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1.UvOD

U novije vrijeme sve se viSe stavlja naglasak na prevenciju dentooralnih oboljenja koje se
javljaju ve¢ u ranim godinama Zivota. Detaljno poznavanje usne Supljine, sastava sline i
razliCitog utjecaja razliCitih vrsta patogena na formiranje biofilmova sluze kao temelj
prevencije oboljenja i uvelike doprinose razvoju novih modela prevencije bolesti. Pozitivni
trend smanjenja obolijevanja postize se boljom brigom i higijenom usne Supljine, koristenjem
razliCitih pasti za zube koje sadrzavaju fluor, fluoridizacijom mlijeka te periodickim kontrolnim

stomatoloskim pregledima.

Biofilm, poznatiji pod imenom zubni plak, je viSestani¢na zajednica mikroorganizama
bakterijskog podrijetla koje u agregatima drZi ekstracelularni matriks proizveden od samih
bakterija. Nastaje pri¢vrs¢ivanjem bakterijskih stanica pomoc¢u biceva za stanicu domadéina.
Bakterije koje ga tvore Cine simbiozu gdje otpustanjem i primanjem razli¢itih hranjivih tvari
svi Clanovi imaju koristi. Aktivna povrSina biofilma u prisutnosti ugljikohidrata, posebice
Secera, tokom duljeg vremena uzrokuje dentooralna oboljenja. NajceS¢i uzrocnici
dentooralnih oboljenja koji dominiraju usnom Supljinom, rastu i razmnoZavaju se u

biofilmovima su predstavnici bakterija roda Streptococcus i Aggregatibacter.

Zbog sve vece prisutnosti antimikrobne rezistencije, stomatoloska, ali i biotehnoloSka struka
moraju razvijati nove nacine prevencija i suzbijanja dentooralnih oboljenja. U tu svrhu sve su
popularniji probiotici, Zive kulture stanica koje su sastavni dio gastrointestinalnog sustava.
Pozeljna svojstva koja bi probioticke bakterije trebale imati su autoagregacija i koagregacija
s drugim patogenim mikroorganizmima jer se na taj nacin sprecava njihova kolonizacija sto

je ujedno i efekt koji se Zeli postiéi.

Cilj ovog rada bila je probioticka karakterizacija bakterija mlijeCne kiseline Lactobacillus
plantarum M1 i Lactobacillus plantarum KO9, kako bi se ispitao potencijal u prevenciji i zastiti
od dentooralnih oboljenja. Mjerena je sposobnost inhibicije biofilmova patogenih bakterija
Streptococcus  mutans, Streptococcus — sanguinis,Streptococcus — intermedius — te
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Obzirom da se radi o usnoj Supljini, odredili smo
takoder sposobnost prezivljavanja probiotika u simuliranoj slini jer ona predstavlja prirodno
staniSte bakterijskim vrstama koriStenim u ovom istraZzivanju te sposobnost koagregacije
potencijalnih probiotika s patogenim bakterijama. Istrazivane bakterije iskazale su visok
probioticki potencijal za dentooralnu primjenu, preko inhibicije patogenih bakterija i visokog

stupnja preZivljenja i koagregacije u simuliranim uvjetima usne Supljine.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROBIOLOSKI POGLED NA DENTOORALNA OBOLJENJA
Slina je puferska otopina bogatog kemijskog sastava, koja uz ione i fizikalno vezane plinove,

sadrzi jos lipide, proteine, vitamine, enzime i razne druge hranjive tvari te predstavlja odlicnu
hranjivu podlogu za rast i razvoj mikroorganizama (Montalto i sur., 2003). Usna Supljina
sadrzi vise od 700 razli¢itih taksonomski identificiranih bakterija (Dewhirst i sur., 2010), a
neke od njih usko su povezane s mehanizmom nastanka karijesa. Vecina njih razvila je
simbiozni odnos s Covjekom kao domadinom. Naru$avanjem tog odnosa dolazi do pojave
oboljenja poput parodontitisa,karijesa, upala gingive. Simbioza se moZe narusiti na razlicite
nacine, ponajprije loSom oralnom higijenom, pusenjem, loSom prehranom te ostalim
faktorima koji ¢e dovesti do povecanja zubnog plaka, kolonija bakterija te posljedicno i
oboljenja. Pojava raznih bolesti rezultat je poremedaja ravnoteze u prirodnom ekosustavu.
Bakterije prisutne u biofilmovima su uvijek metabolicki aktivne i uzrokuju izmjene pH
vrijednosti Sto u konacnici rezultira otapanjem tvrdog zubnog tkiva i nastanka karijesa (Kidd i
Fajerskov, 2004). Nakon prehlade, zubni karijes predstavlja drugu po redu bolest glede
rasprostranjenosti koja obuhvaca ljude svih dobnih skupina (Isalm i sur., 2010). Parodontne
bolesti predstavljaju upalu gingive i okolnog vezivhog tkiva zbog nakupina koloniziranih
bakterija na povrSinama u usnoj Supljini. Postoje 2 velike skupine, gingivitis i parodontis.
Bakterije koje se nalaze u zubnom plaku, ponajvise Aggregatibacter actinomycetemcomitans
razraduju razliCite spojeve kao $to su sumporovodik, amonijak, amini, enzimi (poput
kolagenaze) i antigeni koji prodiru u gingivu i uzrokuju protuupalni odgovor (Loesche, 1996).

Poprecni prikaz presjeka zuba i podrucja koja obuhvacdaju bolesti prikazan je na slici 1.
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Slika 1.Shematski prikaz presjeka zuba koji prikazuje karijes i oSteCenja. (Preuzeto i

doradeno prema Walter J. Loesche, 1996.)

Zbog sve Cesc¢ih pojava dentooralnih obolijevanja i njihovog skupog lijecenja naglasak se
stavlja na prevenciju. Alternativni i vrlo uspjeSan nacin u borbi protiv patogenih
mikroorganizama u ustima predstavljaju probiotici (Hasslof i Stecksen-Blicks, 2020). Da bi
njihov blagotvorni uéinak mogao doci do izrazaja, logicno je da moraju imati sposobnost
formacije biofilmova koji djeluju kao zastitha podloga za usna tkiva protiv oralnih bolesti te

kompetitivno iskljucuju patogene.

2.2. BAKTERIJE RODA Streptococcus
Bakterije roda Streptococcus su mnogobrojna i raznolika zajednica razliCitih vrsta bakterija,

kuglastog oblika povezanih medusobno u lance ili parove, jako su rasprostranjeni ukljucujuci
i usnu Supljinu koja im predstavlja prirodno stani$te. Rod Streptococcus trenutno obuhvaca
viSe od 100 prepoznatih vrsta, a zasigurno se moze ocekivati da ¢e se ovaj broj povecavati
dostupnos¢u tehnologija sekvenciranja slijedece generacije (Spellerberg, B. and Brandt, C.
2015). Samu skupinu cine kako nepatogene bakterije, sudionici normalne flore kod ljudi,
tako i patogene vrste koje izazivaju razne bolesti. Gram-pozitivhe vrste, Streptococcus
sanguinis i Streptococcus mutans pripadaju vecoj skupini Streptococcus viridans, poznate jos
kao i oralni streptokoki, glavni su uzrocnici karijesa zuba. Da bi neka bakterija bila uzrocnik

karijesa i dentooralnih oboljenja ona mora ispunjavati neke zahtjeve poput stvaranja



ekstracelularnih i intracelularnih polisaharida, sposobnost pretvorbe ugljikohidrata-Secera u
kiseline, sposobnost preZivljavanja i djelovanja u ekstremnim uvjetima kao Sto je niski pH

okoline.

2.2.1. Streptococcus mutans
Streptococcus mutans je anaerobna, Gram-pozitivha bakterija okruglastog oblika koja moze

obitavati u organima probavnog sustava, posebice ustima, Zdrijelu i crijevima. Usko je
vezana uz nastanak karijesa, posljedi¢no i dentooralnih oboljenja. Uz probioticke bakterije
roda Lactobacillus, glavni je uzrocnik kisele sredine koja uzrokuje demineralizaciju i
naruSavanje zubne cakline odnosno pocetak propadanja zuba. Biokemijska svojstvo stvaranja
izvanstanicnih polisaharida iz saharoze je jedan od glavnih ¢imbenika kariogenosti ove
bakterije (Shellis i Dibdin, 1988). Glukan i fruktan kao glavni predstavnici izvanstanicnih
polisaharida, smanjuju propusnost i povecavaju obujam plaka. Na taj nacin sprecavaju
kiselinama izlazak iz plaka, nakon c¢ega one prodiru do povrSine zuba i izazivaju

demineralizaciju. Ovisno o trajnosti demineralizacije, posljedi¢no dolazi do nastanka karijesa.

2.2.2. Streptococcus sanguinis
Streptococcus sanguinis je Gram-pozitivna, fakultativno anaerobna komenzalna bakterija iz

skupine  Streptococcus viridans koju u velikim kolicinama mozemo pronadi u
dentobakterijskom plaku. Jedna je od prvih bakterija koja kolonizira usnu Supljinu
(Scnapiecco i sur., 1989). Nepolarnim, hidrofobnim interakcijama natjeCe se u vezanju za
zubnu povrSinu s dominantnom vrstom Streptococcus mutans. Kariogeni potencijal vrste
Streptococcus sanguinis smatra se niskim u usporedbi s potencijalom vrste Streptococcus
mutans (Caufield i sur., 2000). Oralni streptokoki, ponajprije vrsta Streptococcus sanguinis,
uzrocnici su infektivne bolesti endokarditisa do koje moze doci nakon stomatoloskih zahvata,
ulaskom bakterija u krvotok. Drugi izvori bakterijemije?, koji mogu ukljucivati prehranu ili
druge svakodnevne aktivnosti mogu takoder biti odgovorni za tu, po Zivot opasnu bolest
(Paik i sur., 2005). Stoga, jako je vaZno voditi brigu o oralnom zdravlju i higijeni usne
Supljine.

2.2.3. Streptococcus intermedius

Gram-pozitivha, komenzalna i aerotolerantna bakterija, Streptococcus intermedius pokazuje
Siroku patogenost i izolirana je kod pacijenta lijeCenog od parodontitisa. Pripada skupini
Streptococcus anginosus, poznate jos i kao ,,Streptococcus milleri group” (SMG) u koju uz
gore navedeni Streptococcus intermedius, ubrajamo joS i Streptococcus anginosus i

Streptococcus constellatus. Asimptomatski kolonizira dijelove tijela i na taj nacin uzrokuje

1 Bakterijemija-prisutnost bakterija u krvnoj plazmi



stvaranje gnojnih infekcija glave, vrata, didnih puteva i usne Supljine,odnosno mjesta na
kojima normalno obitava pa su zbog toga najceSce bolesti uzrokovane ovim patogenom

upale jetre, pluca, disnih puteva i meningitis.

2.3. Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Aggregatibacter actinomycetemcomitans je Gram-negativna, fakultativno anaerobna

bakterija koja kolonizira usnu Supljinu i uzrokuje propadanje zubnog mesa te ju nerijetko
povezujemo s opasnom dentalnom bolesti, parodontitisom. Smatra se sistemskim patogenom
jer je izoliran i iz brojnih drugih oboljelih mjesta u tijelu (Kachlany, 2010). Prianjanje na
epitelne i zubne povrSine ovisi o0 prisutnosti povrSinskih proteina i struktura kao $to su
mikrocestice i fimbrije? (Raja, Ummer, Dhivaker, 2014). Sposobnost smanjenja kisika u
tkivima dovodi do ozbiljnih oralnih infekcija. Postoji nekolicina ¢imbenika virulentnosti ovog
patogena te su podijeljeni u grupe obzirom na svojstva onih koji (1) moduliraju upale, (1)
potiu unistavanje tkiva i (III) one koji inhibiraju obnavljanje tkiva. (Kesi¢ LJ. i sur., 2009).
Najpoznatiji je izluCivanje leukotoksina A koji pomaze bakteriji da izbjegne imunosni odgovor
tijekom infekcije tako Sto ciljano uniStava bijele krvne stanice-leukocite. Koliko je ovaj
patogen opasan govori i €injenica da pripada skupini Gram-negativnih bakterija koje uzrokuju
infektivni endokarditis. (Das i sur., 1997).

2.4. PROBIOTICI
Probiotici su zivi mikroorganizmi Cijim se redovitim uzimanjem moZe povoljno utjecati na

zdravlje, kako Covijeka tako i Zivotinja, u prvoj mjeri jacajuéi imunoloski sustav (Suskovi¢ i
sur., 1988). Konzumacijom probiotika uspostavlja se ravnoteza u gastrointestinalnom
sustavu domacina. Probioticke bakterije inhibiraju stvaranje toksi¢nih tvari nastalih uslijed
stresa, bolesti, uzimanja jakih antibiotika i lijekova te raznih drugih ¢cimbenika koji nepovoljno
utjeCu na cjelokupni organizam. Mogu biti u obliku bakterija, plijesni i kvasaca. NajceSce
koriSteni probiotici su razliCite vrste rodova Bifidobacterium i Lactobacillus poput
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,Bifidobacterium
longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus rhamnosus. Godine istrazivanja ukazuju na pozitivne ucinke probiotickih
bakterija, od imunomodulacijskih do mnogih drugih dokumentiranih ucinaka (Frece 2007;
Frece et al. 2005, 2009).

2.4.1. Probiotici u zastiti dentooralnog zdravlja
Propisanim odredenim dnevnim dozama, kroz duzi vremenski period, probioticima moZzemo

povoljno utjecati na dentooralno zdravlje. Njihova kolonizacija i sposobnost prianjanja za

ZFimbrije- tvorbe (,noZice”) koje se nalaze na povrsini Gram-negativnih bakterija



komponentne usne Supljine pokazale su se od velikog znacaja te je to jedan od glavnih
C¢imbenika zaSto se koriste u prevencijama dentooralnih oboljenja (Gregurek, 1999).
Provedena brojna istrazivanja dokazala su da konzumacijom raznih mlije¢nih kultura s
probiotickim pripravcima moZemo preventivno smanijiti karijes i oStecenja zuba, a za osobe
koje nisu ljubitelji mlijecnih proizvoda, danas na trziStu postoje razliCite alternative i pripravci
poput kapsula, tableta te tekucih doza probiotika (Zivkovi¢, 2020). Istrazivanje koje su
proveli Nikawa i sur., 2010. pokazalo je da konzumacijom jogurta koji je sadrzavao
probiotike, koncentracija bakterije Streptococcus mutans smanjena je za ¢ak 80%. Cilj
upotrebe probiotika u terapiji dentooralnih oboljenja je inhibiranje specificnih patogenih
mikroorganizama ili mijenjanje imunoloSkog odgovora domacina (Glazar i sur.,2014),
specificno Aggregatibacter actinomycetemcomitans kada je u pitanju parodontitis ili razni

sojevi bakterija roda Streptococcus kada se radi 0 zubnom Karijesu.

2.4.2. Mehanizmi djelovanja probiotika
Bakterije mlijeCne kiseline najcesce se upotrebljavaju kao probiotici, te one mogu djelovati

na sljede¢e nacine: vezu se za razliCite dijelove usne Supljine (zube, dentobakterijski plak,
meke naslage); mijenjaju okolinu, ¢ime onemogucuju nastanak bolesti; stvaraju razlicite
antimikrobne tvari; poticu imunoloski sustav; mijenjaju pH usne Supljine ¢ime se stvaraju
uvjeti za zdraviju okolinu (Glazar i sur., 2014). Neki od tih mehanizama prikazani su na Slici
2. Proizvodnjom metabolita poput mlijeCne i octene kiseline, vodikova peroksida i
bakteriocina® probiotici pokazuju visoku antimikrobnu aktivnost prema Gram pozitivnim
bakterija kakve prevladavaju u usnoj Supljini. Djelotvornost pojedinog probiotika ovisi 0 soju,
te se efikasnost pojedinog soja ne moZe pripisati nekom drugom, srodnom soju (Haukiojaa,
2019).

3Bakteriocini-proteinski ili peptidni toksini koji proizvode bakterije u svrhu inhibicije rasta sli¢nog ili usko
povezanog bakterijskog soja
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Slika 2. Mehanizam djelovanja probiotika (preuzeto i doradeno od Dastoor i sur., 2018.)

2.5. MJERE PREVENCIJE ZUBA OD NAVEDENIH PATOGENA
U danadnje vrijeme sve je viSe ljudi kod kojih se javljaju dentooralna oboljenja stoga

prevencija i samo lijeCenje dok joS bolest nije uznapredovala predstavlja velik korak ka
suzbijanju i daljnjem Sirenju bolesti. Ucestalim pranjem zuba, ispiranjem s vodicama za usta
te redovitim odlaskom kod stomatologa na pregled usne Supljine moZzemo preventivno

djelovati da ne dode do pojave karijesa, a kasnije i bolesti uzrokovano istim.

Bolesti koje se javljaju u usnoj Supljini najéesce se lijeCe antibioticima, antibakterijskim
lijekovima koji uspjesno lijece infekcije izazvane patogenima kojima je usna Supljina prirodno
staniste. NajeSCe se koriste antibiotici iz skupine penicilina, tetraciklina,
makrolida, linkozamida, fluorokinolona (Goreti¢, 2019). Kod lijeenja, bitno je poznavati
svojstva pojedinih antibiotika, njihovo djelovanje, nacin primjene te nuspojave koje mogu
izazvati. Ukoliko je doSlo do pojave rezistentnosti pojedinih patogena na djelovanje

antibiotika pribjegava se drugim metodama lije¢enja i prevencije.

Antimikrobna rezistencija javlja se kada su patogeni razvili otpornost na djelovanje
antibiotika i drugih lijekova te neometano mogu rasti i razmnoZavati se u njihovom prisustvu.
Iz tog razloga danas se sve viSe koriste probiotici kao prirodan nacin spreCavanja zaraze
(Gregurek, 1999).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1.Mikroorganizmi
Prilikom izrade ovog rada koriStena su Cetiri soja patogenih bakterija: Streptococcus mutans

DSM 20523, Streptococcus sanguinis DSM 20068, Streptococcus intermedius DSM 20573,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans DSM 11123. KoriSteni mikroorganizmi pohranjeni su
u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica,
Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u

Zagrebu.

Kao potencijalne probioticke bakterije koriStena su dva odabrana soja bakterija mlijecne
kiseline koja su se u prijadnjim eksperimentalnim radovima pokazala kao najbolja (Susac,
2020), a to su Lactobacillus plantarum KO9 izolirana iz kobiljeg mlijeka i Lactobacillus

plantarum M1 izolirane iz mlijeka magarice.

3.1.2. Hranjive podloge
Za uzgoj patogenih bakterija Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus

intermedius koristen je M17 bujon, a za uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline koristen je MRS (de
Man, Rogosa i Sharpe) selektivha hranjiva podloga za uzgoj bakterija roda Lactobacillus te
konacno, za uzgoj patogene bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans koristena je
TSB (Tryptic soy broth) hranjiva podloga. MRS podloga pripremljena je pri pH 6,5;
sterilizirana u autoklavu na temperaturi 121 °C kroz 15 minuta. M17 podloga pripremljena pri
pH 7,1; sterilizirana u autoklavu na temperaturi 121 °C kroz 15 minuta.TSB podloga
pripremljena je pri pH 6,5; sterilizirana u autoklavu na temperaturi 121°C kroz 15 minuta.

Sastav navedenih podloga nalazi se u dolje navedenim tablicama 1 — 3.

Tablica 1. Sastav MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) bujona za uzgoj bakterija roda

Lactobacillus
SASTOJCI KONCENTRACIJA (g/L)
Pepton 10,0
Govedi ekstrakt 10,0
Ekstrakt kvasca 5,0
Glukoza 20,0
Dinatrijev hidrogenfosfat 2,0



Natrijev acetat 5,0

Amonijev citrat 2,0

Magnezijev sulfat 0,2
Manganov sulfat 0,05
Tween 80 1,0

Tablica 2. Sastav M17 bujona za uzgoj patogenih bakterija Streptococcus mutans,

Streptococcus intermedius, Streptococcus sanguinis

SASTOJAK KONCENTRACIJA (g/L)
Pepton iz kazeina 2,5
Pepton 2,5
Sojin pepton 2,5
Kvascev ekstrakt 5,0
Govedi ekstrakt 5,0
Natrijev glicerofosfat 19,0
Magnezijev sulfat 0,25
Askorbinska kiselina 0,5
Laktoza 50

Tablica 3. Sastav TSB ( Tryptic soy broth) bujona za uzgoj bakterije Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

SASTOJAK KONCENTRACIJA (g/L)
Kazein 17,0
Soja 3,0
Natrijev klorid 5,0
Glukoza 2,5
K,HPO, 2,5

3.1.3. Popis koriStene aparature i pribora
++ Centrifuga Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)

4+ Cita¢ mikrotitarskih plocica (Sunrise (Tecan,Grodig, Austrija)

+#+ Spektrofotometar (Helios B UV-Vis Unicam, Cambridge, UK)
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3.1.4.

Polistirenske mikrotitarske plocice (96 bunarcic¢a) (Deltalab, Barcelona, Spanjolska)
Pipete od 10 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Pipetman 20 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Pipetman 10 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Pipeta 1 mL

AnalitiCka vaga Sartorius (Zagreb, Hrvatska)

Erlenmayerova tikvica

Bunsenov plamenik

Vibromjesa¢ EV-102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

Kivete 15 mL

Popis koristenih kemikalija

+ Metanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

- F F & ¥

Octena kiselina 33% (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)
Kristal violet 1% (Merck, Darmstadt, Njemacka)

MRS bujon (de Man, Rogosa, Sharpe, Milan, Italija)
M17 bujon (Biolife, Milan, Italija)

TSB bujon ( Tryptic soy broth, Biolife, Milano, Italija)

3.2. METODE RADA

3.2.1 Simulacija sline

U svrhu simulacije prirodnih uvjeta za ovaj eksperiment napravili smo simuliranu otopinu
sline koja predstavlja medij u kojem normalno obitavaju patogene bakterije koristene za ovaj

zavrsni rad. Sastojci u navedenim koncentracijama kako je prikazano u Tablici 4, izvagani su

na analitickoj vagi i prebaceni u Erlenmayerovu tikvicu te otopljeni u sterilnoj vodi.

Tablica 4. Sastav simulirane sline koriStene u ovom radu

SASTOJAK KONCENTRACIJA mg/L
KCl 72
cacl, * 2H,0 22
NaCl 60

KH,PO, 68



KMCO; 150

KSCM 6
LIMUNSKA KISELINA 3
NazHP04 86,6 mg/L

3.2.1.1 Sposobnost prezZivljavanja u uvjetima simulirane sline

Bakterijske stanice su resuspendirane u simuliranoj otopini sline koja je napravljena prema
Tablici 1, mjerena je sposobnost preZivljavanja bakterijskih stanica unutar 24h. Nakon 1h, 4h
i 24h izuzimani su uzorci i nacjepljivani na MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agar na kojem
smo nakon odredenog vremena odredivali broj poraslih kolonija. Obzirom na usporedbu s
kontrolnim pocetnim brojem, izraCunat je postotak prezivljavanja nakon razli¢itog

vremenskog perioda.

3.2.2.Sposobnost inhibicije formiranja biofilmova

3.2.2.1. Uzgoj mikroorganizama

Bakterijske vrste Streptococcus mutans, Streptococcus intermedius i Streptococcus sanguinis
nacijepljene su u M17 bujon te inkubirane u termostatu na 37°C kroz 24-48h. Vrsta
Aggregatibacter actinomycetemcomitans nacijepliena je na TSB bujon te inkubirana u
termostatu na 37°C kroz 24-48h u mikroaerobnim uvjetima. Bakterije mlije¢ne kiseline,
odnosno probioticke bakterije Lactobacillus plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1
uzgajane su na MRS bujonu, inkubirane u termostatu na 37°C kroz 24-48h u aerobnim

uvjetima.

3.2.2.2. Priprava bakterijskih suspenzija patogenih bakterija i bakterija mlijecne kiseline

Nakon uzgoja patogenih bakterija u termostatu na 37°C kroz 24-48 h, bakterijske stanice
zajedno s hranjivom podlogom su prebacene u kivete volumena 15 mL i centrifugirane 15
minuta na 6000 o/min (Hermle) kako bi odvojili supernatant od stanica u talogu. Dobiveni
supernatant ispran je sa sterilnom fizioloSkom otopinom. Slijedi ponovna centrifuga 15
minuta na 600 o/min. Supernatant je odvojen od taloga koji je resuspendiran u sterilnoj
fizioloSkoj otopini te takav spreman za daljnje analize. Isti postupak proveden je i s

bakterijama mlijeCne kiseline, Lactobacillus plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1.
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3.2.2.3. Autoagregacija i koagregacija probiotika i patogenih mikroorganizama

Prethodno su uzgojene bakterijske stanice u termostatu na 37°C kroz 24-48h, u hranjivim
podlogama TSB, MRS te M17 ovisno o kojoj je bakterijskom stanici rijec. Tako pripremljene
stanice centrifugirane na 6000 o/min, dvaput isprane i resuspendirane u simuliranoj slini.
Suspenzija stanica volumena 4 mL mijeSana je na vibromjeSacu EV-102 (Tehtnica, Zelezniki,
Slovenija) u trajanju desetak sekundi da se dobije homogena otopina. Autoagregacija
odredena je nakon 5 sati inkubacije na sobnoj temperaturi. Svakih sat vremena uzeto je po 1
mL gornje suspenzije i prebaceno u epruvetu s 9 mL sterilne simulirane sline. Mjerena je
apsorbancija na 600 nm na spektrofotometrijskom uredaju (Helios B UV-Vis Unicam,
Cambridge, UK). Postotak autoagregacije se racunao prema formuli (1) gdje At predstavlja

apsorbanciju u vremenu t, a 4, apsorbanciju na pocetku mjerenja.

Metoda pripreme stanica za koagregaciju je bila identi¢na kao i za autoagregaciju. Jednake
kolicine od 2 mL suspenzija bakterijskih stanica Streptococcus mutans, Streptococcus
intermedius, Streptococcus sanguinis te Aggregatibacter actinomycetemcomitans s vrstama
bakterija mlijeCne kiseline Lactobacillus plantarum KOS9 i Lactobacillus plantarum M1
prebadene su u epruvete i mijeSane na Vibromjesacu EV-102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija).
Apsorbancija je mjerena pri 600 nm na spektrofotometru (Helios B UV-Vis Unicam,
Cambridge, UK) nakon 5 sati inkubacije na sobnoj temperaturi. Uzorci za odredivanje
apsorbancije u razliCitim vremenima uzimani su kao u postupku autoagregacije. Postotak
koagregacije racunat je prema formuli (2) gdje x predstavlja jednu komponentnu sadrZaja

epruvete, patogeni mikroorganizam, a y drugu komponentnu, probioticku bakteriju.

3.2.2.4. Statisticka obrada podataka

= %100 (1)
0
((Ax+Ay))_A(x+y)
2
pr il 100 )

12



3.2.3.Priprema supernatanta baketrija L. p/antarum KO9 i L. plantarum M1
Nakon prekonoénog uzgoja u autoklavima na 37°C bakterijske stanice su prebacene u kivete

i centrifugirane na 6000 o/min 15 minuta kako bi izdvojili supernatant od stanica u talogu.
Izdvojeni supernatant se dalje sterilizira kroz 0,22 pm filtar i zaleduju na -22°C do iducdeg

koristenja.

3.2.3.1.Inhibicija rasta biofilmova bakterijskih patogena u razli¢itim razrjedenjima
supernatanta sojeva L. plantarum
Provedena je inhibicija rasta biofilma u mikrotitarskim plo¢icama na nacin da su tijekom 48h

patogeni mikroorganizmi, uzrocnici dentooralnih oboljenja uzgajani u prisustvu razlicitih
razrjedenja bakterija mlijecne kiseline, L. p/antarum KOS9 i L. plantarum M1 pripremljenih na
nacin koji je naveden u podnaslovu 3.2.2.5. Patogeni mikroorganizmi rodova Streptococcus i
Aggregatibacter nacijepljeni su 3 razli¢ita razrjedenja na podloge prikladne za njihov rast, rod
Streptococcus u M17 bujonu, a Aggregatibacter u TSB bujonu. Nakon 48h inkubacije
postavljen je eksperiment na mikrotitarskim ploCicama. U svaku jaZicu pipetmanom su
dodavani razli¢iti omjeri podloge za rast mikroorganizama, supernatanta BMK te suspenzije
patogena prema tablici 5.Kontrole su bili uzorci bez prisutnosti probiotickog supernatanta, a
slijepe probe su Cinili neinokulirani uzorci. Eksperiment je za svaki uzorak raden u triplikatu.
Nakon 48h inkubacije na 37°C supernatant, suspenzija patogena i podloga za rast su
uklonjeni i jazice su isprane pod mlazom sterilne vode. Ostatak stanica fiksiran je s 200 pL
metanola u vremenu od 10 minuta, zatim je obojan s 200 pL 0.1% kristal violet kroz 10
minuta i na kraju 3 puta ispran vodom. Dodavanjem 200 pL 33% octene kiseline u svaku
jaZicu otopljeni su fiksirani ostatci boje i stanica. Sadrzaj jazica se homogenizirao i

spektrofotmetrijski se odredila apsorbancija na 590 nm.

Tablica 5. Omjeri dodavanih tvari u jazice mikrotitarskih ploca

PODLOGA ZA RAST

SUSPENZIJA PATOGENA

SUPERNATANT BMK

90 pL 10 pL 100 pL
140 uL 10 pL 50 uL
180 uL 10 pL 10 pL
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3.2.3.2. Statisticka obrada podataka
Obzirom da su uzorci radeni u triplikatima, izraCunata je aritmeticka sredina (3) za svaki

uzorak i oduzeta je aritmeticka sredina kontrole. Za svaki uzorak odredena je i standardna
devijacija prema formuli (4)

= 2= ®3)

n

=

1 ~
0= [T - 02 (4)
4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome radu odredena je sposobnost prezivljavanja bakterija mlijecne kiseline Lactobacillus
plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1 u uvjetima simulirane sline tijekom perioda od
24h. Nadalje, izracunata je sposobnost autoagregacije i koagregacije kao dva dominantna
svojstva koja bi trebali imati organizmi kako bi se njihovo djelovanje moglo okarakterizirati
kao probioticko. Uz navedeno, mjerena je sposobnost inhibicije biofilma patogenih vrsta roda
Streptococcus i Aggregatibacter u prisustvu razlicitih razrjedenja supernatanta probiotickih

bakterija Lactobacillus plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1 kroz 24 sata.

4.1. Sposobnost prezivljavanja u uvjetima simulirane sline

Sposobnost preZivljavanja u uvjetima sline mjerena je kroz 24 sata, intervalno nakon 1h, 4h i
24 h. Rezultati su prikazani sa slici 3.Postotak probiotickih bakterija Lactobacillus plantarum
KO9 i Lactobacillus plantarum M1 nakon izlaganja simuliranim uvjetima sline do krajnjih
77,5% za Lactobacillus plantarum KO9 te 88,24% za Lactobacillus plantarum M1 iz Cega
mozemo zakljuciti da soj L. plantarumkKO9 ima bolju sposobnost preZivljavanja u uvjetima
simulirane sline. Nakon vremenskog perioda od 1h, kod L. p/antarum M1 dolazi do znacajnog
pada u broju stanica od 20%, dok kod L. plantarumKO9 taj postotak iznosi svega 3%.
Izmedu vremena od 1h i 4h nisu zabiljeZene znacajne promjene u postotku preZivljavanja za
soj L. plantarunM1 dok je za soj L. plantarumKO9 postotak preZivjelih stanica pao za 7%. Iz
navedenog se moze zakljuciti kako oba soja zadovoljavaju probioticki kriterij prezivljavanja u
uvjetima simulirane sline. Naime, 24 h prezZivljenja omogucéuje kontinuiranu prisutnost

znacajnog broja probiotickih stanica ukoliko se pretpostavi dnevna konzumacija probiotickog
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proizvoda. Pad broja probiotickih Zivih stanica tijekom 24 h inkubacije primijetili su Haukioja
sur. 2006 nakon Sto su ispitivali sposobnost prezZivljenja probiotickin bakterija u slini.
Rezultati navedenog istraZivanja dijele sojeve na dvije kategorije; kategorija nepromijenjene
CFU vrijednosti i kategorija blagog smanjenja CFU vrijednosti. U grupi s blagim smanjenjem

nalazi se soj L. plantarum22\V stoga su rezultati usporedivi s ovim istraZzivanjem.

& L. plantarum M1 L. plantarum KO9
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Slika 3. Sposobnost preZivljavanja vrsta Lactobacillus plantarum M1 | Lactobacillus
plantarum KO9 u slini tijekom 24 sata. Sposobnost prezivljavanja izrazena je u postotcima =+

standardna devijacija uzorka.

4.2. Sposobnost autoagregacije i koagregacije

U ovom eksperimentu mjerena je autoagregacija dentalnih patogena najcescih uzrocnika
dentooralnih oboljenja. Ispitivani patogeni bili su S. sanguinis, S. intermedius, S. mutansi A.
actinomycetemcomitans. Autoagregacija je jedan od uvjeta za uspjesno prianjanje na razne
povrsine. Bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans pokazala je najvecu sposobnost
autoagregacije od 73,63%, dok je najmanju sposobnost imala bakterijska vrsta
Streptococcus sanguinis(30,6%) $to upucuje da se A. actinomycetemcomitans nakuplja u
vece globule i lako prianja na povrsine. Za vrstu Streptococcus intermedius taj postotak
iznosi 52,16%, a Streptococcus mutansi4,28% sto je negdje izmedu vrsta S. sanguinis i A.
actinomycetemcomitans. Koagregacijska sposobnost mjerena je izmedu gore navedenih

patogenih vrsta i bakterija mlijecne kiseline kako je prikazano u Tablici 6. Rezultati ukazuju
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da Lactobacillus plantarum KO9 ima manju sposobnost koagregacije s navedenim patogenim
bakterijama naspram Lactobacillus plantarum M1. Bakterija Streptococcus sanguinis pokazala
je znacajno vecu sposobnost koagregacije s BMK nego Sto je imala sposobnost
autoagregacije Sto direktno upucuje na probiotiCku sposobnost BMK. Streptococcus
intermedius pokazuje bolju koagregaciju s L. plantarum M1, nego s vrstom L. plantarum
KO9. Streptococcus mutans iskazuje suprotan ucinak i bolje koagregira s vrstom L.
plantarum M1, nego s L. plantarum KO9. Bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans
pokazuje vecu sposobnost koagregacije s L. plantarum M1, nego s L. plantarum
KO9.Dobiveni rezultati se mogu smatrati izvrsnima buduci da su istrazivanju Campana i sur.,
2017.pokazali maksimalnu koagregaciju od 14 do 16 % za patogene bakterije (Salmonella
enteriditis, Listeria monocytogenes i Echerichia coli) nakon 6 h za sedam sojeva BMK
izoliranih iz komercijalnih probiotickih proizvoda. Probioticka primjena u dentalno protektivne
svrhe se izmedu ostalog treba temeljiti na sposobnosti koagregacije jer se tako omogucuje
globuliranje patogenih bakterija i njihov prolazak do Zeluca u uvjete u kojima ne mogu

preZivjeti.

Tablica 6. Sposobnost autoagregacije odredenih dentalnih patogena izrazena u postotcima
sa te njihova koagregacija s probiotickim bakterijama. Prikazani rezultati su srednja
vrijednost + standardna devijacija.

Koagregacija (20)

e - Autoagregacija
Ispitivani dentalni patogen

(%0) L. plantarumM1 | L. plantarum
KO9
S. sanguinis 30,6%3,11 61,26+3,21 61,75+1,32
S. intermedius 52,16%2,54 71,13+ 2,11 60,74 2,03
S. mutans 44,28+2,71 66,95+ 2,43 65,61 £3,47
A. actinomycetemcomitans 73,63+3,04 89,17+ 3,31 76,89 +2,32
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4.3. Inhibicija rasta biofilmova

Za istrazivane bakterija uzrocnike dentooralnih oboljenja, ispitana je sposobnost formiranja
biofilmova u prisutnosti razliCitih razrjedenja supernatanta potencijalno probiotickih bakterija

BMK. Rezultati su prikazani na slikama 4 — 7.

Postotak inhibicije biofilma Streptococcus mutans u prisustvu supernatanta L. plantarum M1
u prisustvu nerazrijedenog supernatanta veéi nego kod L. plantarum KO9 i iznosi znacajnih
64 %. Pri oba probiotitka supernatanta razrjedenje znacajno smanjuje postotak inhibicije Sto

direktno ukazuje da je inhibicija ovisna o koncentraciji.
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Slika 4. Prikaz sposobnosti inhibicije rasta biofilmova za bakterijskog patogena
Streptococcus mutans u razliCitim razrjedenjima u prisustvu supernatanta bakterija
Lactobacillus plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1. Rezultati su prikazani kao

postotak mjerenja u triplikatu + standardna devijacija.

Postotak inhibicije biofilma Streptococcus intermedijus bitno se razlikuje u prisustvu
probioticke bakterije L. plantarum M1i L. plantarum KO9. Kao §to se moze vidjeti na slici 5,
inhibicija rasta biofilma u sva 3 uzorka (original, 3 puta razrijedeno i 20 puta razrijedeno) u
prisustvu L. plantarum M1 je vrlo visoka i iznosi preko 80%. U ovom slucaju zanimljivo nije
doslo do pada inhibicije razrjedenjem uzorka. Hipotetski takav trend mogao bi biti primijecen

ukoliko je patogeni soj osjetljiv na nize pH vrijednosti kakve su inace vidljive u mediju BMK.
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U prisustvu L. plantarum KO9 visok postotak inhibicije rasta biofilma uocen je samo kod
nerazrijedenog uzorka te taj postotak naglo pada vec pri razrjedenju od 3 puta na svega
10% te nakon 20 puta razrjedenja postotak je neznatno pao. Razlika u reakciji patogenog
soja na dva razliCita supernatanta govori o razlici medu supernatantima te bi se taj fenomen

trebao dodatno istraziti.
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Slika 5. Prikaz sposobnosti inhibicije rasta biofilmova za bakterijskog patogena
Streptococcus intermedius u razliCitim razrjedenjima u prisustvu supernatanta bakterija
Lactobacillus plantarum KO9 / Lactobacillus plantarum M1. Rezultati su prikazani kao

postotak mjerenja u triplikatu + standardna devijacija.

Na slici 6 prikazana je inhibicija biofilma Aggregatibacter actinomycetemcomitans u prisustvu
supernatanta probiotickih bakterija. Nerazrijedeni supernatant L. plantarum M1 znacajno
inhibira formaciju biofilma (65 %) te taj postotak pada s razrjedenjem. L. plantarum KO9
mnogo slabije inhibira patogeni biofilm te u nerazrijedenom obliku ostvaruje maksimalnu
inhibiciju od skoro 3 %. Navedeno jasno ukazuje na ranije spomenute razlike medu
supernatantima koje su vidljive u razlici inhibicije. Unato€ razlici, inhibicija i dalje pokazuje

ovisnost 0 koncentraciji supernatanta.
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Slika 6. Prikaz sposobnosti inhibicije rasta biofilmova za bakterijskog patogena
Aggregatibacter actinomycetemcomitans u razliCitim razrjedenjima u prisustvu supernatanta
bakterija Lactobacillus plantarum KO9 i Lactobacillus plantarum M1. Rezultati su prikazani

kao postotak mjerenja u triplikatu £ standardna devijacija.

Postotak inhibicije biofilma Streptococcus sanguinis prikazanog na slici 7, najvisu vrijednost
ostvaruje kod L. plantarum M1 no nije znacajno razli¢it naspram L. plantarum KO9. Ovisnost

inhibicije o koncentraciji je primije¢ena i u ovom eksperimentu.
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Slika 7. Prikaz sposobnosti inhibicije rasta biofilmova za bakterijskog patogena
Streptococcus sanguinis u razliCitim razrjedenjima u prisustvu supernatanta bakterija
Lactobacillus plantarumKO9 i Lactobacillus plantarum M1.Rezultati su prikazani kao postotak

mjerenja u triplikatu + standardna devijacija.
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Sumarno, rezultati ukazuju na potencijal istraZivanih sojeva BMK za primjenu u dentooralnog

zastiti. L. plantarum M1 iskazuje neSto veéi inhibitorni potencijal nego L. plantarum KO9.

Isticanje navedenog soja je zanimljivo, posebice u usporedbi s L. plantarum KO9 koji je vec

dokumentiran kao probioticki soj i u nedavnom istrazivanju pokazao je znacajnu protuupalnu

aktivnost u simuliranom modelu upale (Kostelac i sur., 2020).

5. ZAKLJUCAK

Odredena je sposobnost potencijalnih probioti¢kih bakterija u uvjetima sline. Oba
istraZivana soja BMK pokazala su visoki stupanj preZivljenja u uvjetima simulirane
sline tijekom 24 sata eksperimenta. L. plantarum KO9 iskazao je veéi stupanj
preZivljenja od 88 do 97 %.

Odreden je stupanj autoagregacije bakterija (S. sanguinis, S. intermedius, S. mutans,
A. actinomycetemcomitans) te njihova koagregacija s ispitivanim BMK. Svi ispitivani
sojevi iskazali su visSi stupanj koagregacije s probiotickim bakterijama te se time
iskazao probioticki potencijal.

Ispitana je sposobnost inhibicije biofilmova bakterija uzro¢nika dentooralnih oboljenja
u prisustvu supernatanta ispitivanih BMK. U vedini slucajeva rezultati ukazuju da
razrjedenjem pada inhibitorni utjecaj supernatanta, uz iznimku inhibicije biofilma
Streptococcus intermedius u prisustvu supernatanta L. plantarum M1 gdje je visoka
inhibicija u svim uzorcima. Sumarno, L. plantarum M1 znacajnije je inhibirao

formaciju biofilma u svim uzorcima.
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