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1 UVvOD

Mikrobi su stolje¢ima bili dio svakodnevne ishrane, no tek nedavno je razvijen
koncept ,,probiotika®. 1997. godine, Elie Metchnikoff, ruski dobitnik Nobelove nagrade,
predlozio je upotrebu korisnih mikroba u borbi protiv Stetnih i patogenih mikroorganizama u
ljudskim crijevima. Prije vise od jednog stolje¢a, Metchnikoff je u svojoj knjizi pod naslovom
,Produljenje zivota“ opisao korisne ucinke bakterija mlijecne kiseline (Metchnikoff, 1910.).
Izraz ,,probiotik“ priznat je 1961.godine, kada su Lilly i Stillwell predlozili navedeni izraz za
supstance proizvedene pomoc¢u mikroorganizama koji poti¢u rast drugih mikroba. Fuller je
1989. godine definirao probiotike kao ,,zZive mikrobne dodatke prehrani, koji imaju povoljan
ucinak na domacina i odrzavaju intestinalnu ravnotezu“. Definicija probiotika se nadalje
modificirala pa glasi: ,,Probiotik je jedna ili vise kultura zivih stanica mikroorganizama koje,
primjenjene u zivotinja ili ljudi, djeluju korisno na domacina, poboljSavajuci svojstva
autohtone kulture® (Havenaar i Huis in’t Veld, 1992; Suskovi¢, 1996.). Koncept fekalne
transplantacije vjerojatno ¢e redefinirati buducnost probiotika kao mjeSovitih kultura
mikroorganizama.

Rodovi Lactobacillus i Bifidobacterium predstavljaju glavninu probiotickih
proizvoda dostupnih na trzistu. Stovise, veéina njih ima dugu povijest sigurne upotrebe u
hrani te se nalaze na europskoj QPS listi i/ili imaju GRAS status za sigurnu upotrebu u
specifi¢noj hrani. Bakterije mlijecne kiseline i rod Bifidobacterium su vjerojatno najbolji
modeli za probioticku upotrebu te karakterizaciju pozitivnih uc¢inaka. Rodovi Streptococcus,
Enterococcus, Saccharomyces, Bacillus, Escherichia, Propionibacterium i Lactococcus su
takoder istraZeni iz aspekta probiotickog djelovanja. U tom slucaju, vrednovanje bi trebalo
krenuti od potencijalnih sigurnosnih pitanja, a onda prikazivanja ucinkovitosti i pozitivnih
ucinaka.

Cilj ovog rada bio je ispitati probioticka svojstva soja Lactobacillus brevis SF15B
koji eksprimira S-proteine. Pritom se kao pozitivna kontrola koristio soj L. helveticus M92
koji sadrzi S-proteine, dok je negativna kontrola bio soj L. plantarum D13 koji ne sadrzi S-
proteine. Nakon DGGE analize (Eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), provedena je
ekstrakcija S-proteina te na njih vezanih proteina (Eng. Surface-Layer Associated Proteins,
SLAP) koji imaju nepoznatu funkciju, ali mogu pomo¢i u razumijevanju djelovanja

probiotika, biologije stani¢ne stjenke i imunomodulacije (Goh i sur., 2009). Nadalje,



provedeno je ispitivanje uloge S-proteina stanica soja L. brevis SF15B u adheziji na mucin,
Sto je jedan od glavnih preduvjeta probiotickog djelovanja u ljudskom gastrointestinalnom
traktu. Nadalje, ispitano je njegovo prezivljavanje te brzina rasta u razli¢itim nepovoljnim

uvjetima te je provedena analiza proteoliticke aktivnosti ispitivanog soja.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 ZAJEDNICKE KARAKTERISTIKE PROBIOTIKA

Svi probiotic¢ki sojevi dozvoljeni za humanu primjenu moraju sadrzavati odredeni
broj svojstava predlozenih od strane FAO/WHO 2002. godine, koji su usmjereni na
identifikaciju sojeva, funkcionalne karakteristike, procjenu sigurnosti i u¢inkovito ispitivanje
na ljudima. Pozeljno je da su potencijalni probioti¢ki sojevi porijeklom iz ¢ovjeka, izolirani iz
usta, gastrointestinalnog trakta ili fecesa. Kao takvi, probiotici trebaju biti dio normalne,
zdrave crijevne mikrobiote. Na primjer, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus reuteri i Lactobacillus salivarius, izolirani iz trbusne
Supljine covjeka, pokazuju korisna probioticka svojstva. Medutim, tradicionalno fermentirano
mlijeko i sli¢ni proizvodi, ukljucujuéi jogurt, sir, kefirna zrnca, Maasai mlijeko te prirodno
fermentirano govede mlijeko, su takoder istrazeni kao izvor bakterija mlije¢ne kiseline,
bifidobakterija i drugih mikroorganizama. U maj¢inom mlijeku se takoder nalaze odredeni
probioticki sojevi, najée$ce Lactobacillus spp. sa imunomodulacijskom aktivno$¢u. Maasai
mlijeko, tradicionalno fermentirano mlijeko podrijetlom iz Kenije, prethodno je uzeto za
izolaciju bakterija Lactobacillus spp., koje su zatim koriStene kao starter kulture. Kule naoto,
kwerionik ili amasi (mukaka wakakora ili zifa), tradicionalna fermentirana mlijeka sa
probiotickim svojstvima, proizvode se i konzumiraju prvensteveno u Keniji i Zimbabveu.
Kefirna zrnca se koriste za izolaciju potencijalnih probiotickih sojeva te u pripremi
fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Sirevi iz raznih zemalja poput Italije, Argentine i
Bugarske su takoder koriSteni za izolaciju sojeva Lactobacillus plantarum koji su izlozeni
ispitivanju tolerancije na razlicite fizioloSke faktore, ukljucuju¢i i prezivljavanje u mediju
baziranom na mlijeku. Jogurt je jo§ jedan primjer tradicionalno pripremljenog fermentiranog
mlije¢nog proizvoda dobro prihvacenog od strane potroSaca. Tijekom procesiranja jogurta,
Streptococcus thermophilus i Lactobacillus bulgaricus su pokazali simbiotsku povezanost i
smatraju se probiotickim mikrobima. Pojam ,,simbiotski® oznacava kombiniranu primjenu
specificnih probiotika zajedno sa prebioticima kako bi se odredile prednosti kroz sinergisticko
djelovanje dvaju komponenta (Bellavia i sur., 2013.). Zavrsna faza ispitivanja ukljucuje
utvrdivanje sigurnosti, fermentabilnosti, arome, teksture i roka uporabe. Druge karakteristike
poput sadrzaja kisika, redoks potencijala 1 aktiviteta vode su takoder vrlo vazne za osiguranje

prezivljavanja probiotickih mikroorganizama tijekom skladiStenja. Interakcije izmedu
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uobicajenih starter kultura 1 probiotickih mikroorganizama, poput sinergistickih ili
antagonistickih uéinaka, mogu takoder utjecati na senzorska svojstva, kao i na prezivljavanje
probiotickih mikroba, kako u samom proizvodu, tako i u humanom gastrointestinalnom
traktu. Za razliku od probiotickih formulacija baziranih na mlijeku, diljem svijeta postoje
razli¢ita pi¢a koja se koriste za izolaciju i karakterizaciju probioti¢kih bakterija sa specifiénim
svojstvima. Neki od tih tradicionalnih napitaka su bazirani na zitaricama. Primjer je Yosa,
fermentirani proizvod od zitarica baziran na zobi, koji ima Siroku primjenu u nordijskim
zemljama i predstavlja zamjenu za osobe koje pokazuju intoleranciju na laktozu te
izbjegavaju proizvode zivotinjskog porijekla, soju ili mlijeCne proteine. Fermentirani Yosa
proizvod koristen je za stabilizaciju prolaska kroz crijevo kod starijih osoba. Bosa, bugarski
napitak napravljen od Zitarica, koristio se za izolaciju bakterija Lactobacillus spp. Mageu
(amaHewu), tradicionalno bezalhokolno piée iz Sjeverne Afrike, napravljeno je od kukuruzne
krupice i u njemu dominira Lactococcus lactis subsp. lactis koji se moze dalje koristiti za
karakterizaciju probioti¢kih svojstava. Diljem svijeta mogu se naci i mnogi drugi fermentirani
napitci od zitarica koji su se koristili za izolaciju probioti¢kih mikroorganizama, ukljucujuéi
Pozol (Meksiko) i Togwa (Tanzanija). Nadalje, postoje brojni vo¢ni i biljni napitci koji su
tijekom vremena stekli popularnost, pa je tako na primjer hardaliye fermentirano pic¢e od
grejpa iz kojeg je izolirano mnogo laktobacila. Osim probiotika baziranih na picu, postoje
dokazi o koriStenju mesa i povréa kao potencijalnih izvora probiotickih mikroorganizama.
Napretkom novije high-throughtput tehnologije za analizu mikrobiote, velik broj studija je
istrazio mikrobnu dinamiku tijekom fermentacije te moguéu ulogu probioti¢kih
mikroorganizama tijekom fermentacije, skladiStenja i konzumacije. Primjer je upotreba soja
Lactobacillus paracasei IMPC2.1. tijekom fermentacije zelenih maslina. U ovom procesu, u
mikrobnoj flori prevladavaju probiotic¢ki sojevi koji se mogu koristiti kao starter kulture 1

probioticke kulture.

2.2 Lactobacillus i Bifidobacterium

Glavne Lactobacillus vrste koje su uzete u obzir za proucavanje probiotickih
svojstava ukljucuju Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,



Lactobacillus reuteri i Lactobacillus rhamnosus. Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su
tolerantne na kiselinu te su fermentativne i koriste se kao starter kulture u veéini fermentirane
hrane. BMK imaju unutarnji kapacitet tolerancije na niske pH vrijednosti, visoke
koncentracije Zucnih soli te imaju sposobnost adhezije na povrSinu crijevne sluznice.
Molekularne studije su otkrile da je velik dio njihovih genoma zaduzen za iskoriStavanje i
transport Secera. Intestinalna prilagodba je takoder jasna s obzirom na prisutnost proteina
potrebnih za vezanje na sluznicu, na primjer adhezijskih proteina u Lactobacilus acidophilus
te gena za hidrolizu zu¢nih soli u Lactobacillus plantarum. Lactobacillus casei eksprimira
razne proteine u crijevima misa za bolju prilagodbu na intestinalne uvjete. Lactobacillus casei
Shirota (LcS) je bio predmet znanstvenih istrazivanja u svrhu dokazivanja njegovih
probiotickih svojstava i sigurnosti njegove primjene kroz vise od 70 godina. In vitro
ispitivanjima uoceno je da LcS pokazuje vecu toleranciju na ZeluCane sokove te prisutnost
natrijevog deoksikolata od drugih sojeva koriStenih u proizvodnji jogurta (Pradeep 1 sur.,
2014.). Brojne znanstvene studije, in vitro, na zivotinjama te takoder klinicke studije,
potvrdile su brojne korisne uéinke ovog soja u tijelu, poput modulacije intestinalne
mikroflore, funkcionalnosti crijeva te stimulacije odredenih funkcija imunoloskog sustava
(Spanhaak i sur., 1999.; Hori i sur., 2003.; Bellavia i sur., 2014.; Frece i sur., 2005.; Morimoto
i sur., 2005.; Nagao i sur., 2000.; Takeda i Okumura, 2004.; Yuki i sur., 1999.).
Bifidobacterium spp. je takoder koristen za probioti¢ku primjenu jer dijeli mnoge fenotipske
karakteristike sa laktobacilima. U usporedbi sa laktobacilima, bifidobakterije nastanjuju vrlo
ograni¢enu niSu, poput humanog ili animalnog gastrointestinalnog trakta, a u nekim
slu¢ajevima i crijeva insekata. Najvaznija metaboli¢ka funkcija intestinalne mikroflore
ukljucuje digestiju (fermentaciju) neprobavljivih ugljikohidrata (celuloza, hemiceluloza,
pektin, guma, Skrob) pomocu bakterijskih enzima pri ¢emu kao produkti nastaju
kratkolan¢ane masne kiseline (SCFA) te plinovi (Hz, CO,, metan) (Backhed i Tremaroli,
2012.). Glavne izolirane i proucavane vrste uklju¢uju B. adolescentis, B. angulatum, B.
animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B. longum i B.
pseudocatenolatum. Genomske studije koje su proucavale sojeve Bifidobacterium su otkrile
da oni mogu koristiti Siroki raspon ugljikohidrata, poput fruktana inulinskog tipa,
arabinogalaktana, arabinoksilana te Skroba. Posebni operoni su ukljuceni u specijalne svrhe,
poput razgradnje amilopektina kod sojeva B. breve te upotrebu Sirokog raspona jednostavnih
SeCera kod B. dentium. Sojevi Bifidobacterium takoder pokazuju promjene na nivou

transkriptomike i1 proteomike u intestinalnim uvjetima ili crijevnom okoliSu.



2.3 SELEKCIONIRANJE SOJEVA I UCINCI NA ZDRAVLJE

Prema smjernicama WHO/FAO iz 2002. godine, probioti¢ka svojstva nisu samo
specifi¢na za vrstu, nego i za soj. Sli¢no tome, regulatorne smjernice izdala je Europska
agencija za sigurnost hrane (EFSA), prema kojima se Korisni uéinci jednog soja ne mogu
primijeniti na drugi, ¢ak ni unutar iste vrste. Probiotici su selekcionirani prema njihovoj
sposobnosti prolaska kroz gornji dio gastrointestinalnog trakta (s obzirom na niski pH i visoke
koncentracije zucnih soli), kolonizaciji crijevnog epitela te antimikrobnoj aktivnosti prema
patogenima. Osim toga, karakterizacija i odabir na pocetku moraju biti u skladu sa
smjernicama WHO/FAO. Glavni koraci ukljucuju identifikaciju sojeva molekularnim
alatima, funkcionalnu karakterizaciju koriste¢i in vitro i in vivo modele, procjenu formulacije

te kontrolu kvalitete.

2.4  ZNACAJNE SMJERNICE SVJETSKE ZDRAVSTVENE ORGANIZACIJE
(WHO, 2002. godina)

24.1 IDENTIFIKACIJA SOJEVA

Danas je prihvaceno da su probioticka svojstva specificna za soj. Prema tome, kod
identifikacije probiotickih mikroorganizama na razini roda ili vrste, identifikacija soja se
smatra jednom od osnovnih aspekata u probiotickoj karakterizaciji. Biokemijska
karakterizacija treba biti upotpunjena genotipskom karakterizacijom baziranom na
molekularnim alatima za identifikaciju sojeva ili diferencijaciju. Sekvencioniranje cijelog

genoma probioti¢kih sojeva moze djelovati kao uputa za validaciju 1 komercijalizaciju.

2.4.2 SIGURNOSNA UPOTREBA | PREPORUKE U POVIJESTI

Sojevi koristeni za probioticku karakterizaciju trebaju biti sigurni za primjenu, $to se

moze utvrditi identifikacijom odgovarajuceg izvora iz kojeg je soj izoliran te povijesti
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njegove uporabe. Preporuceno je da se kod probiotickih sojeva ispituje antibioticka
rezistencija, metabolicka sposobnost te produkcija toksina u sisavcima. Smatra se da su
probioticki sojevi izolirani iz tradicionalne hrane ili pi¢a sigurni zbog njihove duge primjene

kod ljudi tijekom povijesti.

243 TOLERANCIJANA UVJIETE U GASTOINTESTINALNOM TRAKTU

Prezivljavanje probiotickih sojeva je karakterizirano njihovom sposobnos¢u da
prezive u odredenim uvjetima gastrointestinalnog trakta poput kiselosti te visoke
koncentracije zuc¢nih soli (Kos, 2001.). Za odabir probiotickih sojeva takoder je vazan
antimikrobni potencijal prema patogenima. Dopustenje za upotrebu probiotika je bazirano na
postivanju kriterija prema internacionalnim smjernicama koje ukljucuju identifikaciju,
sigurnost i u¢inkovitost (Joint FAO/ WHO, 2002.). Mnoge studije su pokazale sekreciju
bioaktivnih faktora koji djeluju inhibitorno na velik broj patogena. Adhezija na povrSinu
crijevnog epitela moze se odrediti pomocu in vitro testova adhezije baziranih na raznim

crijevnim epitelnim stanicama te in vivo na modelima Zzivotinja.

2.4.4 KLINICKA ISPITIVANJA NA LJUDIMA

Bazirano na studijama sa zivotinjama, testiranja na ljudima su napravljena da se
potvrde trazeni ucinci na zdravlje te se utvrdi biolosko i statisticko znacenje. Klinic¢ke studije
ukljucuju razne faze: faza 1 (sigurnost), faza 2 (djelotvornost), faza 3 (uéinkovitost), faza 4

(utjecaj vanjskih faktora na prezivljavanje).

2.5 UCINCI PROBIOTIKA NA ZDRAVLJE

Osim pozitivnih uéinaka probiotika, postoje nekoliko klinickih stanja koja se mogu
lije¢iti primjenom specificnih probiotika. Primjer je dijareja, gastroenteritis, sindrom
iritabilnog crijeva, upalne bolesti crijeva, Chronova bolest te simptomi intolerancije na
laktozu (Slika 1.).



Utjecaj razine
kolesterola faktora nizika
kardiovaskulamih bolesti i

ZeluGane tegobe i bolovi u
trbuhu

Crijevne tegobe i bolesti
poput sindroma iritabilnog
crijeva .upalnih bolesti
crijeva

J

Alergijske reakcije
ukljucujuéi atopijski
Sk 2 G atitie

Slika 1. Glavna podru¢ja ispitivanja ucinaka probiotika na zdravlje covjeka:
smanjenje rizika pojave kardiovaskularnih bolesti i alergija; ublazavanje Zelu¢anih tegoba te

simptoma poput upalnih bolesti crijeva, sindroma iritabilnog crijeva te Chronove bolesti.

Ovi zivi mikroorganizmi imaju brojne korisne ucinke na zdravlje, ukljucujuci
prevenciju pojave raka ili hipertenzije, terapeutske ucinke na funkcije intestinalnog trakta,
imunoloske funkcije te utjecaj na zdravlje Zeluca (Hasler, 2002.). Mehanizam prevencije
pojave raka povezan je sa njihovim bioproduktima, koji mogu smanjiti proliferaciju stanica
raka (Bruhn i sur., 2002.). Nadalje, probiotici mogu poboljsati simptome intolerancije na

laktozu te smanjiti razinu kolesterola u serumu (Sanders i Huis, 1999.).

2.5.1 UTJECAJ PROBIOTIKA NA POREMECAJE U CRIJEVIMA

Za odrzavanje intestinalne mikroflore vazna je cjelokupna i stabilna suradnja izmedu
mikroflore, imunoloSkog sustava te barijere koju €ini crijevna mukoza. Svaki dogadaj koji
dovodi do promjene jedne od ovih komponenata izaziva poremecaj ravnoteze s posljedicom
lokalnih ili sistemskih bolesti (Blaut, 2002.; Abbasi i sur., 2015.). Probiotici imaju pozitivan

uc¢inak u slucaju dijareje (Guandalini i sur., 2000.) koja moZe biti uzrokovana virusnom ili
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bakterijskom infekcijom ili biti posljedica primjene antibiotika (Cremonini i sur., 2002.).
Takoder je bitno naglasiti da u¢inkovitost probiotickih sojeva ovisi o tipu dijareje. Na primjer,
probiotici su uéinkoviti kod dijareje uzrokovane rotavirusom. Glavni probioticki sojevi koji se
koriste za klini¢ku primjenu kod djece su Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus
te Lactobacillus reuteri. Mnoge studije su koristile soj Lactobacillus rhamnosus GG kod
dijareje uzrokovane bakterijom Clostridium difficile te u prevenciji pojave ,,pouchitisa®“, upale
zdjelicnog rezervoara. Moguéi mehanizam moze biti imunomodulacija, odnosno povecana
sekrecija imunoglobulina A. Neke probioticke bakterije izlucuju sekretorne peptide, odnosno
bakteriocine, koji mogu inhibirati rast nekih patogena prisutnih u Zzelucu. Vjeruje se da
probioticki mikroorganizmi konkuriraju patogenima, virusima i bakterijama u vezanju na
crijevni epitel. Upalne bolesti crijeva, kao §to su Chronova bolest i ulcerativni kolitis, daju jak
imunosni odgovor na crijevne mikrobe. Probiotici imaju primjenu kod ublaZzavanja upalnih
bolesti crijeva, koje mogu biti posljedica stimulacije imunosnog odgovora domacina koji
ukljucuje proliferaciju imunosnih stanica, pojacanu fagocitnu aktivnost, poveéanu sekreciju
imunoglobulina A te promjenu cjelokupnog mikrobnog sastava. Neke BMK, ukljucujuci
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus, takoder
poboljSavaju intoleranciju na laktozu prilikom njene proizvodnje. Naime, fermentirani
mlije¢ni proizvodi poput jogurta se obi¢no preporucaju za regulaciju intolerancije na laktozu.
U slucaju konstipacije, vjeruje se da bakterije mlijecne kiseline izlu¢uju organske kiseline

koje modificiraju crijevnu mikrobiotu te ubrzavaju prolazak hrane kroz crijeva.

2.5.2 PREVENCIJE ALERGIJA

Probiotici pokazuju antialergijske ucinke degradacijom ili modifikacijom struktura
enteralnih antigena, stabilizacijom mikrobiote, jacanjem obrambene barijere crijevne sluznice,
regulacijom sekrecije proinflamatornih medijatora te razvojem imunosnog sustava. Klinicka
ispitivanja djelovanja probiotika kod djece su pokazala zna¢ajno smanjenje ucestalosti pojave
ekcema, posebno ekcema uzrokovanih imunoglobulinom E. Uvidom u administraciju
probiotika, dokazano je da primjena probiotika tijekom trudnofe moze smanjiti rizik od
pojave ekcema u prvoj godini Zivota. U slucaju alergija na hranu, dojenc¢ad hranjena sa sojem
Lactobacillus rhamnosus GG pokazuje povecanje tolerancije na proteine kravljeg mlijeka.
Interakcije crijevne mikrobiote i probiotika imaju znacajnu ulogu u imunoloskoj regulaciji te

predispoziciji za alergije. Nadalje, danaSnje spoznaje dokazuju da se pojedina¢ni klinic¢ki



izvjeStaji ne mogu generalizirati te se probiotici ne mogu smatrati kao terapeutska zamjena
kod lijecenja alergija. Doduse, svojstva probiotika su specifi¢na za soj, a jo§ se mora razjasniti

tocan mehanizam djelovanja.

2.5.3 ANTIKANCEROGENA SVOJSTVA PROBIOTIKA

Nekoliko probiotickih sojeva koji pripadaju rodovima Bifidobacterium spp. i
Lactobacillus spp. pokazuju antikancerogenu, antimutagenu te antitumorsku aktivnost u
razli¢itim Zivotinjama. Kratkolan¢ane masne kiseline koje proizvodi intestinalna mikrobiota
imaju vaznu ulogu u odrzavanju zdravlja sluznice debelog crijeva. Probioti¢ki sojevi ne
proizvode antikancerogeni butirat, za razliku od crijevnih bakterija koje pripadaju klasteru
klostridija IV 1 XIVa. Mehanizam antikancerogene aktivnosti butirata moze biti inhibicija
proliferacije, indukcija apoptoze te diferencijacija tumorskih stanica. Probiotici takoder utjecu
na fermentaciju ugljikohidrata i proteina, obogac¢ivanje mikrobiote pridonosec¢i povecanju
aktivnosti razgradnje saharoze i snizavanjem proteoliticke aktivnosti. Naime, proteoliticka
fermentacija krajnjih produkata ili metabolita je potencijalno toksi¢na. Zasad je proveden tek
mali broj uspjesnih studija koje istrazuju probiotike, prebiotike ili sinbiotike sa potencijalnom
antikancerogenom aktivnos¢u kod ljudi. PredloZeno je da je sinbiotik mozda ucinkovitiji od

bilo kojeg probiotika ili prebiotika u prevenciji kolorektalnog karcinoma ( Roberfroid, 1998.).

254 PRIMJENA PROBIOTIKA U REGULIRANJU RAZINE KOLESTEROLA U
KRVI

Povecane razine kolesterola u krvi povecavaju rizik od kardiovaskularnih i slicnih
bolesti. PredloZeno je da uvodenje probiotika u dijetalnu prehranu moZe pomo¢i u kontroli
razine kolesterola u serumu. Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium lactis koji se nalaze
u jogurtu mogu sniziti razinu kolesterola u serumu. In vitro testovi su otkrili da se kolesterol u
mediju moze istaloziti uz pomo¢ laktobacila te se zu¢ne soli mogu dekonjugirati. Kapacitet
snizenja kolesterola je vjerojatno specifian za soj, a klinicka istrazivanja na ljudima jos nisu
ukljuéena (Tablica 1.). Koronarna bolest srca povezana je sa razinom kolesterola u serumu
(De Jong i sur., 2007.). Biljni steroli (fitosteroli) utjecu na razinu kolesterola u serumu tako da

inhibiraju apsorpciju kolesterola i LDL kolesterola ( Lazarou i sur., 2009.).
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Tablica 1. Neki komercijalno dostupni probioticki mikroorganizmi

Probioticki soj

Izvor izolacije i komercijalna

primjena

Ucinci ili primjena

Lactobacillus acidophilus LA-5
i Bifidocaterium animalis ssp.
lactis, BB-12

Lactobacillus acidophilus
NCDO 1748

Lactobacillus acidophilus
NCFM

Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus gasseri OLL2716
(LG21)

LA-5 je selektirao Chr.Hansen
za proizvodnju mlije¢nih
probiotickih proizvoda, koji
uglavnom ukljucuju djecju
formulu i dijetalne dodatke.
Izoliran je iz humanog zdrijela
te koriSten u prehrambenim

proizvodima tijekom 1970-ih.

Lactobacillus acidophilus
NCDO 1748 u fermentiranim
mlijecnim proizvodima je

patentirala Arla Foods.

Izoliran je na Carolina Food
Microbiology (NCFM).
Komercijaliziran je u dodacima

i fermentiranoj hrani.

Dr. Minoru Shirota ga je
izolirao u Kyoto Imperial
University’s School of Medicine
iz fermentiranog mlije¢nog

napitka zvanog Yakult.

Izolirali su ga Warren i Marshall
1982.godine s cljem pronalaska
zamjene za antibiotik kod

lijecenja infekcije bakterijom H.

pylori.

LA-5 i Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB-12
smanjuju dijareju te konstipaciju

kod starijih pacijenata

Onemogucava negativne
utjecaje antibiotika te

imobilizira mutagene iz hrane

Odrzava zdravlje crijeva.

Povoljni u€inci na kroni¢nu
konstipaciju i sindrom kratkog
crijeva (SBS)

Povoljni ucinci kod infekcije
bakterijom H. pylori te upala

ZeluCane sluzi
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Tablica 1.( nastavak) Neki komercijalno dostupni probioticki mikroorganizmi

Probioticki soj

Izvor izolacije i komercijalna

primjena

Ucinci ili primjena

Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei, F19

Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei, Lactobacillus casei
431

Lactobacillus rhamnosus GG,
LGG

Lactobacillus rhamnosus, GR-
1i Lactobacillus reuteri RC-14

Lactobacillus rhamnosus
HNOO01 i Bifidobacterium lactis
HNO019

Bifidobacterium longum
BB536

Soj izoliran iz zdrave sluznice
debelog crijeva. Koristi se u
fermentiranim mlije¢nim
proizvodima poput Cultura u

Svedskoj i Danskoj.

Izolirani iz fecesa zdrave djece.

Izoliran iz crijeva zdravog
covjeka te je komercijalno
dostupna preko tvrtke Valio u

Finskoj.

GR-1 je izoliran iz mokrac¢ne
cijevi, dok je RC-14 izoliran iz

rodnice zdravih Zena.

Selekcioniran iz zbirke kultura
New Zealand Dairy Research

Institute.

Izoliran iz zdrave dojencadi te
komercijalno dostupan kao

Morinaga Bifidus mlijeko.

Pomaze u odrzavanju crijevne
flore tijekom primjene
antibiotika

Efikasni kod dojencadi i mlade

djece u slucaju dijareje.

Prevencija i lijeCenje dijareje
izazvane primjenom antibiotika

te putnicke dijareje.

Znacajno poboljsanje

urogenitalnog zdravlja Zena.

Povoljni uéinci kod
gastointestinalnih poremecaja te

pozitivni u¢inci na imunitet

Stimulacija imunosne aktivnosti
i odrzavanje ravnoteze crijevne

mikrobiote.
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2.6 BUDUCA ISTRAZIVANJA PROBIOTIKA

Trziste trenutno nudi veliki broj proizvoda baziranih na probioticima i formulacije sa
raznim ucincima na zdravlje. Na primjer, postoji velik broj specifi¢nih drustava koji izdaju
preporuke o primjeni probiotika, poput Europskog drustva o dje¢joj gastroenterologiji,
hepatologiji 1 prehrani (ESPGHAN) te odgovaraju¢eg drustva u Sjevernoj Americi
(NASPGHAN) o primjeni probiotika u tretmanu i prevenciji raznih bolesti. Medutim, U
Europskoj Uniji jo$ uvijek nisu dokazane zdravstvene tvrdnje o probioticima. Nepodudarnost
ne znaci da probioti¢ki proizvodi nisu od koristi za cijelu populaciju, ali ukazuju na to da su
studije do sad provele istrazivanja na rizicnim populacijama ili subjektima sa specifi¢nim
bolestima. Buduce studije moraju imati dokumentaciju o zdravstvenim tvrdnjama. Vijabilnost
probiotickih sojeva koja osigurava odgovarajuéu dozu je vrlo vazna za industrijsku
standardizaciju. Sastav hrane te uvjeti procesiranja nisu navedeni na etiketi proizvoda, iako
oni mogu utjecati na vijabilnost, u¢inkovitost i stabilnost probioti¢kih sojeva. Tehnologija
enkapsuliranja je vrlo korisna u odrzavanju stabilnosti probiotickih sojeva u razliitim
vrstama hrane. Takoder, probioti¢ki sojevi ne bi trebali utjecati na aromu i teksturu proizvoda
na trziStu. Vazno je da tehnoloSke i senzorske potrebe zadovoljavaju proces proizvodnje
probiotickih formulacija. U¢inkovitost probiotika bazirana na klini¢kim ispitivanjima treba
biti u skladu sa klinickim rezultatima te smanjenjem faktora rizika. U slucaju pretilosti,
specificne promjene crijevne mikrobiote mogu nastupiti zbog probiotika, koji mogu pomo¢i u
kontroli masnoc¢a te smanjenju rezistencije na inzulin. Imunostimulacijska aktivnost
laktobacila je dokazana pojacanom imunoloskom funkcijom kod starijih osoba. No, tek se
trebaju utvrditi specifiéne zdravstvene tvrdnje o probioticima u kontroli pretilosti ili
imunogeni¢nosti. Meta-analiza klinickih testova je pokazala da je vrlo teSko posti¢i suglasnost
op¢ih zdravstvenih tvrdnji jer se vecéina testova oslanja na razli¢ite sojeve ili kombinacije
sojeva, kao 1 razli¢ite koncentracije te razli€ite ciljne grupe. Specificne tvrdnje za vazne
bolesti, poput infekcije HIV-om ili karcinoma, trebaju biti vezane uz klini¢ke testove bazirane
na velikom broju ljudi. Analize vezane uz biomarkere trebaju biti u korelaciji sa krajnjim
klinickim tockama. Na primjer, promjene kod inflamatornih citokina trebaju biti
potpomognute smanjenjem ili prevencijom pojave bolesti. Probiotici imaju kompleksni
mehanizam djelovanja na brojne metabolicke puteve; medutim, teSko je primijeniti
farmakoloske regulacije. Sve viSe je postalo jasno da probiotici imaju ,,blazi* ucinak na
zdravlje nego lije¢enje specifi¢nih simptoma bolesti. Ipak, uloga crijevne mikrobiote je sve

viSe priznata kao jedan od glavnih ¢imbenika koji utje¢u na zdravlje. Pojavom ,,omiks*
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tehnologija, utjecaj crijevne mikrobiote se moze detaljnije prouciti u raznim uvjetima, Sto
eventualno moze dovesti do boljeg razumijevanja mikrobne uloge u fiziologiji domacina. Na
primjer, nedavno je pokazano da Faecalibacterium prausnitzii pokazuje snaznu anti-
inflamatornu aktivnost kod osoba koje boluju od Chronove bolesti, pripadnici klastera
klostridija IV i X1V formiraju spore koje induciraju regulatorne T stanice u debelom crijevu te
moze imati terapeutski potencijal, a Akkermansia muciniphila se pokazala efikasnom u
kontroli masnoce te lijeCenju poremecaja metabolizma izazvanih dijetama. JoS jedan primjer
je primjena transplantacije fekalne mikrobiote za suzbijanje infekcije bakterijom Clostridium
difficile. Takve studije mogu dovesti do oblikovanja novih probiotika ili inovativnih

kombinacija mikroba koji ¢e se koristiti u terapeutske svrhe.
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Radni mikroorganizmi

U ovom diplomskom radu u in vitro eksperimentima su koriStena tri soja bakterije
mlije¢ne kiseline iz roda Lactobacillus prikazana u Tablici 1. Soj Cija svojstva ispitujemo je
L. brevis SF15B. Kao pozitivna kontrola koriSten je soj L. helveticus M92 koji eksprimira S-
proteine, a kao negativna kontrola koriSten je soj L. plantarum D13 koji ne eksprimira S-
proteine. Navedeni sojevi su pohranjeni u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,
SveuciliSta u Zagrebu. Sojevi se Cuvaju pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15% (v/v) glicerola te su neposredno prije eksperimenta inokulirani u svjezu tekucu

podlogu i inkubirani prekonoéno pri optimalnoj temperaturi rasta.

Tablica 2. Bakterijski sojevi kori$teni u ovom diplomskom radu

Bakterijski sojevi Hranjive podloge i uvjeti rasta

Lactobacillus helveticus M92 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus brevis SF15B MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus plantarum D13 MRS, 37 °C, anaerobno

3.1.2 Hranjive podloge

Za odrzavanje, Cuvanje i1 uzgoj koriStene su optimalne hranjive podloge za bakterije
mlije¢ne kiseline iz roda Lactobacillus:

. MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode): pepton
10; mesni ekstrakt 10; kvascev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H20 0,1;
MnS04x7H20 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija
se provodi pri 121°C tijekom15 min.

. MRS bujon je jednakog sastava kao MRS agar, samo bez dodatka agara.
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3.1.3 Kemikalije

U ovom eksperimentalnom radu koristene su sljede¢e kemikalije:
. agaroza, ,,Appligane®, Strasbourg, Francuska
. akrilamid, ,,Sigma*, SAD
. APS, "Kemika", Hrvatska
. citratna kiselina, Sigma“, SAD
. Dcode dye solution, "Biorad"”, SAD
. dNTP mix, 10 mM, ,,Promega®, SAD

. etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Mainheim, Njemacka
. fizioloska otopina

. fosfatni pufer (PBS), ,,Kemika*, Hrvatska

. Gene Ruler DNA standard, ,,Fermentas*, Kanada

. GoTaq® Flexi Buffer, ,,Promega“, SAD

. GoTaq® Flexi DNA Polymerase, ,,Promega®, SAD

. goveda zu¢ (oxgall), ,,Difco*, SAD

. gvanidin hidroklorid (GHCI), ,,AppliChem Gmbh”, Njemacka
. HDA1 1 HDA2 specifi¢ne pocetnice

. izopropanol, ,,Kemika“, Hrvatska

. karbonatni i bikarbonatni pufer

. kloridna kiselina, ,,Kemika*, Hrvatska

. kristal-violet, ,,Kemika“, Hrvatska

. LiCL, "Aplichen", Njemacka

. magnezijev klorid, 25 mM, ,,Promega“, SAD

. mucin, ,,Sigma*“, SAD

. natrijev dodecilsulfat, ,,Sigma*“, SAD

. natrijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska

. Nuclease Free Water "Ambion", SAD

. obrano mlijeko u prahu, ,,Fluka®, Njemacka

. reducirajuci reagens

. standard za elektroforezu proteina (molekulske mase 14-97 kDa), ,,Pharmacia‘“, SAD

. TEMED, ,,Sigma®, SAD
. Tween 20, ,,Sigma‘“, SAD
. A HindIII DNA standard, ,,Fermentas®, Kanada
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3.14

Aparatura i pribor

U ovom eksperimentalnom radu koristena je sljede¢a aparatura i pribor:

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

BioSpec Nano, "Shimatzu", Japan

centrifuga CENTAUR 2, ,,Sanyo*, Engleska

centrifuga Centric, ,,Tehtnica®, Slovenija

centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf, SAD

¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006, ,,GDV*, Italija
DGGE system, ,,BioRad*, SAD

elektroforetske kadice, ,,Cleaver Scientific Ltd*, Velika Britanija
igla za nanoSenje proteinskih uzoraka, ,,Hamilton“, SAD
magnetska mijeSalica, ,,Tehtnica®, Slovenija

mikrotitarske ploc¢ice s 96 jazica

PCR uredaj, ,,Applied Biosystems*, SAD

pH-metar , ,,Metrohm*, Svicarska

pinceta

termostat, ,,Instrumentarija“, Hrvatska

tresilica, "New Brunswick Scientific®, SAD

vaga, ,,Tehtnica®, Slovenija

vibro-mjesa¢ EV-100, ,,Kartell®, Italija

zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific®, SAD

3.2 METODE RADA

3.2.1

Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Probioticki sojevi su ¢uvani pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz

dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta probioti¢ki sojevi su inokulirani u

svjezu optimalnu hranjivu podogu te inkubirani pri optimalnoj temperaturi rasta prema

uvjetima navedenim u Tablici 2.
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3.2.2 Adhezija na mucin

Adhezija probiotickih sojeva navedenih u Tablici 2. na mucin u in vitro uvjetima
provedena je na mikrotitarskoj plocici sa 96 jazica (Slika 2). Mikrotitarska plocica je
prethodno pripremljena na nacin da se jazice tretiraju otopinom mucina koncentracije 10
mg/mL u karbonat/bikarbonatnom puferu (50 mmol/L, pH 9,6) te inkubiraju preko noci
pri 4°C. JazZice se ispiru tri puta sa fosfatnim puferom i nakon toga se dodaje po 100 uL
fofatnog pufera (PBS) sa 1% Tween 20 i inkubira se 1 sat pri sobnoj temperaturi kako bi
se mucin imobilizirao. 1z jazica se pazljivo izvadi PBS sa Tweenom 1 nakon toga u svaku
jazicu se dodaje po 100 pL prethodno pripremljene suspenzije sojeva u tri paralele.
Izrasle kulture sojeva navedenih u Tablici 2. se nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta, a
apsorbancija im je podesena tako da se dobiju uzorci koncentracije Agzo =0,5 za svaki od
ispitivanih sojeva. Stanice se resuspendiraju u 4 mL fizioloSke otopine, odnosno u otopini
5 M gvanidin hidroklorida (M=95,53 g/mol) za skidanje S-proteina. Osim u jazice sa
mucinom, suspenzije sojeva se takoder dodaju u jazice bez mucina $to sluzi kao kontrola
adhezije. U slijepu probu umjesto stanica se dodaje fosfatni pufer. Tako pripremljene
plocice se inkubiraju preko no¢i pri 37 °C.

Neadhezirane stanice se uklanjaju uzastopnim ispiranjem sa 0,05 % Tween 20 u
fosfatnom puferu.

Adhezirane stanice se detektiraju dodatkom kristal violeta u svaku jaZicu,
ispiranjem tri puta sa fosfatnim puferom i dodavanjem citratnog pufera (50 mmol/L, pH
4,0). Mjeri se apsorbancija na ¢itacu mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006, ,,GDV* pri

620 nm, izracunava se srednja vrijednost i standardna devijacija.
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Slika 2. Prikaz mikrotitarske plocice sa 96 jazica u kojoj je provedeno ispitivanje adhezije

probiotickih sojeva na mucin.

3.2.3 Analiza proteinazne aktivnosti

Prekonoc¢ne kulture stanica se resuspendiraju u 5 mL otopine obranog mlijeka (2%).
Kao kontrola se koristi 5 mL same otopine obranog mlijeka. Provodi se inkubacija preko noci
pri 37 °C. Prebaci se 1 mL bistre suspenzije i centrifugira se 5 min pri 10 000 o/min. Nakon
toga supernatant se pomijeSa sa reduciraju¢im reagensom (omjer 15:5) koji sadrzi SDS za
denaturaciju proteina. Uzorci se zagrijavaju 10 min pri 80°C. Pomo¢u Hamiltonove igle se na
gel za SDS-poliakrilamidnu gel elektroforezu nanose uzorci. Kao standard se dodaju proteini
niske molekulske mase zajedno sa reduciraju¢im reagensom.

SDS-PAGE (eng. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (4%
gel za sabijanje i 12% gel za razdvajanje) se provodi pri konstanthom naponu od 200 V kroz
45 min u kadici za elektroforezu ( Slika 3.). Nakon zavr$ene elektroforeze, gel se boji u 0,1%-
tnom metilenskom modrilu R-250 s 50% metanola i 7% octene Kiseline kroz najmanje 3 sata.
Nakon bojanja, gel se odbojava u 7%-tnoj octenoj kiselini. Nakon zavrSene elektroforeze
SDS-PAGE proteinski gelovi se skeniraju (Scanjet 3800; Hewlett Packard, CA, SAD).
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Slika 3. Prikaz aparature za provodenje SDS- PAGE

3.24 Denaturirajuéa gradijentna gel elektroforeza (eng. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis, DGGE)

Koncentracija DNA se mjeri pomocu BioSpec Nano uredaja (valna duljina 0.2 mm
za 1 pL), pri ¢emu se kao slijepa proba koristi TE pufer. Nakon toga se provodi PCR (eng.
Polymerase Chain Reaction) za DGGE s HDA1 (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3) i
HDA2 (5'-GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3") pocetnicama. Kao negativna kontrola da
fragment dobiven na gelu nije dimer pocetnica koristi se uzorak koji ne sadrzi DNA.

Nakon toga se provodi DNA elektroforeza dobivenih PCR produkata na agaroznom
gelu u 1x TAE puferu. Kao standard se koristi 0,5 pLL Gene Rulera (100 bp Ladder) i 0,25 uL
A HindIII.

DNA elektroforeza se provodi pri 200 V i 80 mA kroz 30 min u kadici za
elektroforezu. Nakon zavrSene elektroforeze gel se boja sa otopinom etidijevog bromida
koncentracije 0,5 ug/mL kroz 10 min. Nakon toga se gel prebaci na UV transiluminator te se

pomocu programa Gel Capture snimi slika gela pri valnoj duljini od 254 nm.

Prikaz aparature za pripravu gela za DGGE je prikazan na Slici 4. Gel za DGGE se

priprema tako da se pomijeSaju reagensi prema proraunu za razli¢ite gradijente kako je
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prikazano u Tablici 3. Ukupni volumen 100%-tne i 0%-tne otopine se izraCuna zbrajanjem
potrebnog volumena tih otopina prema zeljenom gradijentu (postotku) zaokruzenom na prvi
cijeli broj, ¢iji rezultati su prikazani u Tablici 4. Neposredno prije nanoSenja gela u
suspenziju se doda 130uL APS-a (stock 0,1g/mL) i 5,8uL TEMED-a. U suspenziju gela
viSeg postotka dodaje se plava boja Dcode dye solution (100 L na SmL - 300 pL) kako bi se
te dvije suspenzije razlikovale. Kao uzorci se koriste PCR produkti svakog soja, a kao
standard se koriste pomijesani sojevi jer DGGE nema komercijalne standarde. NanoSenje
uzoraka zapocinje kod postignutih 58°C, a sama eleketroforeza zapo€inje kod postignutih
60°C. Nakon elektroforeze provodi se bojanje gela u etidijevom bromidu i skeniranje. DGGE
elektroforeza se provodi pri 220 V kroz 3 sata, a nakon zavrsene elektroforeze gel se tretira na

isti na¢in kao kod DNA elektroforeze.

Tablica 3. Prikaz proracuna reagenasa potrebnih za dobivanje gela razli¢itog gradijenta

PRIPREMA GELA ZA DGGE (volumena 34 mL)

REAGENS Pocetna Konacna 100 % 0%
koncentracija | koncentracija

Urea 7M 7,14 ¢ /
Formamid 40 % 6,8 mL /

TAE 50x 1x 340 pL 34 uL
Akrilamid/bisakrilamid 40 % 8 % 3,4 mL 3,4 mL
Voda Nadopuniti do ukupnog volumena
UKUPNI VOLUMEN 17 mL 17 mL

Tablica 4. Prikaz potrebnih volumena otopina za dobivanje Zeljenog gradijenta gela 1 (od 30
do 70 %) i gela 2 (od 40 do 60 %)

Ukupni .
Volumen100 %  Volumen 0 % volurmen Broj gela

3,4 13,6 20 17

51 11,9 30 17 Gel 1
6,8 10,2 40 17 Gel 2
8,5 8,5 50 17

10,2 6,8 60 17 Gel 2
11,9 5,1 70 17 Gel 1
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Slika 4. Prikaz aparature za pripravu gela za DGGE

3.2.5 Ekstrakcija SLAP (engl. S-layer associated proteins) proteina pomoé¢u LiCl

Ekstrakcija SLAP proteina je modificirana prema standardnoj LiCl S-sloj
ekstrakcijskom protokolu za L .acidophilus (Goh i sur., 2009; Lortal i sur., 1992).

Prekonoc¢ne kulture stanica su centrifugirane 10 minuta pri 2,236 x g (rcf) 1 4°C. Talog stanica
se ispire 2 puta s hladnim fosfatnim puferom pH=7,4. Dodaje se 10 mL 5 M litijevog klorida
(LiCl) i 30 min se drzi na 4°C uz povremeno protresanje. Centrifugira se 10 minuta pri 8,994
x g (rcf) 1 4°C. Supernatant u kojem se nalaze S-proteini i SLAP proteini svakog soja se
prebace u Spectra/Por poroznu membranu (Slika 5.) i dijalizira u hladnoj destiliranoj vodi na
magnetskoj mjesalici 24 h, mijenjajuci prvih 8 h vodu svaka 2 h.

Sadrzaj svake membrane nakon dijalize se centrifugira na sobnoj temperaturi 30 min
pri 20,000 x g (rcf). Talog se resuspendira u 1 mL 1 M LiCl pri 4°C i 15 minuta kako bi se
razdvojili SLAP protein od S-proteina koji nisu topljivi u 1 M LiCl. Suspenzija se centrifugira
10 minuta pri 20,000 x g. Supernatante koji sadrze SLAP proteine se prebace u Spectra/Por
membranu i provodi se ponovna dijaliza. Sadrzaj membrane nakon druge dijalize se
centrifugira 30 minuta pri 20,000 x g (rcf). Talog se resuspendira u 10 pL reducirajuceg
reagensa i prokuha 10 min pri 80°C. Na gel za SDS-PAGE se pomoc¢u Hamiltonove igle
stavlja 5 uL svakog uzorka, 5 pL standarda i 3 pL reducirajuceg reagensa.

Na gel se nanose i1 uzorci nakon prve dijalize kako bi se provjerila u¢inkovitost
provedene metode. Ostatak sadrZzaja membrane nakon 1. dijalize se centrifugira pri 20 000

o/min 30 min. PomijeSa se 15 pL supernatanta s 5 pL reducirajuéeg reagensa, a talog se
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resuspendira s 10 pL reduciraju¢eg reagensa. Uzorci se prokuhaju 10 min na 80°C i nanose na

gel, takoder Hamiltonovom iglom.

Slika 5. Prikaz pripremljenih ispitivanih uzoraka prije dijalize koji se nalaze u Spectra/Por
poroznoj membrani pric¢vrséeni na krajevima vezicom.

3.2.6 Turbidimetrijsko odredivanje brzine rasta kultura odabranih izolata u razli¢itim
uvjetima

Prati se rast prekono¢nih kultura BMK u mikrotitarskim plo€icama pri razlic¢itim
temperaturama (30 °C, 37 °C i 45 °C), snizenom pH (pH=3) koji je podesSen 1M HCl-om, uz
dodatak odredene koli¢ine soli (4,5 % i 6,5 % NaCl) te uz dodatak zuc¢nih soli (0,5 %, 1 % te
1,5 %). 15 uL prekonoc¢nih kultura odabranih izolata se nanose na 4 mikrotitarske ploc¢ice pri
¢emu se na dvije prati rast u svim pripremljenim medijima u 3 paralele te se one inkubiraju pri
37 °C, na trecoj se prati rast BMK u ¢istoj MRS podlozi pri 30 °C, a na ¢etvrtoj se prati rast
BMK u ¢istoj MRS podlozi pri 45 °C. Slijepu probu ¢ini ¢isti MRS medij. Nakon nanoSenja
uzoraka, odreduje se pocetna apsorbancija na ¢itacu mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006,
,GDV* pri 620 nm 1 plocice se inkubiraju pri odredenim temperaturama. Mjerenje
apsorbancije se provodi svaka 2 sata prvih 6 sati te na kraju procesa, odnosno 22. i 24. sat.
Nakon 24 sata izraCunavaju se srednje vrijednosti 1 standardna devijacija te se odreduje rast

svakog ispitivanog soja ovisno o datim uvjetima.
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Denaturirajuéa gradijentna gel elektroforeza (DGGE)

Gel elektorofrezom u denaturiraju¢em gradijentu (Eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis,
DGGE) omoguceno je razlikovanje bakterijskih sojeva unutar iste bakterijske vrste. Stoga su u
ovom radu usporedeni bakterijski sojevi koji pripadaju rodu Lactobacillus. Samoj
elektroforezi prethodila je izolacija DNA, nakon Cega je slijedilo mjerenje koncentracije na
BioSpec Nano uredaju. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 5. Zatim je provedena PCR
(Eng. Polymerase Chain Reaction) metoda sa specificnim pocetnicama HDA1l i HDA2
pocetnicama te DNA elektroforeza dobivenih PCR produkata na agaroznom gelu. Rezultati su

prikazani na Slici 6. Na slici 7. prikazan je gel nakon provedene DGGE metode.

Tablica 5. Prikaz rezultata mjerenja koncentracije BioSpec Nano uredajem pri valnoj duljini

od 0.2 mm.
M92 47,07
SF15B 176,92
D13 366,86
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S M92 SF15B D13 K

Slika 6. Prikaz gela nakon provedene DNA elektroforeze; S-standard; M92- Lactobacillus
helveticus; SF15B - Lactobacillus brevis; D13 - Lactobacillus plantarum; K — negativna

kontrola

M92D6 ZG1 15B 9B D13 S

Slika 7. Prikaz slike od 30% do 70% gela nakon provedene DGGE; S - standard; M92 -
Lactobacillus helveticus; D6 - Lactobacillus brevis; ZG1 - Lactobacillus brevis; SF15B -

Lactobacillus brevis; SF9B - Lactobacillus paraplantarum; D13 - Lactobacillus plantarum
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Uspjesnost PCR reakcije potvrdena je gel elektroforezom jer su dobivene vrpce svih
sojeva koji su analizirani. KoriStenjem negativne kontrole, odnosno uzorka koji ne sadrzi
DNA utvrdeno je da dobiveni fragment na gelu nije rezultat dimerizacije pocetnica HDAT 1
HDAZ2 jer u zadnjoj jazici u koju nije stavljena DNA nije detektirana vrpca ( Slika 6.).

Kod DGGE se kao uzorci koriste PCR produkti svakog soja. Primjenom DGGE
metode mogu se razlikovati vrste, a da bi se mogli usporedivati rezultati koriste se dodatni
sojevi za analizu ( D6 — L. brevis, SFO9B — L. paraplantarum, SF15B — L. brevis ). Prema
dobivenim rezultatima na Slici 7. vidi se da sojevi L. helveticus M92, L. brevis D6, L. brevis
ZG1 te L. brevis SF15B imaju vrpce na istom mjestu, odnosno u istoj ravnini dok njima
srodni sojevi L. paraplantarum SF9B i L. plantarum D13 imaju takoder vrpce u istoj ravnini,
ali na drugom mjestu. Kao standard se koriste pomijeSani sojevi te su zato u zadnjem stupcu

vidljive dvije vrpce.

4.2 Turbidimetrijsko odredivanje brzine rasta kultura odabranih izolata u razli¢itim
uvjetima

U gastrointestinalnom traktu prevladavaju stresni uvjeti poput niskog pH, aktivnosti
probavnih enzima, probavnih sokova itd., pri ¢emu S-proteini mikroorganizama koji ih sadrze
imaju zastitnu ulogu tijekom takvih uvjeta. Zué¢ koja se izluéuje u tankom crijevu smanjuje
prezivljavanje bakterija remete¢i strukturu stani¢ne membrane, te izazivajuci razgradnju i
denaturaciju proteina i molekule DNA. Za probiotike je preporuc¢ena tolerancija na
koncentraciju zu¢nih soli izmedu 0,15 1 0,5 % $to je u rasponu fizioloske koncentracije u GIT.

U ovom radu ispitan je rast prekonocnih kultura bakterija mlije¢ne kiseline pri
razli¢itim temperaturama (30 °C, 37 °C i 45 °C), snizenom pH (pH = 3) uz dodatak odredene
koli¢ine soli (4,5 % i 6,5 % NaCl) te uz dodatak zu¢nih soli (0,5 %, 1 % te 1,5 %). Brzina
rasta ispitivanog soja L. brevis SF15B usporedivala se sa brzinom rasta sojeva L. helveticus
M92 koji je koriSten kao pozitivna kontrola te L. plantarum D13 koji je koristen kao
negativna kontrola. Svi su pokusi provedeni tri puta u te tri paralele, nakon ¢ega su izraGunate
srednje vrijednosti i standardna devijacija te na osnovu dobivenih rezultata nacrtane krivulje
rasta svakog bakterijskog soja ( Slike 8.,9.,10.,11.,12.,13.,14.,15.,16.).
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Slika 8. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus

brevis SF15B i Lactobacillus plantarum D13 u ¢istoj MRS tekucoj podlozi.
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Slika 9. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus

brevis SF15B te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekucoj podlozi pri pH=3.
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Slika 10. Rast probioti¢kih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus
brevis SF15B te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekué¢oj podlozi uz dodatak 0,5 %

zuénih soli.

MRS + 1% zuénih soli

2.00 7,00 12,00 17,00 22.00 27.00
t/sati

—M92 —SF15B D13

Slika 11. Rast probiotic¢kih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus
brevis SF15B te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekué¢oj podlozi uz dodatak 1 % zuc¢nih

soli.

28



MRS + 1,5% zucnih soli
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Slika 12. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis SF15B
te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekuc¢oj podlozi uz dodatak 1,5 % zuénih soli.

MRS + 4,5% NaCl

- =
T =1

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
t/sati

—M92 ——SF15B D13

Slika 13. Rast probioti¢kih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis SF15B
te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekucoj podlozi uz dodatak 4,5 % NaCl.
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MRS + 6,5% NaCl
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Slika 14. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis SF15B
te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekucoj podlozi uz dodatak 6,5 % NaCl.
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Slika 15. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis SF15B
te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekuc¢oj podlozi pri 30 °C.
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Slika 16. Rast probiotickih sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis SF15B
te Lactobacillus plantarum D13 u MRS tekuc¢oj podlozi pri 45 °C.

U MRS tekucoj podlozi najbolju sposobnost rasta pokazao je ispitivani soj
Lactobacillus brevis SF1B,dok su u MRS tekuc¢oj podlozi pri pH = 3 sva tri soja pokazala
podjednaku sposobnost rasta.

U MRS podlozi sa dodatkom zuénih soli koncentracija 0,5 %,1% i 1,5% najbolju
sposobnost rasta pokazao je soj L. helveticus M92, dok je najmanju sposobnost rasta pokazao
ispitivani soj L. brevis SF15B.

U MRS podlozi sa dodatkom 4,5 % NaCl najmanju sposobnost rasta pokazao je soj
L. helveticus M92. Soj L. brevis SF15B najbolje je rastao u podlozi sa dodatkom 6,5% NaCl,
dok je u podlozi sa dodatkom 4,5% NaCl pokazao podjednaku sposobnost rasta kao i soj L.
plantarum D13.

Kod temperature od 30 °C najbolju sposobnost rasta u MRS tekucoj podlozi su
pokazali sojevi L. brevis SF15B te L. plantarum D13. Kod temperature od 45 °C najbolju
sposobnost rasta u MRS tekuc¢oj podlozi pokazao je soj L. helveticus M92.

Ispitivani soj L. brevis SF15B prema dobivenim rezultatima ima potencijal za
prezivljavanje u uvjetima ljudskog gastrointestinalnog trakta, Sto je jedna od najvaznijih

preduvjeta za izbor probiotic¢kih sojeva.
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4.3 Analiza proteinazne aktivnosti

Bakterije mlijeéne kiseline zahtijevaju brojne esencijalne faktore rasta. Mlijeko,
bogati medij za rast, sadrzi niske koncentracije slobodnih aminokiselina i peptida vaznih za
ucinkovit rast bakterija ( Shihata i Shah, 2000.; Vasiljevi¢ i sur., 2005.). Kao odgovor na
ovakva ograni¢enja, BMK su razvile kompleksni sustav proteinaza i peptidaza, koje
omogucuju iskoristenje kazeina kao dodatnog izvora organskog dusika (Smid i sur., 1991.).
Za proteoliticku aktivnost odgovorne su proteinaze stani¢ne stijenke BMK koje im
omogucuju rast u mlijeku, sudjeluju u formiranju arome i teksture proizvoda, te u sintezi
bioloski aktivnih peptida (Lebo§ Pavunc i sur., 2012.). Probioti¢ka bakterija L. helveticus M92
je na temelju prethodnih istrazivanja pokazala znacajnu proteoliticku aktivnost te je u ovom
ispitivanju sluzila kao pozitivna kontrola (Beganovi¢ i sur., 2013.).

Kulture stanica su preko no¢i inkubirane u otopini obranog mlijeka da bi se ispitala
njihova proteoliticka aktivnost (Slika 17.) Nakon toga su uzorci nane$eni na gel i napravljena
je SDS — PAGE elektroforeza kako bi se utvrdila prisutnost proteina u obranom mlijeku
(Slika 18.)

SF15B D13 K

Slika 17. Odredivanje proteoliticke aktivnosti u obranom mlijeku usporedivanjem uzoraka
prije (i) i nakon (ii) inkubacije preko no¢i pri 37 °C
M92 - Lactobacillus helveticus; SF15B - Lactobacillus brevis; D13 - Lactobacillus
plantarum; K — kontrola (otopina obranog mlijeka)
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Slika 18. Ispitivanje hidrolize kazeina pomocu odabranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline
SDS-PAGE metodom; S- standard proteina niske molekulske mase; M92- Lactobacillus
helveticus; SF15B - Lactobacillus brevis; D13 - Lactobacillus plantarum; K — kontrola

(otopina obranog mlijeka)

Prema dobivenim rezultatima vidi se da soj Lactobacillus helveticus M92 pokazuje
proteoliti¢ku aktivnost nakon prekono¢ne inkubacije pri 37 °C (Slika 17.) jer je doslo do
bistrenja otopine uslijed razgradnje kazeina. Proteoliticka aktivnost ovog soja potvrdena je na
gelu za SDS — PAGE elektroforezu jer nije detektirana vrpca koja odgovara kazeinu (Slika
18.).

Kod ispitivanog soja Lactobacillus brevis SF15B doslo je do blagog bistrenja otopine
Sto ukazuje da ovaj soj takoder pokazuje proteoliti¢ku aktivnost ( Slika 17.). To je potvrdeno
na gelu za SDS — PAGE elektroforezu (Slika 18.) jer je zbog prisutnosti proteaza doslo do
razgradnje kazeina iz obranog mlijeka i vrpca koja odgovara kazeinu se ne vidi.

Soj Lactobacillus plantarum D13 ne pokazuje proteoliticku aktivnost jer nakon
prekono¢ne inkubacije nije doslo do bistrenja otopine (Slika 17.), sto se moze vidjeti i
usporedbom sa kontrolom. Na gelu za SDS — PAGE elektroforezu je detektirana vrpca koja
odgovara kazeinu jer nisu prisutne proteaze koje bi razgradile kazein ¢ime je potvrdeno da

0vaj soj ne posjeduje proteoliticku aktivnost (Slika 18.).
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Ispitivani bakterijski soj L.brevis SF15B, kao i soj L. helveticus M92, koji su
okarakterizirani kao probioticke kulture, a posjeduju proteoliticku aktivnost, imaju veliki

potencijal za primjenu u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda.

4.4 Ekstrakcija SLAP proteina pomocu LiCl

Povrsinski sloj sadrzi proteine ili glikoproteine koji su poznati kao S-proteini (SLPS),
odnosno to su dvodimenzionalni, visoko porozni kristalni nizovi ili podjedinice koje
predstavljaju najudaljeniji sloj stani¢ne stijenke kod veéine bakterija, ukljucujuci i vrste koji
pripadaju rodu Lactobacillus (Sara i Sleytr, 2000.; Avall-Jaiskeldinen i Palva, 2005.).
Molekulska masa S-proteina bakterija iz roda Lactobacillus je od 25 kDa do 71 kDa (Boot i
sur., 1995.; Toba i sur., 1995.). Vecina S-proteina bakterija iz roda Lactobacillus nije
glikozilirana (Sara i Sleytr, 2000.). S-proteini imaju visoku pl vrijednost koja je u rasponu od
9.35 do 10.40. Geni koji kodiraju za S - proteine su sekvencionirani iz vrsta poput L.
helveticus, L. acidophilus, L. brevis i L. crispatus. Laktobacili posjeduju razne gene koji
kodiraju za S-proteine (SIpA, slpB, slpH1 i slpH2) ( Avall-Ja#skeldinen i Palva, 2005.).

Ekstrakcija SLAP proteina je modificirana prema standardnoj LiCl S-sloj
ekstrakcijskom protokolu za L .acidophilus (Goh i sur., 2009; Lortal i sur., 1992).

Prekono¢ne kulture stanica su tretirane sa 5 M soli litijevog klorida (LiCl), a nakon
centrifugiranja se u supernatantu nalaze S-proteini i SLAP proteini svakog soja te se provodi
dijaliza. Nakon prve dijalize provedena je SDS — PAGE elektroforeza supernatanta kako bi se
utvrdila uspje$nost metode, odnosno prisutnost S-proteina (Slika 19.). Zatim se talog
resuspendira u 1 M LiCl kako bi se razdvojili SLAP proteini od S-proteina koji nisu topljivi u
1 M LiCl. Provodi se ponovno dijaliza supernatanta u kojem se nalaze SLAP proteini i radi se
SDS — PAGE elektroforeza da se utvrdi prisutnost SLAP proteina ( Slika 20.).
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Slika 19. Ispitivanje prisutnosti S-proteina provodenjem SDS-PAGE elektroforeze
supernatanta nakon prve dijalize; S - standard; M92- L. helveticus; SF15B — L. brevis; D13 —
L. plantarum
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Slika 20. Ispitivanje prisutnosti S-proteina provodenjem SDS-PAGE elektroforeze taloga
nakon prve dijalize; S-standard; M92- L. helveticus; SF15B- L. brevis; D13 — L. plantarum
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Slika 21. Ispitivanje prisutnosti SLAP proteina provodenjem SDS-PAGE elektroforeze nakon
druge dijalize; S-standard; M92- L. helveticus; SF15B — L. brevis; D13 — L. plantarum.

Rezultati nakon prve dijalize prikazani su na Slici 19. i pokazuju uspjesnost ove
metode taloZenja S-proteina i SLAP proteina pomoc¢u LiCl. Na gel za SDS — PAGE su
nanesSeni supernatant i talog i na gelu nisu detektirane vrpce, Sto potvrduje teoriju da se u
supernatantu ne nalaze proteini. Rezultati nakon druge dijalize prikazani su na Slici 20. Na gel
za SDS — PAGE nanesen je talog i vidljive su vrpce kod soja Lactobacillus helveticus M92
koji je koristen kao pozitivna kontrola jer sadrzi gene koji kodiraju za S-proteine te kod
ispitivanog soja Lactobacillus brevis SF15B. Kod soja Lactobacillus plantarum D13 nisu
vidljive vrpce sto je u skladu s tim da taj soj ne eksprimira S-proteine te je koriSten kao
negativna kontrola. U usporedbi sa standardom na Slici 20. vidi se da su molekulske mase
dobivenih vrpca kod sojeva M92 i SF15B u rasponu od 45 do 97 kDa, §to odgovara S-
proteinima ¢ija je molekulska masa od 25 — 71 kDa.

Slika 21. prikazuje rezultate nakon druge dijalize koji potvrduju da su kod soja L.
helveticus M92 i ispitivanog soja L. brevis SF15B prisutni SLAP proteini. Nakon provedene
SDS — PAGE elektroforeze dobivene su vrpce ¢ija je molekulska masa u rasponu od 45 — 97
kDa, $to odgovara molekulskoj masi SLAP proteina. Kod soja L. plantarum D13 na gelu nisu

vidljive vrpce sto dokazuje da kod ovog soja nisu prisutni SLAP proteini.
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4.5 Adhezija na mucin

Sluznica crijeva je vrlo vazan ¢imbenik u obrambenom mehanizmu
gastrointestinalnog trakta. (Iwai i sur., 2009.). Kao glavni sastojak slunice, mucin sluzi kao
mjesto interakcije crijevne mikroflore i patogenih bakterija ( Robbe i sur.,, 2004) te
istovremeno sprjecava adheziju bakterijskih i virusnih patogena na sluznicu crijeva i toksina
apsorbiranih u tijelu (Robbe i sur., 2004.; Beyaz i Liman, 2009.). Sposobnost adhezije
crijevnih bakterija je vazna za kolonizaciju i rast u intestinalnom traktu ( Namba 1 sur., 2007.).
Adhezijska svojstva bakterija omogucavaju njihovo duze zadrZzavanje u intestinalnom traktu.
Sposobnost pojedinih probioti¢kih sojeva da inhibiraju kolonizaciju patogena, invaziju te
modulaciju imunosnog odgovora je takoder povezana sa sposobnoséu adhezije na sluznicu
crijeva ili epitelne stanice ( Laparra i Sanz, 2009.)

U ovom radu provedeno je istrazivanje sposobnosti adhezije soja Lactobacillus
brevis SF15B na mucin. Kao pozitivha kontrola koristio se soj Lactobacillus helveticus M92
koji eksprimira S-proteine, a kao negativna kontrola soj Lactobacillus plantarum D13 koji ne

sadrzi S-proteine.

Adhezija na mucin
3,500
3,000

2,500

= 2,000

< 1,500

1,000
0,500 l

0,000

SF9B  SF15B D13

W netretirane stanice = stanice tretirane sa 5 M gvanidin hidrokloridom

Slika 22. Ispitivanje in vitro adhezije probiotickih sojeva u mikrotitarskoj plo€ici sa 96 jazica

M92 - Lactobacillus helveticus; SF15B - Lactobacillus brevis; D13 - Lactobacillus plantarum
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U mikrotitarskoj ploCici sa 96 jazica ispitivala se in vitro adhezija probiotickih sojeva
navedenih u Tablici 2. te su dobiveni rezultati prikazani na Slici 22.

Soj Lactobacillus helveticus M92 koji je sluzio kao pozitivna kontrola jer sadrzi S-
proteine je pokazao znatno veéu apsorbanciju nakon tretmana sa fizioloSkom otopinom nego
sa gvanidin hidrokloridom ( Slika 22.) Ovi rezultati ukazuju na to da S-proteini imaju vaznu
ulogu u adheziji stanica na mucin.

Soj Lactobacillus brevis SF15B je pokazao vrlo sli¢ne rezultate kao i pozitivna
kontrola. Dobiveni rezultati ukazuju na to da je nakon tretmana sa gvanidin hidrokloridom
doslo je do znacajnog smanjenja apsorbancije u odnosu na tretman sa fizioloSkom otopinom (
Slika 22.), sto znaci da su S-proteini prisutni kod soja Lactobcillus brevis SF15B zasluzni za
adheziju na mucin jer se smanjenjem apsorbancije smanjila i sposobnost vezanja na mucin.

Soj Lactobacillus plantarum D13, koji je sluzio kao negativna kontrola jer ne sadrzi
S-proteine, je nakon tretmana sa fizioloskom otopinom pokazao neznatno vecu apsorbanciju u
odnosu na tretman sa gvanidin hidrokloridom ( Slika 22.) Ovi rezultati ukazuju na to da se
nakon tretmana sa gvanidin hidrokloridom nije promijenila sposobnost stanica za vezanje na
mucin te da su za adheziju stanica soja L. plantarum D13 na mucin odgovorni neki drugi

adhezijski faktori.
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5 ZAKLJUCAK

1. DGGE metodom dokazano je da je soj L. brevis SF15B srodan sojevima L. helveticus
M92, L. brevis D6 i L. brevis ZG1, od kojih svi navedeni sojevi eksprimiraju S-
proteine.

2. Turbidimetrijskim odredivanjem brzine rasta utvrdeno je da je ispitivani soj
Lactobacillus brevis SF15B pokazao najbolje svojstvo rasta u MRS podlozi pri
30 °C te u MRS podlozi sa dodatkom 4,5 % i 6,5 % NaCl. Stanice soja Lactobacillus
brevis SF15B su pokazale znacajno svojstvo rasta kod niskih pH vrijednosti kakve
vladaju u pojedinim dijelovima ljudskog gastrointestinalnog trakta, dok se dodatkom
zucnih soli zna¢ajno smanjilo svojstvo rasta ispitivanog soja.

3. Analizom proteinazne aktivnosti utvrdena je proteoliticka aktivnost soja Lactobacillus
brevis SF15B, $to ukazuje na njegov potencijal u primjeni kao starter kultura za
proizvodnju fermentiranih mlije¢nih proizvoda.

4. Stanice soja L. brevis SF15B na svojoj povrsini uz sloj S-proteina sadrze i SLAP
proteine, koji uz S-proteine vjerojatno imaju ulogu u vaznim probioti¢kim svojstvima
navedenog soja. S-proteini soja L. brevis SF15B imaju ulogu u adheziji stanica tog

soja na mucin.
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