).

Prav tako so v drugih raziskavah Deinhard in sodelavci (1987b) pri bakterijah ugotovili
posebne o — alicikliéne mascobne kisline, torej @ — cikloheptilne mascobne kisline. Ker so
se ti izolati razlikovali od prvih dveh (Bacillus acidocaldarius, Bacillus acidoterrestris), so
jih poimenovali bakterije vrste Bacillus cycloheptanicus. Bakterije vrste Bacillus
cycloheptanicus so imele tudi nekatere drugacne znacilnosti od bakterij vrst Bacillus
acidocaldarius in Bacillus acidoterrestris in sicer, da imajo v sestavi mascobnih kislin
metionin, izolevcin in pantotensko kislino. Hibridizacija DNA, pa je vendarle pokazala, da
je med njimi majhna sorodnost (Deinhard in sod., 1987b).

Leta 1992 so se raziskovalci Wisotzkey in sodelavci osredotocili na ustrezno taksonomsko
uvrstitev vrst Bacullus acidocaldarius, Bacillus acidoterrestris in Bacillus cycloheptanicus
tako, da so preiskali njihova zaporedja 16S rRNA. Ugotovili so, da je primerjava primarnih
sekvenc 16S rRNA, vrst Bacillus acidocaldarius in Bacillus acidoterrestris skoraj enaka
(98,9 %). Medtem ko je bila primarna sekvenca 16S rRNA pri bakterijiah vrste Bacillus
cycloheptanicus manj podobna. Zato so se odlo¢ili primerjati §e sekundarno strukturo 16S
rRNA, kjer so ugotovili, da so si vrste enake ali zelo podobne, vendar pa sekundarna
struktura 16S rRNA ni bila enaka strukturam drugih vrst rodu Bacillus. Predlagali so pre-
klasifikacijo in preimenovanje teh vrst v nov rod, tako so jih preimenovali v rod
Alicyclobacillus (Chang in Kang, 2004; Matsubara in sod., 2002).

Nato so v naslednjih letih sledile nove raziskave in leta 2000 so Albuquerque in sodelavci
prvi izolirali vrsto Alicyclobacillus hesperidium iz vulkanskih tal.

Leta 2002 so Goto in sodelavci iz zeliscnega Caja posuSenih cvetlic hibiskusa izolirali vrsto
Alicyclobacillus herbarius. Istega leta je Matsubara z sodelavci izolirali bakterije vrste
Alicyclobacillus acidiphilus iz kislih pijac.

Vse vrste rodu Alicyclobacillus so bile izolirane iz naravnih virov, prav tako iz termalne
vode in tal, kot iz pokvarjenega sadnega soka. Tako so leta 2003 Goto in sodelavci izolirali
nenavadno vrsto Alicyclobacillus. Med potekom mikrobioloskih raziskav so iz meSanega
sadnega soka, ki je vseboval svez pomarancni, jabol¢ni, mangov, ananasov in malinov sok
izolirali novo vrsto in jo poimenovali Alicyclobacillus pomorum. Ugotovili so Se, da vse
bakterije rodu Alicyclobacillus glede na 16S rRNA sekvecno analizo sodijo v eno
filogenetsko skupino in da vsebujejo w-alicikliéne mascobne kisline (w-cikloheksane ali »-
cikloheptine), kot pomembno sestavino celicne membrane (Goto in sod., 2003).

Prav tako so leta 2003 Tsuruoka in sodelavci izolirali novo vrsto rodu Alicyclobacillus.
Med izolacijo termostabilnih kolagenaz so iz tal izolirali acidofilne bakterije, ki so
proizvajale ekstracelularno termostabilno kolagenazo. Te bakterije so bile aerobne,
sporogene in so se po fizioloskih, kemo-taksonomskih in filogenetskih analizah zelo
priblizale bakterijam rodu Alicyclobacillus. Novo vrsto so poimenovali Alicyclobacillus
sendaiensis (Tsuruoka in sod., 2003)
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Leta 2004 so Simbahan in sodelavci izolirali iz geotermalnega izvira Coso Hot Springs v
Kaliforniji vrsto Alicyclobacillus vulcanalis (Simbahan in sod., 2004).

Danes poznamo 18 razli¢nih vrst rodu Alicyclobacillus (A. acidiphilus, A. acidocaldarius,
A. acidoterrestris, A. contaminans, A. cycloheptanicus, A. disulfidooxydans, A. fastidiosus,
A. herbarius, A. hesperidum, A. kakegawensis, A. macrosporangiidus, A. pohliae, A.
pomorum, A. sacchari, A. sendaiensis, A. shizuokensis, A. tolerans, A. vulcanalis).
Izolirane so bile iz zemlje, pokvarjenih sokov ali drugih ekstremnih okolij (Imperio in sod.,
2008).

2.2 MORFOLOSKE LASTNOSTI BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus

Morfoloske lastnosti mikroorganizma so pomembne pri njegovi identifikaciji in
klasifikaciji. Morfoloske znacilnosti mikroorganizmov proucujemo na dveh nivojih in sicer
na makromorfoloskem nivoju (strukture, ki jih obicajno vidimo s prostim ocesom, npr.:
kolonije) in na mikromorfoloskem nivoju (strukture, ki jih obicajno ne vidimo s prostim
o¢esom, npr.: oblika celic, spore).

2.2.1 Makromorfoloske lastnosti

Makromorfoloske strukture in lastnosti kolonij vefinoma vidimo s prostim oc¢esom.
Makromorfoloske lastnosti opredeljuje velikost, barva, oblika, povrSina, prerez, ¢vrstost
kolonije (Prescott in sod., 2002). Glede na obliko lo¢imo tockaste, pravilne okrogle,
rizoidne, nepravilne in nitaste kolonije (slika 1). Glede na rob kolonije lo¢imo kolonije z
gladkim ali nakodranim robom. Povr$ina kolonij je lahko gladka ali hrapava. Prerez
kolonije je lahko ploscat, dvignjen, izbokel, ali pa copkasto dvignjen. Glede na Cvrstost pa
lo¢imo: krhke, trde, mazave, sluzaste kolonije. Makromorfoloske lastnosti lahko
uporabimo pri identifikaciji mikroorganizmov.

OBLIKA *Le ‘ ‘ *
KOLOSN
TOCEAST PRAVILNG . NITASTA  NEPRAVILNA RIZOIDNA  LEDVECASTA
OKROGLA
KOLONLY
PLOSCAT RAVEN IZBOKEL COPKASTO
DVIGNIEN
VALOVLT NAGUBAN ZAGAST ;

Slika 1: Makromorfoloske lastnosti kolonij (Prescott in sod., 2002)
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Morfologija kolonij bakterij rodu Alicyclobacillus se lahko razlikuje odvisno od seva,
vendar pa so v splosnem kolonije okrogle oblike (preglednica 1). Velikost je odvisna od
gojis¢a, na primer na gojis¢u YSG (angl. Yeast Starch Glucose Agar) dosezejo premer od 2
do 5 mm (lahko tudi ve€) pri optimalni temperaturi. Kolonije so bele do bez barve in s
starostjo postanejo rahlo temnejse. Rast pod povrsino gojis¢a je omejena na priblizno 0,5-1
mm, zaradi nizke koncentracije kisika (Goto, 2007a).

Preglednica 1: MakromorfoloSke lastnosti kolonij bakterij rodu Alicyclobacillus

VRSTA LA%T];\IIJ?I?S K%LONUE PREMER
BARVA o (rod, VIR
izbocenost, odsev) (mm)
. . Pravilno okrogel, raven . .
A. acidocaldarius | |\¢ Pigmentiran, kremasto | i ien “oladek, 1,0-2,0 | Wisowzkeyin
rumen . sod., 1992
nepravilen rob
S Matsubara in
A. acidiphilus Kremasto bel, neprozoren Okrogel, gladek 1.1-3.8 sod., 2002
Kremasto bel do Walls in
A. acidoterrestris rumenkast, prosojen do Okrogel 3,0-5,0 Chuyate, 1998
neprozoren
A. cycloheptanicus | Kremasto bel, neprozoren | Okrogel, majhen, gladek NR V\glosgtzi(;gzm
. . . Albuquerque in
A. hesperidum Ne pigmentiran NR 1.0-2,0 sod.. 2000
A. herbarius Ne pigmentiran Pravilno okrogel 2,0-3,0 Gotcz)(;r(;zs od,
. . . Albuquerque in
A. mali Ne pigmentiran NR 1,0-2,0 sod.. 2000
N . Pravilno okrogel, Tsuruoka in
A. sendaiensis Bel in polprozoren dvignjen 1,0 sod., 2003
A. pomorum Ne pigmentiran Pravilno okrogel 3,0—4,0 Got(2)(1)183s od,
. L Simbahan in
A. vulcanalis Polprozoren do bel Dvignjen 1,0 sod., 2004
A Karavaiko in
disulfidooxidans NR NR NR sod., 2005
Karavaiko in
A. tolerans NR NR 0,3-0,5 sod., 2005
A fastidiosus Ne pigmentiran, kremsto Pravilno okrogel, cel, 3.0-40
bel, neprozoren raven
A. sacchari Ne pigmentiran, kremasto Prvavﬂno okrogel,. cel, 3.0-5.0
bel Copkasto dvignjen
A. Ne pigmentiran, kremasto Pravilno okrogel, cel,
. S 2,0-4,0 .
macrosporangidus bel, neprozoren dvignjen Goto in sod.,
. i i . 200
A. contaminans Ne pigmentiran, kremasto Pravilno okrogel, cel 3,0-5,0 7
bel, neprozoren
A. kakegawaensis Ne pigmentiran, kremasto | Pravilno okrf)fgel, gladek, 2.0-3.0
bel, neprozoren ploscat
A shizuokaensis Nepigmentiran, kremasto | Pravilno okrogel, gladek, 1.0-2.0

bel, neprozoren

dvignjen

Legenda: NR- ni podatka
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2.2.2 Mikromorfoloske lastnosti

Mikromorfoloskih lastnosti bakterij (posameznih celic) s prostim ofesom ne moremo
opazovati. Oblika posamezne bakterijske celice je lahko razlicna: kok, palcka, vibrio,
spiril, spiroheta. V tekofem gojis¢u lahko mikrobne celice po celi¢ni delitvi ostanejo
povezane v obliki verizic ali poliedrov (monokoki, diplokoki, tetrakoki, sarcine,
streptokoki) (Prescott in sod., 2002).

Vegetativne celice bakterij rodu Alicyclobacillus so po obliki pal¢ke z terminalno ali
subterminalno endosporo. Palcke so Siroke priblizno od 0,7 pm do 1 pm in 3 do 5 pm
dolge. Formacija celic v verizice je zelo redka in gibljivost je Sibka. Celice so
grampozitivne v zaCetni fazi gojenja in postanejo gramnegativne ali gramvariabilne na
koncu gojenja. To dejstvo so tudi potrdili z uporabo metode Ryu E, kjer so se celice
obarvale grampozitivno pri mlaj$ih kulturah in gramnegativno pri starejsSih kulturah (Goto,
2007a).

2.2.2.1 Barvanje po Gramu

Barvanje po Gramu je diferencialno barvanje, s katerim razlikujemo dva tipa bakterijskih
celic, grampozitivne in gramnegativne bakterije. Metoda, ki jo je zasnoval danski
bakteriolog Hans Christian Gram (1884), je ena najpomembnej$ih tehnik barvanja v
mikrobiologiji. Z njo skoraj vedno pricnemo identifikacijo bakterij. Barvanje temelji na
razlikah v celicnih stenah bakterij: stene grampozitivnih bakterij imajo vecjo vsebnost
peptidoglikana in manjSo vsebnost lipidov kot gramnegativne bakterije.

Primarno barvilo je kristal vijolicno, ki ga lahko nadomestimo tudi z metilenskim
modrilom. Sledi dodatek joda, ki s primarnim barvilom tvori slabo topne kristale. Preparat
nato razbarvamo z etanolom ali acetonom, ki raztopita lipidni dvosloj v gramnegativnih
celicah in pospesita spiranje barvila iz teh celic. Hkrati povzrocita dehidracijo celi¢ne stene
grampozitivnih celic, posledi¢no zaprtje por in upocasnjeno spiranje. Cas spiranja je zato
za uspeSno izvedbo barvanja bistvenega pomena. Po razbarvanju dodamo kontrastno
barvilo safranin, (bazi¢ni fuksin), ki obarva celice, ki so se pred tem razbarvale in na
konénem preparatu sicer ne bi bile vidne. Shema barvanja po Gramu je prikazana na sliki
2.

Grampozitivne celice so obarvane temno modro-vijoli¢no. Gramnegativne pa roznato. Na
preparatu opazujemo tudi obliko celic, velikost celic, formacijo celic in morebitne
posebnosti (vkljucki, spore) (Tortura, 2010).
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) safranin, 30s h) speremo = vodo

i) posuiimo

Slika 2: Postopek barvanja po Gramu (Prescott in Harley, 2002)

2.2.2.2 Barvanje po Schaeffer — Fultonu

Bakterije rodov Alicyclobacillus, Bacillus in Clostridium so sposobne preziveti v
neugodnih okoljih, zato ker imajo zelo odporne strukture, ki jih imenujemo endospore.
Endospore so okrogle do elipsaste oblike in bodisi manjse ali vecje od bakterijske celice.
Lahko imajo znacilen polozaj torej so lahko centralne, subterminalne ali terminalne
(Prescott in sod., 2002).

Za mikroskopsko locitev endospor in bakterijskih vegetativnih celic lahko uporabljamo
barvanje po Schaeffer-Fultonu (slika 3). Primarno barvilo, malahitno zelenilo, na
fiksiranem razmazu segrevamo zato, da barvilo lahko prodre skozi relativno nepropustne
ovojnice spore. Malahitno zelenilo se veze tudi na vegetativne celice, vendar se ob spiranju
z vodo iz celic tudi izpere in celice so po barvanju z malahit zelenilom brezbarvne. Za
vecji kontrast celice barvamo Se s safraninom, ki se veZe le na vegetativne celice in so zato
rdeCe obarvane (Prescott in Harley, 2002).
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¢) posusimo

Slika 3: Postopek barvanja po Schaeffer — Fultonu (Prescott in Harley, 2002)

2.3 EKOLOSKE LASTNOSTI BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus

Poreklo bakterij rodu Alicyclobacillus je mogoce razdeliti v dve splo$ni skupini, ena so
kisli izviri tople vode, druga pa je zemlja. Od osemnajstih vrst bakterij rodu
Alicyclobacillus, so bakterije vrste Alicyclobacillus acidocaldarius odkrili v kislem
termalnem okolju (Chang in Kang, 2004).

Hiraishi in sodelavci (1997) so bili uspesni pri izolaciji bakterij Alicyclobacillus iz toplih
vrelcev na Japonskem, medtem ko pa so druge vrste izolirane iz tal in ne zahtevajo izredno
kislega okolja in visoke temperature za prezivetje. Torej glavni vir teh bakterij je zemlja.
Ugotovljeno je bilo, da kvar sadnih sokov pogosto povzroca kontaminirano sveze sadje,
katerega so slabo oprali pred proizvodnjo in je bil med obiranjem v stiku z zemljo.

Bakterije rodu Alicyclobacillus lahko rastejo v temperaturnem obmod¢ju od 20 °C do 70 °C,
z optimalno temperaturo med 40 °C in 60 °C, ter pri pH od 2,0 — 6,0, z optimalnim pH med
3,5 — 4,5 (preglednica 2). Rast teh bakterij je zmanjSana pri temperaturi in vrednosti pH
zunaj optimalnega razpona. Ceprav so striktno aerobni, lahko ti organizmi prezivijo v
mikroaerofilnih razmerah, vendar pa je rast inhibirana pri odsotnosti kisika (Goto, 2007a).
V preglednici 2 so za posamezno vrsto bakterij rodu Alicyclobacillus zbrani podatki o
temperaturi in kislosti okolja, kjer te bakterije rastejo.
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Preglednica 2: Temperatura in pH za rast bakterij rodu Alicyclobacillus

VRSTA Temperatura (°C) pH _
Obmogje rasti | Optimalna Obmogje Optimalen Vir
rasti
. . Goto in sod.,
A. acidocaldarius 35-170 60 — 65 2,5-6,0 3,5-4,5 2006
S Matsubara in
A. acidiphilus 20 - 55 50 2,5-55 3,0 sod.. 2002
A. acidoterrestris 20 - 55 40 - 50 3,0-6,0 3,5-4,0 Goto in sod,,
2007a
A. cycloheptanicus 40-53 48 3-55 35-45 Chan%gfang’
. Albuquerque in
A. hesperidum 35-60 50-53 2,0-6,0 3,5-4,0 sod., 2000
A. herbarius 35-65 5560 3-6 455 | ChanginKang,
2004
. Matsubara in
A. mali 35-65 50 2,0-5,5 4,0-5,0 sod., 2002
. Tsuruoka in
A. sendaiensis 40 - 65 55 2,5-6,5 5,5 sod., 2003
A. pomorum 30 - 60 4550 3,0- 6,0 40-45 Gm%‘&;"d"
. Simbahan in
A. vulcanalis 35-65 55 2,0-6,0 4,0 sod.. 2004
A. disulfidooxidans 440 35 0,5-6,0 1,5-25 Goto in sod.,
A. tolerans <20-55 37-42 1,5-5,0 2,5-2,7 2007a
A. fastidiosus 20— 55 40 — 45 2,0-5,5 4,0-45
A. sacchari 30-55 45 -50 2,0-6,0 4,0-45
A. macrosporangidus 35-60 50 - 55 3,0-6,5 4,0-4,5 Goto in sod.,
A. contaminans 35-60 50— 55 3,0-6,5 4,0-4,5 2007
A. kakegawaensis 40 — 60 50 - 55 3,0-6,5 4,0-4,5
A. shizuokaensis 35-60 45-50 3,0-6,5 4,0-4,5

2.4 FIZIOLOSKE LASTNOSTI BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus

Bakterije rodu Alicyclobacillus zelo dobro presnavljajo sladkorje in proizvajajo kisline. Od
vrste je odvisna presnova sladkorjev, saj so med vrstami precejSnje razlike. Pri
metabolizmu sladkorjev ne tvorijo plinov. Prisotnost soli, organskih kislin, polifenolov in
alkoholov, v dolo¢enih koncentracijah lahko zavira rast bakterij rodu Alicyclobacillus.
Vendar, pa so nekateri sevi znani po tem da posedujejo odpornost na te zaviralne snovi.

(Goto, 2007a).

V preglednici 3 so prikazane nekatere biokemijske lastnosti posameznih vrst bakterij rodu

Alicyclobacillus.
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Preglednica 3: Biokemijske lastnosti bakterij rodu Alicyclobacillus (Imperio in sod., 2008; Goto in
sod., 2003; Matsubara in sod., 2002)

° BAKTERIJE RODU ALICYCLOBACILLUS

<

se w E

g3 5 2 3 (%) 2 2 2 L2 2
EE |s|lzs|e|8|E|5|8|=|c|s|E|s|&|s|cs|s|E|5 |3
s |8|ls|2|s|le|lg|z|8|ls|2|E|3|8|g|8|=2|8|= |5
] 2Els|l=e|ls|ls|&|<|g]|=2|=>|g|€|35]|2%8 15| < 2
@ 2 S| 8 || 3| <|< < | < < |Z|=<|Z|8]|%|2Z < | =
55 << < < <|E <
©n <<

GLY + + + - + + + + + + - - + + - - A +
ERY - + - - - - - - - - - - \4 - - - - - -
DARA - - + + + - - - - - - + + + - - + W +
LARA + + + - + + + - + + + + + + + + W +
RIB + + + + + + - + + + + + + + + + + +
DXYL + + + + + - + - + + + + + + + + + +
LXYL - - - + - - - - - - - + |+ - + |+ + +
ADO - + - - -

MDX - - - - - - + - - + - - NR | NR
GAL + + + + + + + - + + + + + + + + + -
GLU + + + + + + + + + + + + + + + + + +
FRU + + + + + + + + + + + + + + + + -
MNE + + + + + + + + + + + + + + + -
SBE - - + + - - - - + - v - + + - - + + +
RHA + + - + + - - - - - v + + + + - + - -
DUL - - - - -

INO - + - + - - + - - + - + \ - - - + - -
MAN + + - + + + + + + + + + - + + - + -
SOR - + + + - + - - - - - - + + - - - - +
MDM - - . . + - - - - - - - + + - - - NR | NR
MDG + + + - + - - + + + - - + - + - W + +
NAG - - - - -

AMY - - - - + - - + - - - + - - - - + +
ARB + + + - + - + - + + - + - + + W - -
ESC + - + + + - - + - + - + + - + + + +
SAL - + + - + + + + + - v - + + + + W - -
CEL + + + - + + + - + + - + - + + + - +
MAL + + + - + + + + + - + + + + + W +
LAC + + + - + + - + - - v - + + + - + W -
MEL + - - - + - - - - + - + - - + + + - +
SAC + + + - + + + + + + - + + + + + + +
TRE + + + - + + + + + + + + + + + W + -
INU - - - - - - - - - + - - NR | NR
MLZ - - - - + - - - - - - - \4 - + - W + +
RAF + - + - + - - + - + - + - - + - W +
AMD - - - - - + + + - - - - + -

GLYG + - - - - + + + - + - - - - + - + + +
XLT - + + - - - - - - - - - + + - - - NR | NR
GEN - + + + + - - - - - v - + + + + + | NR | NR
TUR + + + - + - - + + + - - + - + - + W -
LYX - - - + - - - - - - + + + - - + NR NR
TAG + - - + - - - + - ) + | Vv - - - + W +
DFRUC | - - - - + - - - - - + - - - - + - +
LFRUC - - - + - - - - + [ NR [ NR
DARL - + - - - - - - - + + - - - NR | NR
LARL - - - - -

GNT + + + + + - -

2KG - - - - -

5KG - - - + + - - + + - - - - - - + + +

Legenda: GLY=Glicerol, ERY=Eritritol, DARA=D-Arabinoza, LARA=L-Arabinoza, RIB=D-Riboza, DXYL=D-Ksiloza, LXYL=L-Ksiloza, ADO=D-
Adonitol, MDX=Metil-pD-ksilopiranozid, GAL=D-Galaktoza, GLU=D-Glukoza, FRU=D-Fruktoza, MNE=D-Manoza, SBE=L-Sorboza, RHA=L-
Ramnoza, DUL=Dulcitol, INO=Inositol, MAN= D-Manitol, SOR=D-Sorbitol, MDM=Metil-aD-manopiranozid, MDG=Metil-aD-glukopiranozid, NAG=N-
Acetilglukozamin, AMY=Amigdalin, ARB=Arbutin, ESC=Eskulin Zelezov citrat, SAL=Salicin, CEL=D-Celobioza, MAL=D-Maltoza, LAC=D-Laktoza,
MEL=D-Melibioza, SAC=D-Saharoza, TRE=D-Trehaloza, INU=Inulin, MLZ=D-Melecitoza, RAF=D-Rafinoza, AMD=Amidon, GLYG=Glikogen,
XLT=Ksilitol, GEN=Gentiobioza, TUR=D-Turanoza, LYX=D-Liksoza, TAG=D-Tagatoza, DFRUC=D-Fukoza, LFRUC=L-Fukoza, DARL=D-Arabitol,
LARL=L-Arabitol, GNT=Kalijev glukonat, 2KG=Kalijev-2-keto-glukonat, 5KG=Kalijev-5-keto-glukonat, + pozitivno, - negativno, V razli¢ni rezultati, NR
ni bilo reakcije, W slabo pozitiven
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2.5 BAKTERIJE RODU Alicyclobacillus V ZIVILIH

Zastopanost bakterij rodu Alicyclobacillus je v kislih izdelkih razmeroma visoka. Pinhatti
in sodelavci (1997) so ugotovili, da je pri 34 analiziranih komercialnih sadnih sokovih in
koncentratih kar 67 % izdelkov kontaminiranih z bakterijami rodu Alicyclobacillus.

Eiroa in sodelavci (1999) so ugotovili, da so bakterije rodu Alicyclobacillus razmeroma
razSirjene v koncentratih pomaran¢nega soka in kar 14,7 % vzorcev zgosCenih sokov
pomarance je vsebovalo spore bakterij rodu Alicyclobacillus. Borlinghaus in Engel (1997)
sta ugotovila visoko stopnjo pojavljanja bakterij rodu Alicyclobacillus v koncentratih
jabol¢nega soka, saj je kar 36 % vzorcev vsebovalo te bakterije (od 166 vzorcev).

Jensen (2000) je prav tako opravil Studijo s katero je dolocal pogostost bakterij rodu
Alicyclobacillus v avstralskih sadnih sokovih. Ugotovil je, da je od 85 testiranih
pomaranénih sokov kar 31 % vsebovalo bakterije vrste A. acidoterrestris in 41 % sokov je
vsebovalo bakterije vrste A. acidocaldarius. Od 64 analiziranih koncentratov jabol¢nega
soka pa je 12 % vzorcev vsebovalo bakterije vrste A. acidoterrestris in 7 % bakterije vrste
A. acidocaldarius.

Pogosta razloga za zavrnitev zivila zaradi kvara, ki ga povzrocCajo bakterije rodu
Alicyclobacillus, sta nesprejemljiv okus in/ali vonj. Vsako leto je vedno ve¢ pritozb
potroSnikov, zaradi priokusa in nestabilnosti sveZzih, predelanih ali pakiranih zivil. Glavni
nezeleni produkti, ki jih tvorijo bakterije rodu Alicyclobacillus, so proizvodnja gvajakola in
halofenolov, vklju¢no z 2,6-dibromofenolom (2,6-DMP) in 2,6-diklorofenolom (2,6-DCP).
Ceprav je gvajakol splosno sprejet kot prevladujoéi priokus, se 2,6-dibromofenola in 2,6-
diklorofenola ne sme spregledati (Chang in Kang, 2004).

Gvajakol je Ze dolgo poznan kot dober in slab priokus v razli¢nih Zivilih. Plinasti fenolni
vonj gvajakola je dobro uveljavljen in se uporablja kot sestavina sintetiCne arome pri
predelavi zivil. Gvajakol prispeva prazenim izdelkom znacilen vonj, kot sta to kava
Arabica in je¢menov slad, vendar pa je verjetno bolje poznan kot stranski vonj vina,
sadnega soka, ¢okoladnega sladoleda in vanilijevega jogurta. Simpson in sodelavci (1986)
so dolocili kvar v komercialnih vinih, ki je bil posledica nastanka gvajakola. V vinotocih
so ocenili, da je bilo v priblizno 20 % polnjenih steklenic z vinom prisoten gvajakol in
odkrili so, da obstajajo precejSnje razlike v koncentraciji gvajakola v steklenicah. O
dogodkih povezanih z gvajakolom so v zadnjih desetih letih porocali tudi proizvajalci
mlecnih idelkov. Gvajakol je bil obsezen vzrok za priokuse v cokoladnem sladoledu,
slas¢i¢arskih izdelkih in vanilijevem jogurtu. V vseh primerih je bil gvajakol,
mikrobioloskega izvora (Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Streptomyces setonii).
Ceprav je vonj zazelen pri dimljenih in praZenih Zivilih, gvajakol oddaja nezaZelen
senzori¢ni vonj v mnogih Zivilih (Chang in Kang, 2004).

Duong in Jensen (2000) sta porocala o redkih primerih kvara ledenih ¢ajev z okusom
jagodiCevja, povzroenega z strani bakterij rodu Alicyclobacillus. Kvarjenje se je odrazalo
v nezelenem vonju po zdravilih ali kemikalijah ne da bi se povecala motnost, tvorba plina
ali sedimenta. Duong in Jensen prav tako pripisujeta ta vonj prisotnosti gvajakola.
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2.6 STANDARDNA METODA DOLOCANJA BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus

Standardna metoda IFU (IFU, 2004) predpisuje reprezentativen vzorec, ki se ga toplotno
obdela s toplotnim Sokom pri 80 °C za 10 minut. Enak ucinek toplotnega Soka dosezemo s
segrevanjem pri 60 °C za 1 uro. Postopku sledi direktna nacepitev vzorca na gojisce ali
obogatitev. Metoda, navaja tudi filtracijo, vendar ta ni obvezen korak. Vzorec se filtrira
skozi filter z velikostjo por 0,45 um. Filtracijska membrana se nato asepti¢no prenese na
gojisc¢e K-agar, BAT ali YSG. Standardna metoda IFU priporoca, da se tezko ali ne
filtrirajoCe vzorce podvrze obogativeni metodi, katera vsebuje inkubacijo toplotno
obdelanih vzorcev pri 45 °C za 7 dni. Po postopku obogatitve sledi direktna nacepitev na
gojisce in inkubacija gojis¢ pri 45 °C za 3 do 5 dni.

Konvencionalna metoda identifikacije bakterij rodu Alicyclobacillus vsebuje standardne
biokemijske in morfoloske teste, ki ponavadi zahtevajo veliko casa za izvedbo in
zanesljivost izolacijskih postopkov (Chang in Kang, 2004).

2.6.1 Membranska filtracija

Membranska filtracija se pogosto uporablja za zbiranje mikroorganizmov iz razli¢nih vrst
vzorcev, vkljuéno s teko€inami in plini. Membranska filtracija se na primer uporablja pri
odkrivanju koliformnih bakterij, patogenih bakterij, gliv in virusov (Dutka, 1981).

Princip membranske filtracije je v tem, da zadrzi delce vecje od velikosti por
uporabljenega filtra. Ena glavnih prednosti membranske filtracije se nanasa na sposobnost,
da se testira vecja koli¢ina vzorca, namesto da bi bila omejena kot je pri nanasanju na trdo
gojis¢e. Membranska filtracija je standardna metoda za odkrivanje mikroorganizmov v
vzorcih, katere se lahko filtrira, kot so voda in pijace (Chang in Kang, 2004). Velikost por
je odvisna od gostote vzorca, katerega se filtrira. Za izolacijo bakterij in drugih
mikroorganizmov se uporabljajo filtri z velikostjo por 0,45 um (Millipore Corporation,
2001). Za stetje mikrobov z uporabo membranske filtracije se morajo vzorci filtrirati skozi
filter, kateri se nato nanese direktno na plosée s trdim gojis¢em ali v tekoce gojisce, ki
omogoca rast mikroorganizmov v Casu inkubacije (Pettipher in Osmundson, 2000).
Postopek je prikazan na sliki 4. Cas inkubacije se razlikuje glede na razli¢ne ciljne
mikroorganizme ter glede na izvor in uporabo medija za rast. Gojisca s filtri se obi¢ajno
inkubirajo od 18 ur in vse do nekaj tednov preden je opazna rast kolonij. V zgodnjih fazah
raziskovanja bakterij rodu Alicyclobacillus, so bile uporabljene konvencionalne metode
gojenja za ugotavljanje prisotnosti in Stevila mikroorganizmov (Chang in Kang, 2004).

Ze leta 1994 so uporabili membransko filtracijo za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus.
Splittstoesser in sodelavei (1994) so porocali, da pojavnost kontaminacije pijac z
bakterijami rodu Alicyclobacillus ni bila visoka. Bakterije so dolocili tako, da so filtrirali
vzorce pija¢ skozi filter z velikostjo por 0,45 pm. Albuquerque in sodelavci (2000) so
izolirali bakterije vrste A. hesperidum iz suspenzije zemlje s pomo¢jo GN-6 membranskega
filtra (velikost por 0,45 pm). Goto in sodelavci (2002) so izolirali bakterije vrste A.
herbarius prav tako s pomo¢jo membranske filtracije.
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Slika 4: Postopek kvantifikacije mikroorganizmov z uporabo membranske filtracije (Prescott in sod.,
2002)

Postopki izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus se ve¢inoma izvajajo z direktnim nanosom
vzorca na/v gojisce ali pa se tudi kombinirajo z membransko filtracijo (Splittstoesser in
sod., 1994; Albuquerque in sod., 2000; Goto in sod., 2002). Nekaj preiskav je
predpostavljalo, da se membranska filtracija uporablja za odstranitev bakterij
Alicyclobacillus iz izdelkov, kot del postopkov rutinske kontrole kvalitete sadnih sokov.
(Vieira in sod., 2002; Chang in Kang, 2004). Filtracija je bolj obcutljiva in ima nizjo mejo
detekcije kot direktna tehnika nanosa, ker se lahko vecja kolic¢ina vzorca prefiltrira skozi
filter (Chang in Kang, 2004; Lee in sod., 2007).

2.6.2 Test APIS50 CH

Testi API so standardizirane verzije obicajnih testov za identifikacijo bakterij druzine
Enterobacteriaceae in ostalih gramnegativnih bakterij. So pripravljeni za takoj$njo uporabo
in vsebujejo 49 standardnih biokemijskih testov.

Test API 50 CH je eden od postopkov, ki omogoca, da ocenimo fizioloske lastnosti nekega
organizma, kot so rast in metabolizem posameznega substrata vklju¢no z ogljikovimi
hidrati, polialkoholi, heterogenimi in uronskimi kislinami. Iz spremembe barve v
skledastem delu traku, je mogoce sklepati da gre za eno od prilagoditvenih, oksidativnih ali
fermentacijskih poti. Ker fermentacijski sistem API 50 CH vsebuje ve¢ vrst spojin, so
rezultati zelo koristni pri ocenjevanju lastnosti seva in pojasnjevanju svoje fizioloske
pripadnosti. Sistem sluzi tudi kot pomembno orodje pri identifikaciji bacilov (Nigatu,
2000).

Leta 1984 sta Logan in Berkeley prva uporabila test API 50 CH za identifikacijo velikega
Stevila sevov bakterij rodu Bacillus, ter dokazala, da so testi API bolj ponovljivi od
klasi¢nih biokemijskih testov. Boyd in sodelavci (2005) so s testi API 50 CH identificirali
97 sevov bakterij rodu Lactobacillus.

Albuquerque in sodelavci (2000) so prvi uporabili teste API 50 CH za identifikacijo 4
izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus, ter dolocili uporabo gojisca in indikatorja v sistemu



15
Herzenjak Stanko T. Izolacija in identifikacija bakterij rodu Alicyclobacillus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011

API. Goto in sodelavci (2006) so izolirali bakterije rodu Alicyclobacillus iz razli¢nih virov
(pomaranc¢ni sok, limonin sok, jabol¢ni sok, sok lubenice, koncentrati pomaranc). Dobili so
180 izolatov in jim s pomocjo testov API 50 CH dolocili biokemijski profil, ter jih tako
identificirali. Za identifikacijo izolatov s pomocjo API 50 CH testov se je odlocilo vec
raziskovalcev, tako so Goto in sodelavci (2007) identificirali 146 izolatov, Matsubara in
sodelavei (2002) 5 izolatov, Simbahan in sodelavci (2004) prav tako 5 izolatov, od
katerega je ena bila nova vrsta bakterij rodu Alicyclobacillus.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

3.1.1 Gojisca
3.1.1.1 Trdno gojis¢e BAT

14,5 g osnovnega gojis¢éa BAT (Merck, 1.07994.0500, Nemcija) smo raztopili v 500 ml
destilirane vode in nato 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Osnovni medij smo
ohladili na 45 — 50 °C, ter smo mu znizali pH na 4,0 z 1 M H,SO4 (Merck 1.00731.1000,
Nemcija). Vsebino smo dobro premesali in razlili na petrijevke po 15 ml.

3.1.1.2 Fizioloska raztopina

Zatehtali smo 3,4 g KH,PO, (Kemika, 1112408, Hrvaska) in ga raztopili v 100 ml
destilirane vode (pH =7,2). 1,25 ml tako pripravljene raztopine KH,PO,, smo razredcili v
1000 ml destilirane vode. Raztopino smo dobro premesali ter jo razlili v steklenice
ustreznih velikosti (500 ml fizioloSke raztopine v 1000 ml steklenico in 100 ml fizioloske
raztopine v 250 ml steklenico) in jih 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C.

3.1.1.3 Trdno gojisce Bacillus acidocaldarius (BAM)

Preglednica 4: Sestavine dela A gojis¢a BAM

Sestavine Koli¢ina (g/1) Sifra in proizvajalec
Kwvasni ekstrakt 1,00 412220, BioLife, Italija
An(l;rﬁi ?Zss(l;ifat 0,20 Zorka gabac, Makedonija

Magnezijev sulfat 0.50 1.05826.0500, Merck,
MgSO4 x 7 H,O ’ Nemcija
Kalcijev klorid 0.25 1.02382.0500, Merck,
CaCl, x 2 H,O ’ Nemcija
1112408, Kemika,

KH,PO4 0,60 Hrvagka

Destilirana voda 500 ml /
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Preglednica 5: Sestavine dela B gojis¢a BAM

Sestavine Koli¢ina (g/1) Sifra in proizvajalec
Glukoza 0705007, Kemika,
1,00 .
Hrvaska
Agar 20.00 4110302, BioLife, Italija
Destilirana voda 500 ml /

Obe sestavini, A in B, smo pripravili posebej ter ju 15 minut sterilizirali pri 121 °C. Nato
smo ju ohladili na 50 °C in zmesali v razmerju 1:1.

3.1.1.4 Tekoce gojisce Bacillus acidocaldarius (BAM)

Za pripravo tekoCega gojis¢a BAM smo uporabili enak postopek kot je opisan v tocki
3.1.1.3, le da pri delu B nismo dodali agarja.

3.1.1.5 Trdno gojisce Alicyclobacillus (AM)

Preglednica 6: Sestavine dela A gojis¢éa AM

Sestavine Kolicina (g/1) Sifra in proizvajalec
Kalcijev klorid 025 1.02382, Merck, Nemcija
CaCl, x 2 H,O ’
Magnezijev sulfat 0.50 1.05826.0500, Merck,
MgS0O,4 x 7 H,O ’ Nemcija
Amonijev sulfat 0.20 Zorka Sabac, Makedonija
(NH4)2SO4 ’
Kwvasni ekstrakt 2,00 412220, BioLife, Italija
Glukoza 0705007, Kemika,
5,00 .
Hrvaska
KH,PO4 1112408, Kemika,
3,00 .
Hrvaska
Destilirana voda
(teko& medij) 1000 ml /
Destilirana voda
(trden medij) 500 ml /
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Preglednica 7: Sestavine dela B (Mineralna raztopna SL — 6) gojis¢éa AM

Sestavine Koli¢ina (g/) Sifra in proizvajalec
ZnS0O4 x 7 H,0 0,10 1.08883.0500, Merck,
Nemcija
MnCl, x 4 H,O 0,03 13225, Kemika, Hrvaska
H;BO; 0,30 1.00165.0500, Merck,
Nemcija
CoCl; x 6 H,O 0,20 20,218-5, Sigma-Aldrich
Chemie, Nemcija
CuCl, x 2 H,0 0,01 22,178-3, Sigma-Aldrich
Chemie, Nem¢ija
NiCl, x 6 H,0 0,02 N-5756, Sigma, ZDA
Na,MoOy4 x 2 H,0 0,03 14189, Kemika, Hrvaska
Destilirana voda 1000 ml /

Preglednica 8: Sestavine dela C gojis¢éa AM

Sestavine Kolicina (g/1) Sifra in
proizvajalec
Agar 15,00 4110302, BioLife,
Italija
Destilirana voda 500 ml /

Vse tri sestave A, B in C smo pripravili vsako posebej v svoji steklenici. Sestavi A smo
znizali pH na 4,0 z 1M H,SO, pred sterilizacijo. Vse tri sestave smo sterilizirali 15 minut
pri 121 °C. Nato smo zmesali sestavo A in C, ter dodali Se 1 ml sestave B. Vse skupaj smo
razlili na petrijeve plosce. Za teko¢ medij (bujon) se uporabita samo sestavi A in B, se
pravi sestavi A smo dodali 1 ml sestave B. Ce pa je sev Alicyclobacillus cycloheptanicus,
potem dodamo kvasnega ekstrakta 5 g/L, namesto 2 g/L.

3.1.2 Tipski sevi bakterij

Pri delu smo za potrditev identifikacije neznanih izolatov uporabili tipske seve, ki so
prikazani v preglednici 9.

Preglednica 9: Tipski sevi bakterij rodu Alicyclobacillus

OZNAKA VRSTA SIFRA IN PRIZVAJALEC
ZMJ183 Alicyclobacillus acidocaldarius 446, DSMZ, Nemcija
/MJ184 Alicyclobacillus acidoterrestris 3922, DSMZ, Nem¢ija
ZMIJ185 Alicyclobacillus acidiphilus 14558, DSMZ, Nemc¢ija

3.1.3 Vzoreci zivil

Vzorci zivil za preiskave so bili sladkor (20 vzorcev) in izvirska voda z okusom (5
vzorcev). Vse vzorce smo dobili iz proizvodnje brezalkoholnih pija¢. V vzorcih smo na
razli¢ne nacine izvedli izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus.
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Vzorce sladkorja smo oznacili s Stevilkami od 1 do 20. Pri vzorcih izvirske vode z okusom
smo vzorce oznacili prav tako od 1 do 5.

Pri nasem delu smo za izolacijo uporabili razlicne izvedbe standardne metode (IFU, 2004)
in zato smo izolate oznacili glede na izvedbo izolacije. Tako smo izolate dobljene iz
sladkorja s standardno metodo IFU z obogatitvijo oznacili s Stevilko vzorca in Se s ¢rkama
a in b (paralelke), izolate dobljene iz sladkorja s standardno metodo IFU brez obogatitve
smo oznacili s crkama ¢ in d, izolate dobljene iz izvirske vode s standardno metodo IFU in
7 obogatitvijo brez segrevanja smo oznacili s ¢rko e in izolate dobljene iz izvirske vode z
okusom s standardno metodo IFU z obogatitvijo in s segrevanjem smo oznacili s ¢rko f. Na
primer izolat z oznako 1a, je vzorec Stevilka 1 in izolat iz prve paralelke.

3.1.4 Aparati
V preglednici 10 so zbrani aparati, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu.

Preglednica 10: Aparature, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu

APARAT OZNAKA PROIZVAJALEC
Avtoklav Tip 250 Sutjetska, Jugoslavija
Mikroskop BA210 Motic

Racunalnik in program za

slikanje mikroskopskih

preparatov

Inkubator 1 I-115C Kambic, Slovenija
Digitalna tehtnica PB 1502-S Mettler Toledo, Svica
pH — meter

Hladilnik LTH, Slovenija
Zmrzovalnik LTH, Slovenija
Inkubator 2 1-105CK Kambic, Slovenija
Stresalnik Vibriomix 314 EVT Tehtnica, Slovenija
Vodna kopel E7805028 Sutjeska, Jugoslavija

Poleg navedenih aparatur smo uporabljali Se: cepilne zanke, avtomatske pipete in nastavke
(Eppendorf, Nemcija), petrijeve plos¢e (Labortehnika Golias, Slovenija), laboratorijske
steklenice — 100 ml, 1000 ml (Duran, Nemcija), filter papirje, steklovino, plinski gorilnik,
parafilm (PM 992, American National Can), pincete in programsko opremo.

3.1.5 Material za identifikacijo

Test API 50 CH (Biomérieux, REF 50 430, Francija) so namenjeni identifikaciji bakterij
rodu Bacillus in sorodnih rodov. Testi API 50 CH so pripravljeni za takoj$njo uporabo in
vsebujejo 49 ogljikovih hidratov ter njihovih derivatov.

Za barvanje bakterijskih celic in spor je potrebno: objektno stekelce, raztopine: kristal
violet, lugol, alkohol, safranin, malahit zelenilo in voda.
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3.2 METODE
3.2.1 POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

Namen naSega dela je bil, da bi iz naravno kontaminiranih vzorcev sladkorja in vzorcev
izvirske vode z okusom, izolirali bakterije rodu Alicyclobacillus z vzporednimi razli¢nimi
izvedbami standardne metode IFU (IFU, 2004). Shema poskusa eksperimentalnega dela je
prikazana za vzorce sladkorja (A) in za vzorce izvirske vode z okusom (B) na sliki 5.

< <A> Vzorci sladkorja >
o !
Razli¢na teza ali bogatitev v gojis¢
volumen vzorca BAT

v
Toplotna

aktivacija

Membranska
filtracija

Izolacija na
0jis¢u BAT

Y A J

< - > < Izolacija na :
Identifikacija gojiééu BAT
v ! v v
- Izolacija na R
Identifikacija oiiéu BAT Identifikacija

Membranska
filtracija

Izolacija na
0jiS¢u BAT

]
Identifikacija

<<B> Vzorci vode z okusom

Membranska
filtracija

Toplotna
aktivacija

Membranska
filtracija

Toplotna

aktivacija

Y L

@Iacua na > Membranska bogatitev v gojis¢
gojiséu BAT filtracija BAT

v

Izolacija na Y - P
Identifikacija oiit&u BAT Izolacija na bogatitev v gojis¢
0jiS¢u BAT BAT

Y

Membranska
filtracija

A J

Identifikacija v
@ Identifikacija |Zq!€1ycua na
gojisSCu BAT

Identifikacija

j

Slika 5: Shema eksperimentalnega dela za vzorce sladkorja (A) in za vzorce izvirske vode z okusom (B)
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3.2.2 Izolacija bakterij rodu Alicyclobacillus po standardni metodi IFU

Metoda IFU dolocanja bakterij rodu Alicyclobacillus v sadnih sokovih je bila razvita s
strani IFU delovne skupine za Mikrobiologijo in temelji na uporabi gojis¢a K-agar v
kombinaciji z gojis¢em BAT ali gojis¢em YSG. Vzorce katere ni enostavno prefiltrirati se
nacepi direktno ali po obogatitvi. Vzorce katere lahko filtriramo, je potrebno analizirati s
pomocjo membranske filtracije. Razlikovanje temelji na tem, da bakterije rodu

.....

.....

nekateri sevi pa lahko rastejo pri pH 4 in temperaturi 65 °C (Yokota in sod., 2007).

3.2.2.1 Postopki izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev sladkorja

3.2.2.1.1 Standardna metoda IFU brez obogatitve

Pri standardni metodi (IFU, 2004) izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus smo v paralelkah
sterilno zatehtali vzorce sladkorja in sicer smo pri postopkih 1A in 1B zatehtali po 100 g in
pri postopkih 2A in 2B po 10 g sladkorja (slika 6). Nato smo asepti¢no dodali 500 ml
oziroma 90 ml fizioloske raztopine. Standardna metoda navaja le postopka 2A in 2B. Ker
smo domnevali, da je v vzorcih nizko Stevilo bakterij, smo povecali koli¢ino vzorca
(postopka 1A in 1B). Vse paralelke smo nato inkubirali 1 uro v vodni kopeli pri 60 °C.
Domnevali smo, da bo uc¢inek enak kot pri standardni metodi IFU kjer je inkubacija 10
minut pri 80 °C. Raztopine smo ohladili na 45 °C, vsebino smo dobro in pazljivo premesali
ter asepticno nacepili 0,1 ml suspenzije na gojis¢e BAT. Preostalo suspenzijo smo filtrirali
skozi filter (0,45 pum) in filter asepti¢no polozili na gojis¢e BAT. Gojis¢a BAT smo
inkubirali 3 — 5 dni v inkubatorju pri 45 °C. Vse kolonije, katere so zrasle na gojiscu BAT,
smo asepti¢no precepili na gojiS¢e PC ter soCasno na gojiS¢e BAT. Petrijevke smo
inkubirali v inkubatorju pri temperaturi 45 °C. Po inkubaciji smo pregledali petrijevke in
dolo¢ili rast. Ce je bila rast izolatov na gojiséu BAT in ni bilo rasti na gojis¢u PC smo
dobili izolate rodu Alicyclobacillus. Za dodatno potrditev rodu Alicyclobacillus smo iz
vseh vzorcev naredili Se mikroskopske preparate in jih barvali po Gramu in Schaeffer-
Fultonu.
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Inkubacija 3-

Slika 6: Postopki izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev sladkorja po standardni metodi
IFU (2004) brez obogatitve

3.2.2.1.2 Standardna metoda IFU z obogatitvijo

Pri izolaciji bakterij rodu Alicyclobacillus po standardni metodi IFU z obogatitvijo smo v
paralelkah asepti¢no zatehtali 10 g vzorca sladkorja in ga sterilno dodali k 90 ml tekocega
gojis¢a BAT (slika 7). Vse suspenzije smo inkubirali 5 dni v inkubatorju pri 45 °C. Po
inkubaciji smo suspenzijo dobro in pazljivo premesali in s cepilno zanko cepili na gojisce
BAT. Preostalo suspenzijo smo filtrirali skozi filter (0,45 um) in filter asepticno polozili na
gojisce BAT. Vsa gojis¢a smo nato inkubirali 3 dni v inkubatorju pri 45 °C. Po inkubaciji
smo vse kolonije precepili na gojis¢e PC ter na gojis¢e BAT in gojisca inkubirali v

.....
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rast na gojis¢u BAT in ni bilo rasti na gojis¢u PC, smo dobili kot izolat bakterije rodu
Alicyclobacillus. Za dodatno potrditev rodu smo iz vsakega vzorca Se naredili
mikroskopske preparate in jih barvali po Gramu in Schaeffer-Fultonu.

10 g sladkorja + 90 ml

tekoce gojisce BAT

Inkubacija
5 dni, 45 °C

Filter na
BAT

Inkubacija
3 dni, 45 °C

Inkubacija
3 dni, 45 °C

Postopek Postopek
3A 3B

Slika 7: Postopka izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev sladkorja po standardni metodi
IFU (2004) z obogatitvijo

3.2.2.2 Postopki izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev izvirske vode z
okusom

3.2.2.2.1 Standardna metoda IFU brez obogatitve

Pri standardni metodi IFU brez obogatitve smo preizkusili dve razlicici (slika 8) tako, da
smo vzorec izvirske vode z okusom analizirali brez toplotne aktivacije (postopek 4A) in s
toplotno aktivacijo (postopek 4B). Pri postopku 4A smo sterilno prefiltrirali 500 ml vzorca
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izvirske vode z okusom, skozi filter z velikostjo por 0,2 pm ter ga asepticno polozili na
gojisc¢e BAT. Nato smo gojis¢e inkubirali 3 — 5 dni v inkubatorju pri 45 °C. Kolonije smo

.....

v inkubatorju pri temperaturi 45 °C.

Pri postopku 4B smo 500 ml vzorca izvirske vode z okusom najprej segrevali eno uro v
vodni kopeli pri 60 °C. Po toplotni aktivaciji spor samo analizo nadaljevali enako kot v
postopku 4A.

Vzorec vode
500 ml

Vzorec vode
500 ml

A 4

Filtriranje 0,2 um Vodna kopel 60 °C,
1 uro

Filtriranje 0,2 pm

Filter
+ BAT

Inkubacija 3 — 5

Inkubacija 3 — 5

Postopek Postopek

Slika 8: Postopka =53 rij rodu Alicyclobacillus iz vzorcey =12 7z okusom po

standardni metodi IFU (2004) brez obogatitve

3.2.2.2.2 Standardna metoda IFU z obogatitvijo

Pri standardni metodi IFU z obogatitvijo smo preizkusili dve razlicici (slika 9) tako, da
smo vzorec izvirske vode z okusom analizirali brez toplotne aktivacije (postopek 5A) in z
toplotno aktivacijo (postopek 5B). Pri postopku 5A smo sterilno prefiltrirali 500 ml vzorca
izvirske vode z okusom, skozi filter z velikostjo por 0,2 pum ter ga asepti¢no prenesli v 20
ml tekoCega gojis¢a BAT. Po inkubaciji smo nato cepili 0,1 ml suspenzije na gojis¢e BAT

.....

BAT. Petrijevke smo inkubirali 3-5 dni v inkubatorju pri temperaturi 45 °C.
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Pri postopku 5B smo 500 ml vzorca izvirske vode z okusom najprej segrevali eno uro v
vodni kopeli pri 60 °C. Po toplotni aktivaciji spor smo analizo nadaljevali enako kot v

postopku SA.
N0 00 m
3

Vodna kopel (60

Inkubacija
3 dni pri 45 °C

Inkubacija

5 B o

Inkubacija
3 dni pri 45 °C

Inkubacija
3 dni pri 45 °C

Slika 9: Postopka izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev izvirske vode z okusom po
standardni metd obogatitvijo

Postopek Postopek
3.2.3 Identifikacija bakterij rodu Alicyclobacillus

Za identifikacijo bakterij rodu Alicyclobacillus smo dolocili morfoloske lastnosti, naredili
test rasti pri razli¢nih temperaturah in preverili biokemijske lastnosti.

3.2.3.1 Morfoloske lastnosti
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Dolocali smo naslednje makromorfoloske lastnosti: velikost kolonij, barvo kolonij, obliko
roba, izbocenost ali ploscatost in odsev kolonij.

Za dolocitev mikromorfoloskih lastnosti smo najprej morali pripraviti razmaze izolatov na
stekelcih. Nato smo jih barvali po Gramu in po Schaeffer — Fultonu.

Postopek barvanja po Gramu (Prescott in sod., 2002):

Razmaz smo fiksirali nad plamenom.

Preparat smo barvali s kristal vijoli¢cnim barvilom dve minuti.

Pod rahlim curkom vode smo preparat sprali.

Preparat smo barvali z lugolom dve minuti.

Preparat smo potopili v etanol (96 % alkohol).

Pod rahlim curkom vode smo preparat sprali.

Preparat smo obarvali s safraninom, 30 sekund.

Na koncu smo $e enkrat sprali pod rahlim curkom vode in preparat posusili.

PNAN R WD =

Postopek barvanja bakterijskih spor po Schaefferju in Fultonu (Prescott in sod., 2002):

1. Razmaz smo fiksirali nad ognjem.

2. Razmaz smo pokrili s papirnatno brisacko.

3. Preparat smo prelili s 5 % raztopino malahit zelenilo ter pustili 1 minuto, nato smo jo
segrevali 5 minut, ter sproti dodajali barvilo in pazili na to da barvilo ni zavrelo ali pa se
posusilo.

4. Preparat smo temeljito sprali pod rahlim curkom vode.

5. Preparat smo prelili z 0,5 % raztopino safranina in barvali 30 sekund.

6. Na koncu smo preparat Se enkrat sprali pod rahlim curkom vode in ga posusili.

Spore so se obarvale zeleno, celice pa rdece.

3.2.3.2 Metoda razli¢nih temperatur

Ta metoda temelji na dejstvu, da imajo bakterije vrste A. acidoterrestris v primerjavi z
drugimi vrstami istega rodu nizjo optimalno temperaturo rasti. Metoda omogoca v 24 urah
dolocitev vrste A. acidocaldarius in A. acidoterrestris (vklju¢no z vrsto A. acidiphilus in A.
hesperidum) (Goto, 2007b).

V primeru, da so na gojis¢u BAT zrastle kolonije, smo le — te precepili na dve petrijevi
plosci z gojis¢em BAT. Eno plos¢o smo 24 ur inkubirali pri 45 °C, eno pa pri 65 °C. Glede
na rast pri razlicnih temperaturah smo lahko okvirno dolo¢ili vrsto:

— rast kolonij pri 45 °C in ni rasti pri 65 °C, pomeni da gre za vrsto A. acidoterrestris,

— ni rasti pri 45 °C in rast kolonij pri 65 °C, pomeni da gre za vrsto A. acidocaldarius,

— rast pri obeh temperaturah pomeni, da sta v vzorcu obe vrsti A. acidoterrestris in A.
acidocaldarius,

— ni rasti pri obeh temperaturah pomeni, da v vzorcu ni vrst A. acidoterrestris in A.
acidocaldarius, ampak so v vzorcu bile prisotne druge vrste bakterij iz rodu
Alicyclobacillus. Pri tem je potrebno vedeti, da za vrste A. acidiphilus, A. cycloheptanicus,
A. hesperidum veljajo podobne znacilnosti kot za vrsto A. acidoterrestris.

3.2.3.3 Biokemijski testi
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Kot biokemijske teste smo za dolo€itev vrste uporabili teste API 50 CH. API 50 CH je
sestavljen iz 49 dehidriranih ogljikovih hidratov in njihovih derivatov (alkoholov,
polialkoholov, monosaharidov, disaharidov, polisaharidov, glikozidov, mineralov) ter 1
negativne kontrole (preglednica 11).

Preglednica 11: Sestava biokemijskih testov API 50 CH

TUBA OKRAJSAVA VSEBINA
0 / Kontrola
1 GLY Glicerol
2 ERY Eritritol
3 DARA D-Arabinoza
4 LARA L-Arabinoza
5 RIB D-Riboza
6 DXYL D-Ksiloza
7 LXYL L-Ksiloza
8 ADO D-Adonitol
9 MDX Metil-BD-ksilopiranozid
10 GAL D-Galaktoza
11 GLU D-Glukoza
12 FRU D-Fruktoza
13 MNE D-Manoza
14 SBE L-Sorboza
15 RHA L-Ramnoza
16 DUL Dulcitol
17 INO Inositol
18 MAN D-Manitol
19 SOR D-Sorbitol
20 MDM Metil-aD-manopiranozid
21 MDG Metil-aD-glukopiranozid
22 NAG N-Acetilglukozamin
23 AMY Amigdalin
24 ARB Arbutin
25 ESC Eskulin Zelezov citrat
26 SAL Salicin
27 CEL D-Celobioza
28 MAL D-Maltoza
29 LAC D-Laktoza
30 MEL D-Melibioza
31 SAC D-Saharoza
32 TRE D-Trehaloza
33 INU Inulin
34 MLZ D-Melecitoza
35 RAF D-Rafinoza
36 AMD Amidon
37 GLYG Glikogen
38 XLT Ksilitol
39 GEN Gentiobioza
40 TUR D-Turanoza
41 LYX D-Liksoza
42 TAG D-Tagatoza
43 DFRUC D-Fukoza
44 LFRUC L-Fukoza
45 DARL D-Arabitol
46 LARL L-Arabitol
47 GNT Kalijev glukonat
48 2KG Kalijev-2-keto-glukonat
49 SKG Kalijev-5-keto-glukonat

Priprava kulture:
Posamezen izolat smo cepili v gojis¢e BAM z indikatorjem brom fenol modro. Predhodno
smo izolat inkubirali 20 ur pri 45 °C ali 65 °C v gojis¢u AM.

Izvedba biokemijskih testov:
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20-urno kulturo smo prenesli v plos¢ico API 50 CH in inkubirali pri 45 °C in 65 °C, 24 do
48 ur. Inkubacijo na dveh razli¢nih temperaturah smo izvedli zato, ker so doloceni izolati
rasli le pri temperaturi 45 °C in drugi pri 65 °C. Rast bakterij in izkori$¢anje substratov se
kaze v spremembi barve, v naSem primeru iz modre v rumeno in se oznaci kot pozitivno
(+). Ce bakterije ne izkori§¢ajo substrata in po inkubaciji ni spremembe barve, se rezultat
oznaci kot negativno (-).

Identifikacija bakterijske vrste:

Rezultate, ki smo jih izrazili s pozitivno (+) in negativno (-) bi nato morali vnesti v
podatkovno bazo, katera ima za posamezne vrste znane rezultate, in s pomocjo
racunalniskega programa bi dolocili vrsto bakterij. Ker podatkovna baza ni vsebovala
podatkov za bakterije rodu Alicyclobacillus, smo podatke obdelali ro¢no glede na
literaturne podatke. Nato smo podatke vnesli v preglednico (preglednica 23) in izraCunali
najvecjo verjetnost identifikacije posamezne vrste.

Najvecjo verjetnost identifikacije posamezne vrste smo v nasem primeru dolocili na
sledec¢i nacin: najprej smo v literaturi poiskali podatke o fermentaciji razlicnih spojin za
doloceno vrsto. Nato smo primerjali nase podatke z literaturnimi, katerih je bilo doloceno
Stevilo in tako smo lahko izracunali koliko nasih rezultatov se je ujemalo z literaturnimi.
Tako smo za vsak posamezen izolat posebej racunali verjetnost za identifikacijo vec
razli¢nih vrst. UpoStevali smo tudi da doloc¢ene vrste ne rastejo pri doloCeni temperaturi v
naSem primeru pri 45 °C ali pri 65 °C. S pomocjo tega nam je bilo tudi laZje dologiti tiste vrste,
ki rastejo pri posameznih temperaturah.

Odstotek verjetnosti posamezne vrste smo preracunali po sledec¢i enacbi:

Stevilo rezultatov, ki soenaki literaturnim podatkom (xl)><

odstotek verjetnosti vrste X5 (%)= —— -
Stevilo literaturnih podatkov (*)

100 ...(1)

Podatke, ki smo jih dobili s testi API 50 CH, torej pozitivnih in negativnih rezultatov vseh
49 spojin, smo nato primerjali z literaturnimi podatki. Tako smo dobili §tevilo podatkov ki
so se ujemali z literaturnimi (x;). Te podatke (x;) smo nato delili z vsemi danimi podatki
iz literature (*) in tako dobili kot rezultat odstotek verjetnosti vrste (x3).

4 REZULTATI

Ceprav so bile razvite razliéne metode za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus, niso vse
enako ucinkovite. Vrsta gojis¢a, metoda nanosa in uporaba dodatnih postopkov, kot so na
primer membranska filtracija, toplotna aktivacija spor, lahko igrajo pomembno vlogo pri
ucinkovitosti metode za izolacijo in odkrivanje bakterij Alicyclobacillus iz razli¢nih Zzivil.
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Kot so Stevilne Studije pokazale je standardna metoda IFU, ki jo je razvila delovna skupina
mikrobiologov Mednarodnega zdruZenja proizvajalcev sadnih sokov (The Federation of
Fruit Juice Producers) najprimernejsa za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus (Witthuhn
in sod., 2011).

4.1 1ZOLACIJA BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus

Za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus smo uporabili standardno metodo IFU in 10
razli¢nih postopkov. Zeleli smo ugotoviti, kateri postopek je najbolj primeren za izolacijo.

4.1.1 MakromorfoloSke znacilnosti izolatov

Izolatom, ki smo jih dobili po postopkih 1B — izolacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz
vzorcev sladkorja po standardni metodi IFU brez obogatitve (preglednica 13), 3B —
izolacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev sladkorja po standardni metodi IFU z
obogatitvijo (preglednica 12), SA — izolacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev
izvirske vode z okusom po standardni metodi IFU z obogatitvijo brez predhodne toplotne
aktivacije (preglednica 14) in 5B — izolacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz vzorcev
izvirske vode z okusom po standardni metodi IFU z obogatitvijo z predhodno toplotno
aktivacijo (preglednica 15), smo najprej dolocili makromorfoloske znacilnosti na trdnem
gojis¢u BAT in sicer: barvo kolonij (krem, krem bela, krem rumena, krem prozorna, krem
rjava, krem rumeno prozorna), velikost kolonij (od 0,5 mm pa vse do 4 mm), obliko roba
kolonij (kolonije z ravnim robom, kolonije z nazobanim robom), izbocenost ali plo§catost
kolonij in odsev kolonij (svetlec ali ne svetlec, rahlo svetlec).

Preglednica 12: Makromorfolo$ke znacilnosti izolatov izoliranih iz vzorcev sladkorja s standardno
metodo IFU (2004) z obogatitvijo (postopek 3B)

OZNAKA LASTNOSTI KOLONIJE

I[ZOLATA BARVA VELIKOST ROB IZBOCENOST ODSEV
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(mm)
la krem bela od1,5do2 raven 1zbokel svetle
1b krem 0d0,5do 1,5 raven ploscata rahlo svetle¢
bel rob,
2a sredina od 1,5do 4 raven ploscata svetlec
rumena
2b krem od2do4 nazobcan ploscata svetle¢
3a krem do 3 nazobcan ploscata svetle¢
3b krem bela do 3 raven dvignjen svetle¢
Sa krem bela | nedolocljiva raven ploscata svetle¢
5b prlczzorna od1do3 raven dvignjen svetle¢
rem
6a krembela | 0d0,5do 1,5 raven ploscata svetleC
6b krem od1do3 nazobc¢an dvignjen svetle¢
7a krem do 4 nazobCan ploscCata svetle
7b krem do 0,5 nazobcCan 1zbokel svetleC
8a krem do 2 nazobCan ploscCata svetlec
8b krem do3 raven ploscata svetleC
10a krem od 1,5do 4 raven ploscCata svetlec
12b krem 0d 0,5do 3 nazobcan izbokel svetlec
rumena

Oznaka izolata je Stevilka izolata oziroma Stevilka vzorca npr.: Stevilka 1 je vzorec 1. Ker
pa smo vsak vzorec analizirali v paralelkah pomeni, da smo vzorcu dodali tudi oznake a in
b. Tako smo pri dobljenih izolatih iz vzorcev sladkorja, ki smo jih izolirali s pomocjo
standardne metode IFU z obogatitvijo dodali Stevilki vzorca a za vzorec paralelke 1 in b
vzorec druge paralelke.

Preglednica 13: Makromorfoloske znacilnosti izolatov izoliranih iz vzorcev sladkorja po standardni

metodi IFU (2004) brez obogatitve (postopek 1B)

| OZNAKA |

LASTNOSTI KOLONIJE
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IZOLATA .

BARVA VE%I;IEHC))ST ROB IZBOCENOST ODSEV
3d krem bela od1,5do3 raven izbokel svetle¢
4c krem 0d 0,5 do 2 nazobcan ploscata ne svetle¢

rumena
Sc krem od1do3 nazobcan izbokel svetle¢
prozorna
5d krem od2do4 nazobcan ploscata svetle¢
6¢ krem 0d0,5do 1 raven ploscata rahlo svetle¢
rumena
6d krem bela od3do4 raven izbokel ne svetle¢
7c krem od1do2)5 nazobcan 1zbokel svetle
7d krem od2do3 Nazobcan ploscata svetle¢
prozrna
9¢c krem 0d 0,5 do 2 raven ploscata svetle¢
rumena
9d krem bela od2do4 raven ploscata ne svetle¢
15¢ krem 0d0,5do 1 nazobcan 1zbokel rahlo svetle¢
prozorna

Pri izolatih iz vzorcev sladkorja, ki smo jih izolirali s pomoc¢jo standardne metode IFU brez
obogatitve (ve¢inoma smo dobili meSane kulture) smo dodali Stevilki vzorca oznako ¢ kot

paralelka 1 in oznako d kot druga paralelka.

Preglednica 14: Makromorfolo$ke znacilnosti izolatov izoliranih iz vzorcev izvirske vode z okusom po
standardni metodi IFU (2004) z obogatitvijo brez predhodnega segrevanja ( po postopku 5A)

LASTNOSTI KOLONIJE
OZNAKA T""BARvVA velikost ROB | IZBOCENOST | ODSEV
IZOLATA
(mm)
le rumeno do 0,5 raven izbokel svetlec
krem
prozorne
2e krem bela od1do3 nazobc¢an ploscata ne svetleCe
3e kremrjava | od0,5do 1 nazobcan izbokel svetle¢
4e krem 0d 0,5 do 4 nazobcan ploscata svetle¢
rumena
Se krem bela od2do3 nazobcan izbokel svetled

Pri izolatih iz vzorcev izvirske vode z okusom, smo dodali $tevilkam vzorcev oznaki e in f.
Oznaka e pomeni da vzorec ni bil predhodno segret, f pa da smo vzorce predhodno segreli.

Preglednica 15: Makromorfoloske znacilnosti izolatov izoliranih iz vzorcev izvirske vode z okusom s
standardno metodo IFU (2004) z obogatitvijo s predhodnim segrevanjem (po postopku SB)

| OZNAKA |

LASTNOSTI KOLONIJE
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IZOLATA BARVA VEEEESST ROB 1IZBOCENOST ODSEV

1f krem do 2 nazobcan ploscata svetle¢
prozorna

2f krem do1 raven ploscata svetle¢
rumena

3f krem od 0,5 do raven izbokel svetle
rumena 1,5

4f krem do 0,5 raven ploscata rahlo svetle¢
rumeno
prozorna

5t krem do 1 raven izbokel svetle¢
rumeno
prozorna

Makromorfoloske lastnosti izolatov iz preglednic 12-15 so znalilne za bakterije rodu
Alicyclobacillus, saj je barva kolonij krem bela ali krem rumena. Velikost kolonij se giblje
med 0,5 do 4 mm, kar se tudi ujema z literaturnimi podatki (preglednica 1). Rob kolonij je
vecinoma raven, kar se prav tako ujema z literaturnimi podatki.

4.1.2 Stevilo izolatov dobljenih po razli¢nih postopkih izolacije

Iz 20 vzorcev sladkorja smo dobili 11 izolatov izoliranih s standardno metodo IFU brez
obogatitve (po postopku 1B) in 16 izolatov izoliranih s standardno metodo IFU z
obogatitvijo (po postopku 3B). Iz vzorcev izvirske vode z okusom, smo dobili 5 izolatov
izoliranih s standardno metodo IFU z obogatitvijo brez predhodnega segrevanja (po
postopku 5A) in prav tako 5 izolatov izoliranih s standardno metodo IFU z obogatitvijo z
predhodnim segrevanjem (po postopku 5B). Pri postopkih 1A, 2A, 2B, 3A, 4A in 4B
nismo dobili izolatov (preglednica 16 in preglednica 17).

Preglednica 16: Stevilo izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus dobljenih po razli¢nih postopkih
izolacije iz vzorcev sladkorja

VZOREC | POSTOPEK
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[©)
E Stevilka vzorca Oznaka izolata 1A 1B 2A 2B 3A 3B
| la v
1b v
2a v
2 2 %
3a v
3 3b v
3d v
4 4¢ v
Sa v
5b v
> 5¢ v
5d v
6a v
6b v
6 6¢ v
6d v
_‘é 7a v
3 7 7o 4
©n 7c v
7d v
8a v
8 8b %
9¢ v
’ 9d %
10 10a v
11 /
12 12b v
13 /
14 /
15 15¢ v
16 /
17 /
18 /
19 /
20 /
ad 0 11 0 0 0 16

Legenda: 1A: 100 g vzorca, maticna raztopina, toplotna aktivacija spor, izolacija na gojis¢u BAT,
identifikacija; 1B: 100 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml,
izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija; 2A: 10 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor,
izolacija na gojiséu BAT, identifikacija; 2B: 10 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor,
membranska filtracija, izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija; 3A: 10 g vzorca, obogatitev v gojis¢u BAT,
izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija 3B: 10 g vzorca, obogatitev v gojis¢éu BAT, membranska filtracija,

izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija
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Preglednica 17: Stevilo izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus dobljenih po razli¢nih postopkih
izolacije iz vzorcev izvirske vode z okusom

VZOREC POSTOPEK
Stevilka vzorca Oznaka izolata 4A 4B 5A 5B
g 1 le v
2 1f v
Z 2 2e v
N 2f v
g 3 3e v
; 3f v
é 4 4e v
E af v
- 5 5e v
5f v
O 0 0 5 5

Legenda: 4A: 500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija; 4B: 500
ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml, izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija;
5A: 500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na gojiScu
BAT, identifikacija; 5B: 500 ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml, obogatitev v
g0jis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na gojis¢u BAT, identifikacija

4.2 IDENTIFIKACIJA IZOLATOV

Identifikacijo bakterij rodu Alicyclobacillus smo izvedli z analizo morfoloskih znacilnosti
celic in kolonij, s proucevanjem rasti v razlicnih razmerah (temperatura in pH) in z
biokemijskimi testi.

4.2.1 Mikromorfoloske lastnosti izolatov

Za identifikacijo izolatov smo dolocili mikromorfoloske lastnosti in zato smo uporabili
barvanje po Gram-u in barvanje po Schaeffer — Fulton-u. Mikromorfoloske znacilnost
bakterij rodu Alicyclobacillus so grampozitivne palcke enakih velikosti, ki imajo
endospore (priloga A-1, priloga A-2). Z barvanjem celic po Gram-u smo dolocili obliko in
velikost celic. Z barvanjem po Schaeffer — Fulton-u smo dolo¢ili spore (priloga B-1,
priloga B-2).

Preglednica 18: Mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev sladkorja s standardno
metodo IFU (2004) z obogatitvijo (po postopku 3B)
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OLATA | kULTURA | CELIC. | VEUKOST | poGrany | SPORE
la + palcke Vliﬁilf;t + +
Ib ¥ palcke | nake ¥ ¥
2a + palcke Vliﬁilf;t + +
2b + palcke V]iﬁil: ¢ + +
3a + palcke V]iﬁil: ¢ + +
3b " palcke | DIk " "
Sa + palcke VEeEil({)i ¢ + +
5b + palcke Vliﬁil:; ¢ + +
6a + palcke Viﬁilgi ¢ + +
6b ¥ palcke | rake ¥ ¥
7a + palcke Viﬁilf;t + +
7b + palcke V]iﬁil: ¢ + +
8a + palcke VEE?: ¢ + +
8b " palcke | DIk " "
10a + palcke V]Z{liil:; ¢ + +
12b + palcke V]Z{liil:; ¢ + +

V preglednici 18 so prikazane mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev
sladkorja s standardno metodo IFU z obogatitvijo (po postopku 3B). Lastnosti izolatov iz
preglednice 18 se ujemajo z literaturnimi podatki, saj so grampozitivni, imajo spore, so
enake velikosti in oblika celice je palcka.

Preglednica 19: Mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev sladkorja s standardno
metodo IFU (2004) brez obogatitve (po postopku 1B).
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OZNAKA CISTA OBLIKA REAKCIJA
IZOLATA | KULTURA CELIC VELIKOST PO GRAMU SPORE

. Pal¢ke in Razli¢na

3d Mesana Kifeljeki velikost * *

4c mesSana Palcke Ra;llcna + +
velikost
. Pal¢ke in Razli¢na

3¢ Mesana koki velikost - *
9 Pal¢ke in Razli¢na

5d Mesana koki velikost * *
« Paléke in Razli¢na

b Mesana Kifeljcki velikost i i

6d Masana Palcke Ra;hcna + +
velikost

7c MeSana Palcke Ra;hcna + +
velikost

7d MesSana Palcke Ra;hcna + +
velikost

9¢ MesSana Koki Ra;hcna + +
velikost

9d MeSana Palcke Ra;llcna + +
velikost
. Pal¢ke in Razli¢na

15 Mesana koki velikost * *

Preglednica 19 prikazuje rezultate mikromorfoloskih lastnosti izolatov izoliranih iz
vzorcev sladkorja s standardno metodo IFU brez obogatitve (po postopku 1B). Lastnosti
izolatov v preglednici 19 se delno ujemajo z literaturnimi podatki, saj je oblika celic
razlicna, palcke in koki, Ceprav so grampozitivni in imajo spore. Torej smo sklepali da so
to mesane kulture.

Preglednica 20: Mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorceyv izvirske vode z okusom s
standardno metodo IFU (2004) z obogatitvijo brez predhodnega segrevanja (po postopku SA).

I%%I\&I%z KSIIJST%/;A O(];ELLIEA VELIKOST | GRAM SPORE
le + R - :
2 + padke |0 - :
3 + packe | R - .
e + packe | R - .
Se + packe | e : .

Preglednica 20 prikazuje mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev izvirske
vode z okusom s standardno metodo IFU z obogatitvijo brez predhodnega segrevanja (po
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postopku 5A). Lastnosti izolatov iz preglednice 20 se ujemajo z literaturnimi podatki, saj
so grampozitivne palcke, imajo spore in po velikosti so enake.

Preglednica 21: Mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev izvirske vode z okusom s
standardno metodo IFU (2004) z obogatitvijo s predhodnim segrevanjem (po postopku 5B).

ZOLATA | KULTURA | CoLic | VELIKOST | GRAM | SPORE
> ’ palcke v]iﬁitﬁt i *

Preglednica 21 prikazuje mikromorfoloske lastnosti izolatov izoliranih iz vzorcev izvirske
vode z okusom s standardno metodo IFU z obogatitvijo s predhodnim segrevanjem (po
postopku 5B). Lastnosti izolatov iz preglednice 21 se prav tako ujemajo z literaturnimi
podatki, saj so izolati grampozitivne sporogene palCke enake velikosti.
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4.2.2 Rast izolatov pri razli¢nih temperaturah

Z metodo rasti pri razlicnih temperaturah, smo Zeleli dolo€iti bakterije vrste A.
acidocaldarius, saj metoda temelji na dejstvu, da imajo bakterije vrste A. acidoterrestris v
primerjavi z drugimi vrstami istega rodu nizjo optimalno temperaturo rasti. Tako smo v 24
urah lahko dolo¢ili vrste A. acidocaldarius in A. acidoterrestris (vklju¢no z vrsto A.
acidiphilus in A. hesperidum).

Preglednica 22: Identifikacija bakterij rodu Alicyclobacillus z dolo¢itvijo rasti na gojis¢u BAT pri
razli¢nih temperaturah

OZNAKA 1) o
IZOLATA RAST PRI 45 ~C RAST PRI 65 “C VRSTA

la raste ne raste A. acidoterrestris

1b raste ne raste A. acidoterrestris

2a raste ne raste A. acidoterrestris

2b raste ne raste A. acidoterrestris

3a raste ne raste A. acidoterrestris

3b raste ne raste A. acidoterrestris

Sa raste ne raste A. acidoterrestris

5b raste ne raste A. acidoterrestris

6a raste ne raste A. acidoterrestris

6b raste ne raste A. acidoterrestris

Ta raste ne raste A. acidoterrestris

7b raste ne raste A. acidoterrestris

8a raste ne raste A. acidoterrestris

8b raste ne raste A. acidoterrestris

10a raste ne raste A. acidoterrestris
12b raste ne raste A. acidoterrestris

3d raste ne raste A. acidoterrestris

4c raste ne raste A. acidoterrestris

5¢ raste ne raste A. acidoterrestris

5d raste ne raste A. acidoterrestris

6¢ raste ne raste A. acidoterrestris

6d raste ne raste A. acidoterrestris

7c raste ne raste A. acidoterrestris

7d raste ne raste A. acidoterrestris

9¢ raste ne raste A. acidoterrestris

9d raste ne raste A. acidoterrestris

15¢ raste ne raste A. acidoterrestris

le raste ne raste A. acidoterrestris

1f raste ne raste A. acidoterrestris

2e ne raste raste A. acidocaldarius

2f raste ne raste A. acidoterrestris

3e raste raste A. acidoterrestris / A. acidocaldarius *
3f raste raste A. acidoterrestris / A. acidocaldarius *
4e raste ne raste A. acidoterrestris

4f raste raste A. acidoterrestris / A. acidocaldarius*
Se ne raste raste A. acidocaldarius

5f raste raste A. acidoterrestris / A. acidocaldarius *

* meSana kultura

V preglednici 22 so zbrani okvirni rezultati identifikacije nasih izolatov. Zaradi rasti
izolatov pri razli¢nih temperaturah smo lahko okvirno dolo¢ili vrsto. Kar pa $e ne pomeni,
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da smo dolo¢ili vrsto saj za vrste A. acidiphilus, A. cycloheptanicus, A. hesperidum veljajo
podobne znacdilnosti kot za vrsto A. acidoterrestris.

4.2.3 Biokemijski testi

Rezultate biokemijskih testov, ki smo jih za posamezen izolat dobili s testi API 50 CH
(priloga C-1 in priloga C-2) po 24 in 48 urah inkubacije pri 45 °C in 65 °C smo pregledali
in preracunali v odstotek verjetnosti posamezne vrste (preglednica 23). Z rdecim
obarvanjem pa smo oznacili najvecjo verjetnost za identifikacijo posamezne vrste v rodu
Alicyclobacillus.

Slika 10 prikazuje test API 50 CH, katerega smo uporabili za identifikacijo vsakega
izolata. Spremembo barve gojiS¢a iz modre v rumeno, smo smatrali kot pozitiven rezultat
in je to rezultat fermentacije doloCenega substrata. Prav tako se je sprememba barve iz
modre v ¢rno, tuba Stevilka 25 (Eskulin Zelezov citrat) smatrala za pozitiven rezultat.

Slika 10: Primer testa API 50 CH z izolatom 5f (ZMJ 196).
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Preglednica 23: Identifikacija izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus

A. A. herbarius | A.vulcanalis | A.sendaiensis A. A. A. A. acidiphilus | A. pomorum A. mali
acidocaldarius (38)* 46)* 45)* acidoterrestris | cycloheptanicus | hesperidum (40)* 35)* 20)*
(49)* “9* (dn* (48)*
X1 X, X3 X1 X) X3 X1 Xo X3 X1 Xo X3 X1 X) X3 X1 X, X3 X1 X) X3 X1 X) X3 X1 X, X3 X1 X, X3
la | 36 [ 13 | 73,5|21 (17 |553 (3214|696 |31 [14]689 |33 |16 |674]| 29 | 12 {70,734 ]|14|70,8 |22 |18 |550[19] 16543 | 13| 7 | 650
1b | 28 [ 21 | 57,1 | 18[20| 47,4 |27 |19 |587|25[20|556| 25|24 |51,0]| 27 | 14 [659[30]18|62,5]|17[23[425[22]13/629| 13| 7 ]650
2a | 37 12 [755 (2216|579 |33 |13 (71,7 (3312733 ] 32 | 17 | 653 | 28 13 [683 (3315688 |25|15[625 (20| 15]|57,1]| 12| 8 | 60,0
2b | 36 13 [73,5(22|16|579|32|14(69,6 (34|11 ]|755] 34 | 15 ]| 694 | 24 17 [ 58,5 (35131729 ]|26|14[650(20(|15]|57,1]| 12| 8 | 60,0
3a | 37 12 [755 (2216|579 |33 |13 (71,7 (3312733 ] 32 | 17 | 653 | 27 14 1659 (3315|688 |25|15[625 (1817|514 | 13| 7 | 65,0
3b | 35 14 (71,4 (2216|579 |31 |15(674 (32|13 |71,1 | 34 [ 15 | 694 | 27 14 659 (3513172924 |16(60,0 (20| 15]|57,1]| 14| 6 | 70,0
5a | 36 13 [735(22|16|57,9 |33 |13 (71,7 (3312733 ] 32 | 17 | 653 | 27 14 659 (35|13 1729|2317 (575(20(15]|57,1 | 13| 7 | 65,0
5b | 35 14 (71,4 (2216|579 |31 |15(674 (32|13 |71,1 | 34 [ 15 | 694 | 27 14 659 (3513172923 |17 (575(20(15]|57,1]|14| 6 | 70,0
6a | 31 | 18 [ 63,3 ]| 1820 (47412917 (63,0]|29]|16[64,4 | 28 [ 21 | 571 | 24 | 17 | 585 |31 [17 64,623 [17 57521 |14[60,0] 15| 5 |75,0
6b | 33 | 16 | 67,4 ]19]19(50,0]|30]16[652 |31 |14(689 | 34 [ 151694 | 27 | 14 1659 |[36[12]|750[24[16[60,0|19|16([543]| 13| 7 | 65,0
Ja | 35 | 14 | 71,4 |21 |17 (553 |33 |13 (71,733 ]12(733]| 33 [ 16674 25 | 16 |60,9 |35[13]729[30[10[750]22]13[629]|12] 8 | 60,0
7b | 35 | 14 | 714124 114[632 |31 |15[674 32|13 (71,1 | 34 [ 151694 | 25 | 16 | 60,9 |33 [15]|688 |23 [17 (5752213 [629]|13] 7 |65,0
8a | 29 | 20 | 59,2 |16 |22 | 42,1 25|21 |543|25[20| 55,6 | 27 | 22 | 55,1 | 28 13 [683 (301862519 |21 [475(20(15]|57,1 | 13| 7 | 65,0
8b | 36 14 [ 71,4 ({20 | 18 |1 52,6 | 31 | 15[ 67,4 (31|14 ]689 | 30 [ 19 | 61,2 | 29 12 70,7 (3315688 |23 |17 [575(19|16|543 | 13| 7 | 65,0
le | 38 [ 11 | 77,6 |24 (1416323214696 |32 (13 |71,0 |41 | 8 |837| 20 | 21 [488[35]|13|729|30[10]750[20]15|57,1]|12] 8 | 60,0
1f | 33 [ 16 [ 674 (2216|579 (32|14]169,6 (29 |16]|644 |36 | 13 |735] 23 | 18 [56,1 30| 18[62,5]|24]16[60,0 1916|543 |13 | 7 | 65,0
2¢ | 34 ] 15 1694]19[19(50,0]30]16[652]29]|16[64,4 ] 29 [ 20 | 592 28 | 13 | 683 |32[16]|66,7 |19 [21 (47524 |11[68,6 ]| 15| 5 |750
2f | 30 ) 19 [61,2]19]19(50,0]30]16[652]|27]|18[60,0] 33 [ 16 |674| 26 | 15 | 63,4 |31 [17|64,6 22|18 550 |19 |16([543]| 13| 7 | 65,0
3¢ | 35| 14 |[714|28)10|73,7 (33| 13|71,7(35]|10]77,8(32 |17 |653| 16 | 25 [39,0]32]16[66,7)|27|13]67,5|21]|14]160,0 (12| 8 | 60,0
3f | 32 | 17 [653|23]|15]60,5(31|15]|674 (28| 171622 (36| 13 |735| 23 | 18 [56,1]29]19(604 23|17 5751817514 [12]| 8 | 60,0
4e | 34 | 15 | 69421 17553 ]32]14[69,6]30]|15[66,7] 39 [ 10 | 796 26 | 15 | 63,4 |32[16]|66,7 |26[14[650 |17 |18 [48,6 | 12| 8 | 60,0
4f | 31 | 18 | 63,3120 18(52,629]17[63,0]|27]18[60,0] 37 [ 12 |755| 27 | 14 1659 |31 [17]|64,6 23|17 [574]|16|19[457 |11 ]9 |550
Se | 35| 14 |71,4 2711|710 33|13 [71,7]|35]10(778] 31 [ 18 63,3 | 20 | 21 |488 |32 [16]|66,7 |29 [ 11 72524 |11[68,6] 13| 7 | 65,0
5f | 32 ) 17 [653]122]16(579]129]17[63,0]|29]|16[64,4 | 37 [ 12 |755| 24 | 17 | 585 |31 [17|64,6 |24 [16[60,0| 16|19 [457 |11 ] 9 | 55,0

Legenda: * = §tevilo podatkov iz literature za test API 50 CH, x;= Stevilo rezultatov, ki so enaki literaturnim podatkom; x;= % verjetnosti vrste; Stevilka obarvana rdece =

izolat z najvecjim odstotkom ujemanja rezultatov za posamezno vrsto; X, — je Stevilo rezultatov, ki se ne ujemajo z literaturnimi podatki
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4.3 IDENTIFICIRANI SEVI BAKTERIJ RODU Alicyclobacillus DOBLJENI PO
RAZLICNIH POSTOPKIH IZOLACIE

Iz 20 vzorcev sladkorja smo dobili 11 izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus izoliranih s
standardno metodo IFU brez obogatitve (po postopku 1B: 100 g vzorca, mati¢na raztopina,
toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml, izolacija na gojis¢u BAT,
identifikacija), ampak identifikacija ni bila mogoca, saj so bili vsi izolati meSane kulture. 1z
istih 20 vzorcev sladkorja smo dobili 16 izolatov izoliranih s standardno metodo IFU z
obogatitvijo po postopku 3B (10 g vzorca, obogatitev v gojis¢u BAT, membranska filtracija,
izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija), od tega smo identificirali 14 izolatov (preglednica
24).

Preglednica 24: Stevilo izolatov in identificirani sevi bakterij rodu Alicyclobacillus iz 20 vzorcev sladkorja
dobljenih po razli¢nih postopkih izolacije

STEVILKA OZNAKA 1ZOLATI DOBLJENI IDENTIFICIRANI SEVI
VZORCA IZOLATA PO POSTOPKU
1B 3B
1 la v v/ A. acidocaldarius
1b v v A. cycloheptanicus
2 Da v v" A, acidocaldarius
2b v v' A, sendaiensis
3 3a v v" A, acidocaldarius
3b v v A. hesperidum
3d v /
4 4c v /
5 Sa v v/ A. acidocaldarius
5b v v A. hesperidum
5¢c v /
5d v /
6 6a v v A. hesperidum
6b v v A. hesperidum
6¢ v /
6d v /
7 Ta v v A acidiphilus
7b v v A. acidocaldarius
7c v /
7d v /
8 8a v v A. cycloheptanicus
8b v v' A acidocaldarius
9 9¢ v /
9d v /
10 10a v /
12 12b v /
15 15¢ v /
) 11 16 14

Legenda: 1B: 100 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml, izolacija
na gojiscu BAT, identifikacija; 3B: 10 g vzorca, obogatitev v gojis¢u BAT, membranska filtracija, izolacija na
g0jis¢u BAT, identifikacija; / izolat ni bil identificiran

Pri postopkih 1A (100 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor, izolacija na
gojis¢u BAT, identifikacija), 2A (10 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna aktivacija spor,
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izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija), 2B (10 g vzorca, mati¢na raztopina, toplotna
aktivacija spor, membranska filtracija, izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija) in 3A (10 g
vzorca, obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija na gojiS¢u BAT, identifikacija) nismo dobili
izolatov.

Iz 5 vzorcev izvirske vode z okusom smo dobili 5 izolatov izoliranih s standardno metodo
IFU po postopku 5A (500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, obogatitev v gojiS¢u
BAT, izolacija (0,1 ml) na gojis¢u BAT, identifikacija), vse izolate smo tudi identificirali. Iz
istih vzorcev izvirske vode z okusom smo 5 izolatov izolirali s standardno metodo IFU po
postopku 5B (500 ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml,
obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na gojis¢u BAT, identifikacija) in jih tudi
identificirali (preglednica 25).

Pri postopkih 4A (500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, izolacija na gojis¢u BAT,
identifikacija) in 4B (500 ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml,
izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija ) nismo dobili izolatov.

Preglednica 25: Stevilo izolatov in identificirani sevi bakterij rodu Alicyclobacillus iz 5 vzorcev izvirske
vode z okusom dobljenih po razli¢nih postopkih izolacije

STEVILKA | OZNAKA | IZOLATI DOBLJENI IDENTIFICIRANI SEVI
VZORCA IZOLATA PO POSTOPKU
5A 5B
1 le v v A. acidoterrestris
1f v v A. acidoterrestris
2 2e v v A. mali
2f v v A. acidoterrestris
3 3e v v A. sendaiensis
3f v v A. acidoterrestris
4 4e v v A. acidoterrestris
4f v v A. acidoterrestris
5 Se v v A. sendaiensis
5f v v A. acidoterrestris
z 5 5 10

Legenda: 5A: 500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, obogatitev v goji§¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na
gojis¢u BAT, identifikacija; 5B: 500 ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml,
obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na gojis¢u BAT, identifikacija
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Namen naloge je bila izolacija in identifikacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz naravno
kontaminiranih vzorcev sladkorja in vzorcev izvirske vode z okusom. Bakterije rodu
Alicyclobacillus so izolirali iz termalnih kislih okolij, iz razli¢nih vrst tal, zeliS¢nega Caja,
ledenega Caja in njegovih sestavin, iz koncentriranih sadnih sokov, tekocega sladkorja, iz
vode ki se dodaja sokovom in s povrSin sadja (Nicolaus in sod.,1998; Groenewald in sod.,
2008). Na podlagi raziskav smo se odlocili, da bomo pri nasem delu za izolacijo bakterij
Alicyclobacillus uporabili vzorce sladkorja in izvirske vode z okusom. Za izolacijo smo
uporabili standardno metodo IFU in 10 razli¢nih postopkov.

5.1.1 Vpliv velikosti vzorca in toplotne aktivacije spor pri standardni metodi IFU

Za izolacijo in Stetje bakterij Alicyclobacillus je delovna skupina mikrobiologov
Mednarodnega zdruzenja proizvajalcev sadnih sokov (The Federation of Fruit Juice
Producers) razvila standardno metodo izolacije. Poimenovali so jo standardna metoda IFU,
vkljuCuje pa uporabo gojis¢a Bacillus acidocaldarius (BAM), imenovano tudi Bacillus
acidocaldarius termofilni medij (Murray in sod., 2007).

Standardna metoda IFU predpisuje reprezentativen vzorec 10 g (minimalna koli¢ina), ki se ga
toplotno obdela s toplotnim Sokom pri 80 °C za 10 minut. Enak ucinek toplotnega Soka
dosezemo s segrevanjem pri 60 °C za 1 uro. Postopku sledi direktna nacepitev na gojisce ali
obogatitev. Pri naSem eksperimentalnem delu smo vzporedno iz vzorcev sladkorja uporabili
10 g vzorca (postopek 2A) in 100 g vzorca (postopek 1A). V obeh primerih smo opravili
toplotno aktivacijo spor in nato izolacijo na gojis¢u BAT. Ne glede na velikost vzorca pri
postopkih 1A in 2A nismo dobili izolatov bakterij rodu Alicyclobacillus (preglednica 16).

Ker bakterije rodu Alicyclobacillus oblikujejo endospore, se pogosto uporablja toplotna
aktivacija (Sok), da se aktivirajo neaktivne mirujoce spore in da se spodbudi kalivost. Tako se
mora mirujoée endospore aktivirati in spodbuditi, da skalijo v vegetativne celice. Za
aktivacijo endospore jo moramo izpostaviti toplotnemu Soku. Koncentracija celic doloc¢ena s
klasi¢no mikrobiolo§ko preiskavo je ponavadi vi§ja po toplotni aktivaciji, ¢e so mikrobi
prisotni v obliki spor. Splittstoesser in sodelavci (1998) so ugotovili, da aktivacija pri 60 °C za
30 minut podvoji Stevilo celic bakterij vrste A. acidoterrestris dolo¢enih v vzorcu, kar kaze na
to, da je okoli 50 % celic bilo prisotnih v obliki endospor. Zato smo tudi pri nasem
eksperimentalnem delu pri vseh postopkih uporabljenih za preiskave sladkorja uporabili
aktivacijo endospor s toplotnim Sokom - 60 °C za 60 minut. Za aktiviranje endospor so bili
predlagani razlicni postopki toplotne aktivacije (Smit in sod., 2011). Splittstoesser in
sodelavci (1998) so predlagali 60 °C za 30 minut, Eiroa in sodelavci (1999) so predlagali 70
°C za 10 minut. Walls in Chuyate (1998) sta predlagala 80 °C za 10 minut in Terano in
sodelavci pa so predlagali 80 °C za 20 minut. Med tem ko so Eiroa in sodelavci (1999)
ugotovili, da je toplotna aktivacija spor pri 70 °C za 10 minut, bolj$a v primerjavi z toplotno
aktivacijo pri 60 °C za 60 minut, 60 °C za 30 minut, 80 °C za 5 minut, 80 °C za 10 minut, 80
°C za 30 minut in 100 °C za 5 minut. Vendar pa so razlike med posameznimi postopki
toplotne aktivacije zelo majhne. Terano in sodelavci (2005) so ugotovili, da je izpostavljenost
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toplotnemu $oku pripomogla k kaljenju endospor. Ceprav so drugi avtorji porodali, da lahko
endospore kalijo brez toplotne obdelave (Pettipher in sod., 1997).

Vpliva toplotne aktivacije spor iz nasih rezultatov ne moremo potrditi, saj lahko vidimo iz
rezultatov identificiranih sevov bakterij rodu Alicyclobacillus pri vzorcih izvirske vode z
okusom, da po postopku 4A (brez toplotne aktivacije spor) in postopek 4B (s toplotno
aktivacijo spor) nismo dobili nobenega izolata bakterij rodu Alicyclobacillus (preglednica 17),
medtem, ko smo pri postopkih 5A (brez toplotne aktivacije spor) in 5B (s toplotno aktivacijo
spor) dobili po 5 izolatov ne glede na izvedeno ali ne izvedeno toplotno aktivacijo spor
(preglednica 17). Standardna metoda IFU (2004) predpisuje za koncne izdelke inkubacijo v
njihovi prvotni embalazi pri 45 °C za 7 dni. Nato se vzorec direktno cepi (0,1 ml) na gojisce
BAT in se inkubira pri 45 °C za 3 do 5 dni. Ce je potrebno, se lahko vzorce podvrze
obogatitveni metodi pri 45 °C za 7 dni. Metoda za analizo vzorcev vode (Eguchi in sod.,
1999) predpisuje razreden vzorec vode 10 ml, ki se toplotno aktivira pri 80 °C za 10 minut in
nato filtrira skozi filter (velikost por 0,45 um) in filter se nato asepti¢no prenese na gojisce
BAT, ter se vse skupaj inkubira pri 50 °C za 4 dni.

5.1.2 Vpliv vrste selektivnega gojisc¢a pri standardni metodi IFU

Za koncentrate sokov in drugih surovin standardna metoda IFU (IFU, 2004), priporoca
uporabo gojis¢a BAT s pH 4,0, gojis¢e YSG s pH 3,7 ali gojisce K-agar s pH 3,7 ter
inkubacijo pri 45 °C za 2 do 5 dni. Gojisce BAT in YSG omogocata rast vseh trenutno znanih
vrst bakterij Alicyclobacillus, medtem ko gojis¢e K-agar pa pretezno omogoca rast bakterij
vrste A. acidoterrestris (Steyn in sod., 2011). Pri naS§em delu smo uporabili gojis¢e BAT, ker
podpira rast vseh vrst bakterij rodu Alicyclobacillus.

5.1.3 Vpliv membranske filtracije vzorca pri standardni metodi IFU

Standardna metoda IFU (IFU, 2004), navaja filtracijo, vendar ta ni obvezen korak, zahteva pa
najmanj 100 ml segretega vzorca in razredéenega v razmerju 1:10 z de-mineralizirano sterilno
destilirano vodo. Vzorec se filtrira skozi filter z velikostjo por 0,45 pm. Filtracijska
membrana se nato asepticno prenese na gojis¢e K-agar, BAT ali YSG. V Studiji delovne

.....

.....

(Yokota in sod., 2007).

Pri naSem eksperimentalnem delu pri postopku 1A nismo uporabili membranske filtracije
vzorca, medtem ko smo pri postopku 1B uporabili membransko filtracijo. Rezultati izolacije
in identifikacije sevov bakterij rodu Alicyclobacillus (preglednica 16 in preglednica 24) jasno
potrjujejo vecjo obcutljivost postopka, ki vkljuCuje membransko filtracijo, saj brez
membranske filtracije nismo dobili nobenega izolata, medtem ko smo pri postopku z
membransko filtracijo dobili 11 izolatov. Vsi dobljeni izolati pa so bile meSane kulture
bakterij rodu Alicyclobacillus, in posameznih sevov nismo mogli identificirati. Pri postopkih
2A (brez membranske filtracije) in 2B (z membransko filtracijo nismo dobili nobenega izolata
in ne moremo sklepati na vpliv filtracije na u€inkovitost postopka izolacije bakterij rodu
Alicyclobacillus (preglednical6). Pri postopku 3A nismo uporabili membranske filtracije,
medtem ko smo jo uporabili pri postopku 3B in iz dobljenih rezultatov (preglednica 16 in
preglednica 24) lahko nazorno vidimo, da smo z uporabo membranske filtracije zelo povecali
obcutljivost standardne metode IFU.
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5.1.4 Vpliv obogatitve vzorca pri standardni metodi IFU

Standardna metoda IFU (2004) priporoca, da se tezko ali ne filtrirajoce vzorce podvrze
obogativeni metodi, katera vsebuje inkubacijo toplotno obdelanih vzorcev (priblizno 100 ml)
pri 45 °C. Albuquerque in sodelavci (2000) so vzorce prefiltrirali skozi filter z velikostjo por
0,45 pum in nato filter asepti¢no prenesli v tekoce gojis¢e BAM (Bacillus acidocaldarius
medium) z znizanim pH (4,0). Grande in sodelavci (2005) so za rehidracijo kupljenih sevov
uporabili tekoce gojis¢e AAM (Alicyclobacillus acidocaldarius medium) ter vzorce inkubirali
48 ur pri 37 °C. Clani tehni¢nega odbora ABECitrus (Steyn in sod., 2011) so za izolacijo
bakterij rodu Alicyclobacillus iz koncentriranih sadnih izdelkov uporabili metodo obogatitve,
pri katerem so za obogatitev uporabili tekoCe gojis¢e BAT. 10 ml posameznega vzorca so
cepili v 90 ml tekoCega gojis¢a BAT, ga termic¢no aktivirali pri 80 °C za 10 min in nato cepili
na BAT gojisce, ter inkubirali pri 50 °C za 4 dni.

Pri nasem eksperimentalnem delu smo za obogatitev uporabili tekoCe gojis¢ée BAT, katerega
smo 5 dni inkubirali pri 45 °C. V primeru obogatitve vzorcev sladkorja, smo zaznali rast le pri
uporabi filtracijske tehnike (postopek 3B), pri direktnem nanosu na gojisce pa rasti ni bilo
(postopek 3A). Pri postopku 3B smo dobili 16 izolatov (preglednica 16), od katerih smo jih
14 identifiricali (preglednica 24). V primerih obogatitve vzorcev izvirske vode z okusom smo
pri postopku 4A uporabili direktno izolacijo na gojis¢u BAT, medtem ko smo pri postopku
5A uporabili obogatitev pred izolacijo. Pri postopku 4A (brez obogatitve) nismo dobili
nobenega izolata, medtem ko smo pri postopku 5A izolirali 5 sevov (preglednica 17) in jih
tudi identificirali (preglednica 25). Enake rezultate smo dobili tudi pri primerjavi postopkov
4B (brez obogatitve) in 5B (z obogatitvijo). Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da je
vkljucitev obogatitvene kultivacije vzorca vplivala na boljSo obcutljivost standardne metode
IFU.

5.1.5 Vpliv pH gojis¢a na rast bakterij Alicyclobacillus

Posamezne kolonije, ki so rasle na povrSini gojis¢a BAT smo precepili na sveza gojisca in
sicer na gojisc¢e PC (angl. plate cout) s pH (7,0) in na gojis¢e BAT s pH 4,0. Gojisca smo
inkubirali 48 do 72 ur pri 50 °C in tako potrdili acidofilno naravo izolatov (preglednice 12-
15). Na gojis¢u PC niso zrasle kolonije pri vseh testiranih postopkih, razen pri postopku 1B
(100 g vzorca, maticna raztopina, toplotna aktivacija spor, membranska filtracija 500 ml,
izolacija na gojis¢u BAT, identifikacija), kjer smo izolirali meSane kulture.

5.1.6 Vpliv temperature na rast bakterij Alicyclobacillus

Identifikacija bakterij Alicyclobacillus se izvaja z analizo morfoloskih znacilnosti celic in
kolonij, z dolo€itvijo rasti v razlicnih razmerah (temperatura in pH), in z biokemijskimi testi
izkori§Canja razli¢nih substratov (Eguchi in sod., 1999).

Metoda rasti pri razli¢nih temperaturah (45 °C in 65 °C) temelji na dejstvu, da imajo bakterije
vrste A. acidoterrestris v primerjavi z drugimi vrstami istega rodu nizjo optimalno
temperaturo rasti. Metoda omogoca dolocitev vrst A. acidocaldarius in A. acidoterrestris
(vklju¢no z vrsto A. acidiphilus in A. hesperidum) v 24 urah. Glede na rast pri razli¢nih
temperaturah se lahko okvirno dolo¢i vrsto:

— rast kolonij pri 45 °C in ni rasti pri 65 °C, pomeni da gre za vrsto A. acidoterrestris,
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— ni rasti pri 45 °C in rast kolonij pri 65 °C, pomeni da gre za vrsto A. acidocaldarius,

— rast pri obeh temperaturah pomeni, da sta v vzorcu obe vrsti A. acidoterrestris in A.
acidocaldarius,

— ni rasti pri obeh temperaturah pomeni, da v vzorcu ni vrst A. acidoterrestris in A.
acidocaldarius, ampak so v vzorcu bile prisotne druge vrste bakterij iz rodu Alicyclobacillus.
Pri tem je potrebno vedeti, da za vrste A. acidiphilus, A. cycloheptanicus, A. hesperidum
veljajo podobne znacilnosti kot za vrsto A. acidoterrestris (Goto, 2007b).

Pri naSem eksperimentalnem delu smo uporabili metodo rasti pri razlicnih temperaturah za
okvirno dolocitev vrste izolatov, vendar smo namesto gojis¢a YSG uporabili gojis¢e BAT.
Ugotovili smo, da vsi izolati rastejo pri 45 °C, razen izolata 2e in Se, kateri rasteta pri 65 °C,
ter izolati 3e, 3f, 4f, 5f, ki rastejo pri obeh temperaturah (preglednica 22).

5.2  SKLEPI

Glede na rezultate izolacije in identifikacije bakterij rodu Alicyclobacillus iz naravno
kontaminiranih vzorcev Zivil po razli¢nih postopkih stadnardne metode IFU smo ugotovili:

e da so v vzorcih sladkorja in izvirske vode z okusom, prisotne bakterije rodu
Alicyclobacillus (v 60 % vzorcev sladkorja in v vseh vzorcih izvirske vode z okusom)

e da je na vecjo ucinkovitost izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus vplivala vkljucitev:
membranske filtracije in obogatitvene kultivacije

e da na ucinkovitost izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus ni vplivala (a) velikost
trdnega vzorca zivila (vzorci sladkorja; 10 g ali 100 g) pri standardni metodi IFU brez
obogatitve in (b) toplotna aktivacija spor

e da je standardna metoda IFU z vkljucitvijo filtracije in obogatitve najbolj primerna za
izolacijo in identifikacijo bakterij rodu Alicyclobacillus

e da je glede stevila identificiranih izolatov za trdna Zivila nabolj primeren postopek, ki
vkljucuje obogatitev, membransko filtracijo, izolacijo, identifikacijo (postopek 3B), in
za tekocCa zivila postopek, ki vkljuCuje toplotno aktivacijo, membransko filtracijo,
obogatitev, izolacijo, identifikacijo, (postopek 5A ali 5B).
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6 POVZETEK

Bakterije rodu Alicyclobacillus so termo-acidofilne, grampozitivne, aerobne in sporogene
bakterije. Najdemo jih v zemlji in vodi, katera sta tudi glavna vira kontaminacije z bakterijami
rodu Alicyclobacillus v proizvodnji sadnih sokov in sadnih koncentratov. Bakterije rodu
Alicyclobacillus so vse pogosteje kvarljivci sadnih in zelenjavnih sokov, saj njihove spore
prezivijo temperature pasterizacije in so sposobne rasti pri zelo nizki vrednosti pH (2,5-6).
Niso patogene, vendar pa povzrocajo veliko Skodo proizvajalcem sadnih sokov in sadnih
koncentratov, saj tvorijo gvajakol, ki ima neprijetno aromo in zaradi tega so proizvodi
nesprejemljivi (Smit in sod., 2011).

Ceprav so bile razvite razli¢ne metode za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus, niso vse
enako ucinkovite. Vrsta gojiS€a, metoda nanosa in uporaba dodatnih postopkov, kot sta na
primer membranska filtracija in toplotna aktivacija spor, lahko igrajo pomembno vlogo pri
ucinkovitosti metode za izolacijo in odkrivanje bakterij Alicyclobacillus iz razli¢nih izdelkov.
Kot so Stevilne Studije pokazale je standardna metoda IFU, ki ga je razvila delovna skupina
mikrobiologov Mednarodnega zdruzenja proizvajalcev sadnih sokov (The Federation of Fruit
Juice Producers) najprimernejSa za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus (Witthuhn in sod.,
2011).

Namen naloge je bila izolacija in identifikacija bakterij rodu Alicyclobacillus iz naravno
kontaminiranih vzorcev sladkorja in vzorcev izvirske vode z okusom, z vzporednimi
razli¢nimi izvedbami standardne metode IFU (IFU, 2004). Cilj naloge je bil, ugotoviti, kateri
postopek je najbolj primeren za izolacijo.

Za izolacijo bakterij rodu Alicyclobacillus smo uporabili standardno metodo IFU in 10
razlicnih postopkov. Pri tem smo uporabili standardne tehnike izolacije, metodo obogatitve,
topolotno aktivacijo spor in tehniko membranske filtracije. S pomocjo makromorfoloskih in
mikromorfoloskih znacilnosti smo potrdili, da smo izolirali bakterije rodu Alicyclobacillus. Za

.....

.....

rasti pri razlicnih temperaturah in s testi API 50 CH, smo dolo¢ili vrsto bakterij rodu
Alicyclobacillus.

Glede na rezultate izolacije bakterij rodu Alicyclobacillus, smo ugotovili, da je standardna
metoda izolacije z vkljucitvijo membranske filtracije in obogatitve zivila najbolj uc¢inkovita in
primerna za izolacijo in identifikacijo bakterij rodu Alicyclobacillus. Vkljucitev membranske
filtracije in obogatitve, sta postopka, ki sta povecala obcutljivost standarne metode IFU. Prav
tako smo ugotovili, da velikost trdnega zivila vzorca (vzorci sldakorja, 10 g in 100 g) pri
standardni metodi IFU brez obogatitve ni imela vpliva na ucinkovitost izolacije. Iz rezultatov
identificiranih izolatov, smo ugotovili, da je za izolacijo iz trdnih zivil najbolj primeren
postopek 3B (10 g vzorca, obogatitev v gojis¢u BAT, membranska filtracija, izolacija na
gojis¢u BAT, identifikacija) in za izolacijo iz tekocih zivil, sta najbolj primerna postopka SA
(500 ml vzorca, membranska filtracija 500 ml, obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na
gojis¢u BAT, identifikacija) in 5B (500 ml vzorca, toplotna aktivacija spor, membranska
filtracija 500 ml, obogatitev v gojis¢u BAT, izolacija (0,1 ml) na gojis¢u BAT, identifikacija).

Bakterije rodu Alicyclobacillus smo dolo¢ili v 12 vzorcih sladkorja (60 %) in v vseh vzorcih
vode z okusom.
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PRILOGE

Priloga A 1: Izolat 1a-vzorec sladkorja (ZMJ 199) barvan po Gramu

Priloga A 2: Izolat 2a-vzorec sladkorja(ZMJ 201) barvan po Gramu
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Priloga B 1: Izolat 5b-vzorec sladkorja (ZMJ 206) barvan po Schaeffer-Fultonu

Priloga B 2: Izolat 6b-vzorec sladkorja (ZMJ 208) barvan po Schaeffer-Fultonu
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Priloga C 2: Primer testa API 50 CH z izolatom 2e (ZMJ 201)



