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Sazetak

IzraZen rast probiotickog trziSta i usmjeravanje prema personaliziranoj medicini potaknutoj
znanstvenim spoznajama i tehnoloskim dostignu¢ima stvara potrebu razvoja novih probiotickih
proizvoda s ciljanim ucincima na zdravlje te novim naporima u razumijevanju mehanizama
interakcije probiotickih mikroorganizama 1 domacina. U ovom istraZivanju provedena je
izolacija bakterija mlijecne kiseline iz uzoraka mlijeka magarice i kobile te stolice dojenceta.
Prikupljeno je ukupno 60 izolata te im je pridodan prethodno izoliran i preliminarno probioticki
okarakteriziran soj iz fermentirane sirutke. Izolati su fenotipski identificirani i probioticki
okarakterizirani kako bi se izdvojili sojevi koji mogu preZivjeti stresne uvjete
gastrointestinalnog trakta, pokazuju stabilnost na proizvodnim temperaturama te zadovoljavaju
sigurnosne kriterije za primjenu u ljudi tako $to nemaju hemoliticku aktivnost niti rezistenciju
na odabrane antibiotike. l1zolatima koji su zadovoljili preliminarne probioticke Kriterije ispitana
je antagonistiCka aktivnost prema naj¢eS¢im patogenima. Ispitivanje antagonisticke aktivnosti
usmjereno je na stupanj inhibicije rasta patogena, mehanizam ispoljavanja antimikrobne
aktivnosti te stupanj koagregacije s patogenima. Nuzna sposobnost adhezije ispitana je preko
nekoliko parametara: autoagregacije, formiranja biofilmova i hidrofobnosti stani¢ne povrsine.
Nakon toga, izolatima je odredena vijabilnost u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
te sposobnost prezivljenja procesa liofilizacije, kao jednog od cCestih nacina pripreme
probiotickih pripravaka. Na osnovu provedenih ispitivanja, odabrani su izolati koji su
identificirani APl 50 CHL testom i na genetickoj razini 16S rRNA identifikacijom te su dalje
ukljuceni u ciljanu probioti¢ku karakterizaciju. Izolati iz mlijeka magarice i kobile (M1, KO4),
koji su pokazali zna¢ajan probioticki potencijal, no nesto niZi stupanj prezivljenja u simuliranim
uvjetima Zeludca i tankog crijeva ispitani su na sposobnost primjene u zastiti zuba i1 usne
Supljine. Ispitane su interakcije izolata s naje$¢im uzrocnicima karijesa, gingivitisa i
parodontitisa. 1zolat M1 iz mlijeka magarice pokazao je znacajnu koagregaciju i antimikrobnu
aktivnost prema uzro¢nicima oboljenja zuba i pridruzenih tkiva te je utvrdeno kako je
patogenima onemoguceno stvaranje biofilmova u prisutnosti metabolita izolata M1. Izolati iz
stolice dojenceta pokazali su visok stupanj prezivljavanja u simuliranim uvjetima zeludca stoga
je ispitana njihova sposobnost u inhibiciji Zelu¢anog patogena Helicobacter pylori. 1zolati A4,
A8, B2 i B12 pokazali su visoki stupanj inhibicije H. pylori dok je kod izolata A8 i B2 bila
najvisa inhibicija, te je znacajan dio aktivnosti zadrzan i nakon neutralizacije supernatanta Sto
ukazuje na viSestruki mehanizam inhibicije sniZenjem pH i proizvodnjom inhibitornih

molekula. Kako je konzumacija mlijeka magarice i kobile prema literaturi povezana s



protuupalnom aktivno$éu, ispitana je sposobnost protuupalne aktivnosti izolata M2 i KO9
izoliranih iz tih izvora. U uvjetima stimulirane upale pomoc¢u bakterijskih lipopolisaharida
(LPS-a) metaboliti izolata molekulske mase nize od 2000 Daltona znacajno su inhibirali
proizvodnju proupalnog citokina TNF-a u izoliranim ljudskim mononuklearnim stanicama.
Provedena je metabolomicka analiza aktivnih protuupalnih frakcija metabolita teku¢inskom
kromatografijom spregnutom s masenom spektrometrijom (LC-MS) te su rezultati analizirani
pomoc¢u mreznog bioinformatickog sustava MetaboAnalyst 5.0. Heatmap analiza i metoda
najmanjih parcijalnih kvadrata (PLS) izdvojile su deset metabolita ¢ija je koncentracija
znacajnija u aktivnim frakcijama (p-hidroksi-p-metil-butirat, formil-l-metionin, 2-metil-3-
hidroksibutirat, N-acetilleucin, acetilkarnitin, p-hidroksi-fenil laktat, glutamat, indol-3-laktat,
4-vinilfenol, DL-laktat). Mononuklearne stanice venske krvi ljudi inducirane su upalom u
prisutnosti i odsutnosti metabolita izolata M2 te je provedena ekspresijska analiza vezanim
sustavom tekuc¢inske kromatografije na nano skali i tandemske spektrometrije masa (nanoLC-
MS/MS). Nakon detekcije eksprimiranih gena u razli¢itim uzorcima pomocu mreznog
bioinformati¢kog sustava Panther, provedeno je funkcionalno klasteriranje uzoraka u mreznom
sustavu David te su izdvojeni geni ¢ija je razlicita ekspresija detektirana u prisutnosti
probioti¢kih metabolita u induciranoj upali naspram kontrolnih upalnih uvjeta (beta podjedinica
integrina, tubulin alfa 1a, tubulin alfa 4a, tubulin alfa 1c i aktin beta). Navedeni geni dio su
KEGG (eng. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) metaboli¢kog procesa infekcije
patogenom bakterijom E. coli. Lb. plantarum S1, izoliran iz sirutke pokazao je najvisu
preliminarnu antioksidativnu aktivnost stoga su mu detaljno ispitana antioksidativna svojstva.
Navedeni soj je okarakteriziran obzirom na uvjete rasta te je pokazao najvecu otpornost na
uvjete oksidativnog stresa u aerobnim uvjetima. Izolat S1 zadrzao je antioksidativnu sposobnost
nakon prolaska kroz gastointestinalni trakt. U uvjetima oksidativnog stresa, S1 je znacajno
smanjio oSteCenje DNA ljudskih mononuklearnih stanica, $to je potvrdeno komet testom.
Najvecu zastitu ostvarili su metaboliti izolata i termicki inaktivirane stanice §to daje naznaku
paraprobioticke aktivnosti. Metaboliti S1 takoder su pokazali protuupalnu aktivnost pa se
potencijalno mogu Koristiti u kombiniranom protuupalno-antioksidativnom modelu primjene.
Odabrani sojevi za zastitu zuba, zeludca te protuupalnu i antioksidativnu aktivnost uklopljeni
su u viseslojnu kapsulu sac¢injenu od alginatne jezgre, kitozanskog omotaca i1 biomase izolata
te je izmjereno njihovo otpustanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta. Rezultati
su pokazali kako se Zeljeni izolati ciljano otpustaju u ustima, Zeludcu i crijevima te je ostvaren
preduvjet za ispoljavanje dokazanih korisnih u¢inaka. Proizvedene mikrokapsule sacuvale su

stabilnost i mikrobiolosku ispravnost tijekom 15 dana skladiStenja na 4 °C.



Abstract

The significant growth of the probiotics market and the focus on personalized medicine driven
by scientific knowledge and technological advances necessitate the development of new
probiotic products with targeted health effects and new efforts to understand the mechanisms
of interaction between probiotic microorganisms and hosts. In this study, lactic acid bacteria
were isolated from donkey and mare milk and from infant feces. A total of 60 isolates were
obtained and a previously isolated and preliminary characterized strain from fermented whey
was added to them. The isolates were phenotypically identified and characterized to isolate the
strains that can survive stressful gastrointestinal conditions, which are stable at production
temperatures, and meet the safety criteria for human use by not exhibiting hemolytic activity or
resistance to antibiotics. The isolates meeting the preliminary probiotic criteria were tested for
antagonistic activity against the most common pathogens. The study of antagonistic activity
focused on the degree of inhibition of pathogen growth, the mechanism of antimicrobial
activity, and the degree of coaggregation with pathogens. The necessary adhesion capacity was
investigated using several parameters: autoaggregation, biofilm formation, and cell surface
hydrophobicity. Subsequently, the viability of the isolates under simulated gastrointestinal tract
conditions and the ability to survive the freeze-drying process, as one of the common methods
of producing probiotic preparations, were determined. The isolates were identified by the API
50 CHL assay and at the genetic level by 16S rRNA identification and included in the targeted
probiotic characterization. The isolates from donkey and mare milk (M1, KO4), which showed
significant probiotic potential but slightly lower survival under simulated gastric and intestinal
conditions, were tested for their suitability for dento-oral protection. The interactions of the
isolates with the microbes that cause dental caries, gingivitis, and periodontitis were
investigated. Isolate M1 from donkey milk showed significant coaggregation and antimicrobial
activity against dento-oral pathogens, and pathogen biofilm formation was inhibited in the
presence of metabolites of M1 isolates. The isolates from infant feces showed a high survival
rate under simulated gastric conditions, so their ability to inhibit the gastric pathogen
Helicobacter pylori was investigated. Isolates A4, A8, B2, and B12 showed a high level of
inhibition of H. pylori, while this was highest in isolates A8 and B2, and a significant portion
of the activity was retained after neutralization of the supernatant, indicating multiple
mechanisms of inhibition by lowering pH and the production of inhibitory molecules. Because
consumption of donkey and mare milk has previously been associated with anti-inflammatory
activity, isolates M2 and KO9 obtained from these sources were tested for the mentioned

activity. Under inflammation-stimulating conditions by bacterial lipopolysaccharides (LPS),



the metabolites of the isolates smaller than 2000 Daltons significantly inhibited the production
of proinflammatory cytokine TNF-a in isolated human mononuclear cells. Metabolomic
analysis of the active anti-inflammatory fractions of the metabolites by liquid chromatography-
coupled mass spectrometry (LC-MS) was performed, and the results were analyzed using the
MetaboAnalyst 5.0 network bioinformatics system. Heat map analysis and partial least squares
(PLS) method were used to isolate ten metabolites with a more significant concentration in the
active  fractions  (B-hydroxy-p-methylbutyrate,  formyl-1-methionine,  2-methyl-3-
hydroxybutyrate, N-acetylleucine, acetylcarnitine, p-hydroxy-phenyl-lactate, glutamate,
indole-3-lactate, 4-vinylphenol, DL-lactate). Human mononuclear cells were induced by
inflammation in the presence and absence of M2 isolate metabolites, and expression analysis
was performed using a linked nanoscale liquid chromatography and tandem mass spectrometry
system (nanoLC- MS/MS). After detection of the expressed genes in different samples using
the Panther network bioinformatics system, functional clustering of the samples was performed
in the David network system and genes were identified whose differential expression in the
presence of probiotic metabolites was detected in induced inflammation compared with
controlled inflammatory conditions (beta subunit alpha integrin 1, tubulin alpha 4a, tubulin
alpha 1c, and actin beta). These genes are part of the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) metabolic process of infection with the pathogenic bacterium E. coli. Lb. plantarum
S1 isolated from whey showed the highest preliminary antioxidant activity, thus its antioxidant
properties were studied in detail. This strain was characterized in terms of growth conditions
and showed the greatest resistance to oxidative stress conditions under aerobic conditions.
Isolate S1 retained its antioxidant capacity after the passage through the gastrointestinal tract.
Under oxidative stress conditions, S1 significantly reduced DNA damage to human
mononuclear cells, which was confirmed by a comet assay. The greatest protection was
achieved by metabolites from isolates and thermally inactivated cells, indicating paraprobiotic
activity. The S1 metabolites also showed anti-inflammatory activity and may potentially be
used in a combined anti-inflammatory and antioxidant application model. Selected strains for
dento-oral protection, gastric protection, and anti-inflammatory and antioxidant activity were
incorporated into a multilayer capsule of alginate core, chitosan shell, and biomass of the
isolates, and their release was measured under simulated gastrointestinal tract conditions. The
results showed that the desired isolates were released selectively in the mouth, stomach, and
intestine, and the prerequisite for the demonstrated beneficial effects manifestation was met.
The prepared microcapsules maintained the stability and microbiological safety during storage
at 4 °C for 15 days.
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1. UvOD



Desetljeca istrazivanja i primjene probiotika u razli¢itim oblicima rezultirala su
mnogobrojnim spoznajama o njihovim korisnim ucincima na zdravlje domacina. Klinicke
studije potvrdile su pozitivan utjecaj probioti¢ke terapije na crijevnu mikrobiotu i imunosni
sustav domacina (Hori i sur., 2020). Unato¢ brojnim istrazivanjima, mehanizmi modulacije
imunosnog sustava pomocu probiotickih stanica nisu do Kraja razjasnjeni §to je posljedica
znacajnih razlika u crijevnoj mikrobioti medu pojedincima, razli¢ite reaktivnosti imunosnog
sustava, kompleksnih interakcija komenzalnih i probiotickih mikroorganizama te vaznim
svojstvom da su korisni ucinci probiotika specifi¢ni za pojedini soj (Sanap 1 sur., 2019).
Prepoznavanje korisnih u¢inaka probiotika i porast svjesnosti potrosaca rezultirali su iznimnim
rastom probiotickog trziSta posljednjih godina te analize projiciraju nastavak rasta u
nadolaze¢em desetljeu, posebice nakon otkrivenog potencijala u olakSavanju simptoma
uzrokovanih SARS-CoV-2 virusom (Al-Ansari i sur., 2021). Kako rast trzista prati porast broja
novih probiotickih proizvoda ustanovljene su odredene nepravilnosti u deklaracijama i kvaliteti

dostupnih probiotickih proizvoda (Drago i sur., 2010).

U danasnje su vrijeme probioti¢ki preparati Siroko dostupni ljudima u razvijenim
zemljama, a prisutan je i relativno velik broj probioti¢kih proizvoda za koje se Cesto pogresno
prikazuju korisni ucinci njihove konzumacije (Reid i sur., 2019). Nasuprot nepravilno
doznacenim korisnim uc¢incima probiotika, nalazi se potreba uvodenja probiotika s ciljem
smanjenja zaraznih bolesti u zemljama u razvoju, no prepreka na tome putu je nedostatak
pristupacnih, pravilno istrazenih i dokumentiranih sojeva (Reid i sur., 2019). Pokrenute su
globalne inicijative s ciljem povecavanja upotrebe probiotickih kultura u zemljama u razvoju,
potaknute dokazima da u regijama s niskim prihodima primjena probiotika, osim zdravstveno
korisnih ucinaka, donosi i dodatne pozitivne socio-ekonomske uc¢inke u borbi s pothranjenoséu
Sto se ostvaruje preko poticanja lokalnih resursa u prehrani i ostvarivanjem dodatne vrijednosti
proizvodima fermentiranima s pomocu probiotickih kultura (Reid i sur., 2018; Reid i sur.,
2020). Probioticki mikroorganizmi prisutni su u mnogobrojnim bioloskim niSama stoga je
vazno kontinuirano ulagati napore u pronalasku novih sojeva koji mogu ispoljavati korisne
zdravstvene ucinke na domacina. Indikacije korisnih ucinaka probiotika u mnogobrojnim
oboljenjima poticaj su buduéih istrazivanja kako bi se razjasnili mehanizmi djelovanja u
domacinu. Osim imunomodulacijskih svojstava te kompeticije s patogenima u donjem dijelu
gastrointestinalnog trakta, postoje naznake korisnih ucinaka i u zastiti zuba (Cagetti i sur.,
2013), Zeluca (Yu i sur., 2015) te protektivne uloge u kroni¢nim upalama (Alard i sur., 2018) i

oksidativnom stresu (Badehnoosh i sur., 2018).



U ovom radu provedena je probioticka karakterizacija izolata bakterija mlijecne kiseline
iz mlijeka magarice i kobile te stolice dojenceta. Izolati koji su zadovoljili probioti¢ke kriterije
ukljuceni su u usmjerenu probioticku karakterizaciju kako bi se pronasli oni koji pokazuju
potencijal u zastiti zuba i usne Supljine, zastiti zeluca inhibicijom Helicobacter pylori te djeluju
protuupalno i antioksidativno u donjem dijelu gastrointestinalnog trakta. Krajnji cilj ovog rada
bio je formulirati mikroinkapsulirani probioticki proizvod koji na ciljanom mjestu u domacinu
otpusta odabrane probioti¢ke bakterije te na taj na¢in omogucuje ispoljavanje dodatnih korisnih

ucinaka na zdravlje.



2. OPCI DIO



2.1. Probiotici

Probiotici se definiraju kao jedna ili viSe kultura Zivih stanica mikroorganizama koje,
primijenjene na Zivotinjama ili ljudima, djeluju korisno na domacina, poboljSavajuci svojstva
autohtone mikroflore (FAO/WHO, 2002). Iako navedena definicija obuhvaéa desetljeca
istrazivanja Ciji su rezultat mnogi znanstveni dokazi o korisnim ucincima na domacina,
primjena probiotika u razli¢itim oblicima zabiljezena je jos od davnina. Primjerice, postoje
zabiljeske (ilustracije na zidovima) o inokulaciji mlijeka s ciljem poticanja fermentacije u doba
Sumerana, 2500 godina prije Krista (Fuller, 1992). Poticanjem ocuvanja namirnica pomoc¢u
fermentacija te smanjenjem kvarenja, indirektno su ostvareni korisni u¢inci na populaciju. Tek
su pocetkom dvadesetog stoljeca Tissier i Metchnikoff postavili znanstvene pretpostavke
probiotickog potencijala korisnih bakterija te su ukazali da konzumacija dobrih
mikroorganizama moze obnoviti crijevnu mikrofloru ljudi s dijarejom (Zommiti i sur., 2020).
Uslijedila su brojna istrazivanja ¢iji su rezultati posljednjih desetljeca potaknuli Siroku primjenu
probiotika u razli¢itim oblicima. Najcesce koriSteni rodovi bakterija pripadaju bakterijama
mlijecne kiseline i to su: Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus i Streptococcus (Attri i
sur., 2021). Probioti¢ki potencijal razlikuje se medu sojevima iste vrste jer pojedini sojevi
pokazuju razli¢itu sposobnost adhezije i specifiéne uc¢inke na imunosni sustav te su interakcije

na mukoznim tkivima razli¢ite u uvjetima zdravog domacina ili primjerice u upalnim procesima

(Soccol i sur., 2010).

Probiotic¢ki proizvodi na trziStu se u razli¢itim zemljama kategoriziraju kao: dodaci
prehrani, lijekovi, medicinska hrana, Zivi bioterapeutici (SAD); prirodni proizvodi za
poboljSanje zdravlja (Kanada), funkcionalna hrana (Japan, Indija, Kina i Malezija), dodaci
prehrani (Svedska, Finska i Danska) i bioterapeutici/farmaceutici (europske zemlje poput
Belgije i Njemacke) (Attri i sur., 2021). Pronalazak novih sojeva s korisnim u¢incima na
zdravlje stalan je izazov u znanosti i industriji. Navedeno je vidljivo u stalnom povecéanju
probiotickih prehrambenih proizvoda €iji se razvoj nije zadrzao iskljucivo na podrucju
mlije¢nih proizvoda nego su ukljuceni i fermentirani mesni proizvodi (Frece i sur., 2010),
fermentirano povrée (Park i sur., 2014) pa i voéni sokovi (Patel, 2017). Probioticko trziste je u
porastu, te ¢e se rast nastaviti razvojem probiotika u drustvu pogodenom COVID-19
pandemijom (Al-Ansari i sur., 2021). Iako se na osnovu prethodnih istrazivanja mogu
pretpostaviti korisni ucinci probiotika, mnogi mehanizmi nisu do kraja razjasnjeni Sto rezultira
stalnim povecanjem broja istrazivanja na ovom podrucju koje je u skladu s rastom trzista

probiotika.



Tablica 1. Pregled najzastupljenijih mikroorganizama dostupnih na trzistu u probiotickim

proizvodima (prilagodeno prema Foligné i sur., 2013)

Probioti¢ki mikroorganizmi najzastupljeniji na trziStu

Rod B. adolescentis, B. animalis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B.

Bifidobacterium breve, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum

Lactobacillus acidophilus, Lb. casei, Lb. kefiri, Lb. crispatus, Lb.
delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. fermentum, Lb.
Rod Lactobacillus ) _ i . . .
gallinarum, Lb. gasseri, Lb. johnsonii, Lb. delbrueckii subsp. lactis,
Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. rhamnosus, Lb. sakei,

Lb. salivarius

Enterococcus faecalis, E. faecium, Lactococcus lactis, Leuconostoc
Ostale bakterije  mesenteroides, Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus,
mlije¢ne kiseline  Streptococcus salivarius, S. macedonicus, S. mitis, S. sanguis, S.

thermophilus.

_ Bacillus cereus, B. clausii, B. coagulans, B. licheniformis, B.
Rod Bacillus ) o
mesentericus, B. subtillis

Ostall Clostridium butyricum, Escherichia coli, Propionibacterium
stali
) ~ freudenreichii,  Saccharomyces cerevisiae,  Saccharomyces
mikroorganizmi o N

cerevisiae subsp. boulardii.

2.2. Bakterije mlije¢ne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline ¢ine raznoliku skupinu s relativno sli¢nim sojstvima, a
krajnji produkt fermentacije im je mlije¢na kiselina (Bintsis, 2018). Gram pozitivne su,
nesporogene te katalaza negativne. Kemoorganotrofi su, aerotolerantni, mikroaerofilni ili
fakultativno anaerobni mikroorganizmi koji dolaze u Stapi¢astom ili okruglom obliku, a
optimalni temperaturni raspon rasta im je izmedu 30 °C 1 40 °C (Lima i sur., 2020). Trenutno
su taksonomski Klasificirani u koljeno Firmicutes, razred Bacilli i red Lactobacilliales. Rod
Bifidobacterium se povijesno svrstava u grupu bakterija mlije¢ne kiseline no pripada koljenu
Actinobacteria, drugoj vaznoj grani gram pozitivnih bakterija (Wright i Axelsson, 2019). Kao

Sto je ranije spomenuto, bakterije mlijecne kiseline srediSnjica su fermentacijskih procesa.



Uzrokuju brzu acidifikaciju startnih sirovina proizvodnjom organskih kiselina, prvenstveno
mlije¢ne kiseline. Dodatno, proizvodnja octene kiseline, etanola, bakteriocina, spojeva arome,
egzopolisaharida te odredenih enzima su industrijski vrlo znacajne (Leroy i De Vuyst, 2004).
Iako skupina obuhva¢a mnostvo rodova, mogu se grupirati na homofermentativne i
heterofermentativne. Homofermentativne bakterije mlijecne kiseline proizvode mlije¢nu
kiselinu kao glavni produkt fermentacije glukoze, dok heterofermentativne, uz mlijecnu
Kiselinu, proizvode uglji¢ni dioksid, acetat i etanol u razli¢itim omjerima. Razlog nastajanja
takvog profila produkata jest prisutnost enzima aldolaze kod homofermentativnih bakterija
stoga mogu fermentirati glukozu direktno do mlijecne kiseline za razliku od
heterofermentativnih koje koriste pentoza-fosfatni put te nastaju alhehid i diacetil, dva spoja
vrlo vazna za pojacavanje okusa i aromu proizvoda (Carr i sur., 2002). Prirodno zauzimaju velik
broj stanista, pa su tako izolirani iz biljnog materijala, mlijecnih proizvoda, povr¢a, voca, vode
te su prirodni stanovnici gastrointestinalnog sustava covjeka i zivotinja (KOnig i sur., 2017).
Osim kao dio probiotickih proizvoda, bakterije mlijecne kiseline koriste se u proizvodnji
antimikrobnih spojeva, Secernih polimera, zasladivaca, aromatskih spojeva, enzima i
nutraceutika (Leroy i De Vuyst, 2004). IzraZzen antagonizam nekih sojeva prema patogenima i
uzro¢nicima kvarenja namirnica industrijski je znacajan, s potencijalnom terapeutskom ulogom
u sprijecavanju infekcija, stoga se antimikrobna aktivnost smatra jednim od najvaznijih
svojstava probiotika i starter kultura (Suskovi¢ i sur., 2010). Bakterije ove skupine najznacajnije
Su u proizvodnji fermentiranih namirnica gdje su ukljuéene primarno u mlije¢no-Kiselu
fermentaciju, ali i u mjesovite fermentacije (Buckenhiskes, 1993). Bakterije mlije¢ne kiseline
imaju raspon veli¢ine genoma od 1,23 Mb (Lb. sanfranciscensis) do 4,91 Mb (Lb. parakefiri),
a geneticki podaci sakupljani su od pocetka 21. stolje¢a te su u javno dostupnim bazama
podataka sadrzani podaci za preko 200 sojeva (Hatti-Kaul i sur., 2018). Komparativne
geneticke analize otkrile su veliku raznolikost medu pojedinim vrstama, ali i na razini pojedinih
sojeva $to je povezano s razli¢itim razinama interakcije s okoliSnim niSama koje uzrokuju
gubitak gena te unos gena horizontalnim prijenosom (Wu i sur., 2017). Dokazano je kako su
neke vrste zadrzale gene koji im omogucuju otpornost na nepovoljne okolisne uvjete kao $to su
niske vrijednosti pH, povisene razine soli i temperatura te gene koji imaju ulogu u inhibiciji
patogena (Hatti-Kaul i sur., 2018). Njihova upotreba od prehrambene industrije pa sve do
medicinskih pripravaka dokaz su jedinstvenih fizioloskih osobina i sigurnosti upotrebe,
obzirom da su oznacene kao sigurne za upotrebu (GRAS status, eng. Generally Recognized as

Safe) (Li i Cao, 2010).



2.2.1. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus, u trenutku pisanja ovog rada, sadrzi 261 vrstu sa velikom
raznoliko$¢u na fenotipskoj, ekoloskoj i geneti¢koj razini (Zheng i sur., 2020). Najveci je rod u
skupini bakterija mlijecne kiseline te se prvenstveno koristi u proizvodnji fermentiranih
namirnica i kao probiotik (De Angelis i Gobbetti, 2016). Tradicionalno se dijeli u tri grupe
obzirom na fermentaciju ugljikohidrata: obligatne homofermentativne laktobacile Kkoji
fermentiraju heksoze iskljuc¢ivo do mlije¢ne kiseline, a pentoze ne fermentiraju; fakultativno
heterofermentativne, koji u uvjetima limitacije glukoze, fermentiraju heksoze do mlije¢ne,
octene i mravlje kiseline te etanola, a pentoze do mlije¢ne i octene kiseline; i obligatno
heterofermentativne, koji fermentiraju heksoze do mlije¢ne kiseline, CO2, octene kiseline i/ili
etanola, a pentoze do mlije¢ne i octene kiseline (De Angelis i Gobbetti, 2016). Prijasnje studije
ukazuju na nedvojbena probioti¢ka svojstva pojedinih sojeva roda Lactobacillus (Frece i sur.,
2009) te funkcionalnih svojstava S-sloja koji im omogucuje adheziju i ispoljavanje protektivnih
ucinaka na domacina (Frece i sur., 2005). Uz probioticku aktivnost, odredeni pripadnici ovog
roda pokazali su izraZzenu antimikrobnu aktivnost prema patogenim bakterijama i potencijal za

primjenu kao probioticke starter kulture za fermentirane proizvode (Frece i sur., 2010).

2.3. Crijevna mikrobiota

Pojam mikrobiota se odnosi na cjelokupnu populaciju mikroorganizama koji
koloniziraju odredeno staniSte i ukljucuje, osim bakterija, i ostale mikroorganizme, viruse i
protozoe (Jandhyala i sur., 2015). Posljednjih godina, crijevna mikrobiota predmet je mnogih
istrazivanja, posebice jer su promjene u mikrobioti povezane s velikim brojem bolesti kao §to
su upalni procesi i pretilost (Cox i sur., 2015), neurodegenerativne bolesti (Quigley, 2017),
alergije (Sjogren i sur., 2009), dijabetes (Baothman i sur., 2016) i mnoge druge. Odmah nakon
rodenja dolazi do razvoja novog mikrobnog ekosustava unutar gastrointestinalnog trakta
novorodenceta. Iako je sastavni dio ljudske biologije, detaljni mehanizmi razvoja, izvori
mikroorganizama, to¢ni uzroci varijabilnosti sastava mikrobiote medu pojedincima te
posljedi¢no utjecaj na ljudsku fiziologiju, razvoj i cjelokupno zdravstveno stanje organizma,
nisu potpuno razjas$njeni (Palmer i sur., 2007). Crijevna mikrobiota se sastoji od 10314
mikroorganizama te je podloZna stalnim promjenama zbog mnogih utjecaja: prehrana, starost,
lijekovi, bolesti, stres i nacin Zivota (Purchiaroni i sur., 2013). Opcenito gledano, mikrobiota
zdrave osobe sastoji se u najvecem dijelu od pripadnika koljena Firmicutes i Bacteroidetes, a
slijede koljena Actinobacteria i Verrucomicrobia, no sastav mikrobiote pokazuje vremenske i



prostorne varijacije u omjerima navedenih skupina (Jandhyala i sur., 2015). Mikrobna

raznolikost gastrointestinalnog sustava zdrave osobe prikazana je na slici 1.
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Slika 1. Sastav mikrobiote gastrointestinalnog sustava zdrave osobe (preuzeto i prilagodeno
prema Jandhyala i sur., 2015)

Najvece fluktuacije crijevne mikrobiote zabiljezene su od neonatalnog perioda do ranog
djetinjstva. Mikrobiota u ranom djetinjstvu razli¢ita je u sastavu od mikrobiote u kasnijim
periodima, a zajedniCka karakteristika mikrobiote tijekom ranih faza Zivota je povecanje
raznolikosti tijekom rasta djece (Drago i sur., 2019). Shematski prikaz sastava mikrobiote

tijekom prvih godina Zivota prikazan je na slici 2.
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Slika 2. Sastav crijevne mikrobiote tijekom prvih godina Zivota (preuzeto i prilagodeno prema
Drago i sur., 2019)

Crijevna mikroflora ima metaboli¢ku, zastitnu i imunolosku funkciju te zajedno s
probavnim enzimima, mucinima, peristaltikom i komponentama epitelne barijere pripada
skupini indirektnih komponenti mukoznog imunosnog sustava (Purchiaroni i sur., 2013).
Opcenito gledano, imunosni sustav mikroorganizme vidi kao patogene te ih prepoznaje i
elimira, no veéina bakterija u crijevima su nepatogene stoga su u simbiotskom odnosu s
enterocitima (Jandhyala i sur., 2015). Komenzalna mikrobiota utjeCe na razvoj crijevnog
mukoznog imunosnog sustava i igra kljunu ulogu u onemogucavanju prodora patogena, bilo
direktnom interakcijom ili stimulacijom imunosnog sustava (Purchiaroni i sur., 2013). Takoder,
njihova vazna uloga je u metaboliziranju nutrijenata te je takav uzajamni odnos posljedica
koevolucije s normalnom mikrobiotom ¢iji je rezultat onemoguéavanje kolonizacije patogena
(Jandhyala i sur., 2015). Crijevna mikrobiota sudjeluje u regulaciji proizvodnje citokina,
kemokina i drugih imunosnih medijatora kako bi se povecao repertoar T-stanica u crijevima i
okolnim tkivima (Sommer i Béackhed, 2013). Gubitak raznolikosti ili promijenjen omjer
mikrobnih skupina u crijevima uslijed razli¢itih oboljenja naziva se disbioza. Vazan primjer
povezanosti metabolita crijevne mikrobiote i razvoja imunosnog odgovora u plué¢ima je
istrazivanje potaknuto prisutnoséu virusa u stolici oboljelih osoba te je otkrivena direktna
povezanost odgovora na infekciju SARS-CoV-2 virusom i sastava crijevne mikrobiote (Dhar i
Mohanty, 2020). Od mnostva faktora koji konstantno utjeCu na raznolikost i funkcioniranje
crijevne mikrobiote, istiCe se prehrana. Dio bakterija u crijevima sposoban je metabolizirati

sirok raspon supstrata dok neke imaju uzi metabolicki spektar stoga su specijalizirane za
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pojedine supstrate, primjerice degradaciju stani¢nih stijenki biljnih stanica (Scott i sur., 2013).
Mikrobni metabolizam ugljikohidrata rezultira nastankom kratkolanc¢anih masnih kiselina i
plinova, a glavni produkti fermentacija su acetat, propionat i butirat, koji snizavaju pH okoline,
Sto direktno utjeCe na mikrobni sastav i zdravlje domacina, posebice preko butirata, koji je

glavni izvor energije kolonocita (Scott i sur., 2013).

Zapadnjacka prehrana i nacin zivota povezani SU S razvojem kroni¢nih bolesti kao Sto
su kardiovaskularne bolesti i dijabetes te su istrazivanja pokazala kako zamjena zapadnjacke
prehrane s uravnoteZzenom prehranom bogatom vlaknima ve¢ u 24 h rezultira promjenom
sastava fekalne mikrobiote (Conlon i Bird, 2015). Snazan utjecaj na sastav i funkciju mikrobiote
primje¢en je 1 tijekom probioticke terapije (Ramirez i sur., 2020). Antibiotici su
revolucionizirali medicinu omogucéivsi lijeenje infekcija koje su do tada bile neizlijecive i
uzrokovale nebrojene smrtne slu¢ajeve kroz stolje¢a. Razvojem znanosti o antibioticima i
velikim brojem provedenih istrazivanja pokazalo se kako antibioticka terapija uzrokuje
promjene u sastavu i funkcioniranju mikrobiote, Sto moze rezultirati stanjem disbioze
(Francino, 2016). Problem se javlja zbog nekontrolirane upotrebe antibiotika u medicini,
poljoprivredi, industriji hrane 1 stocarstvu, §to je dovelo do povecanja kontaminacije okolisa
antibioticima (Nogueira i sur., 2019). Tijekom izlaganja, svaka bakterija ili mikrobiom moze
biti pod utjecajem antibiotika neovisno pripada li patogenim, nepatogenim, mutualisti¢kim ili
komenzalnim vrstama (Francino, 2016). Svaki tip antibiotika ima drugacija svojstva $to
rezultira razli¢itim izmjenama sastava mikrobioma, a izmjene ovise o tipu antibiotika, dozi,
vremenu izlaganja, farmakoloskim ucincima te ciljnim bakterijama (lizumi i sur., 2017).
Antibiotici Sirokog spektra djelovanja mogu izmijeniti sastav ¢ak 30 % mikrobiote rezultirajuci
brzim padom raznolikosti sustava, te unato¢ otpornosti mikrobiote i sustavnom oporavljanju
prema prvobitnom stanju, proces oporavka moze trajati mjesecima, ¢ak i godinama (Francino,
2016). Utjecaj antibiotika na crijevnu mikrobiotu istrazuje se primjenom ,,omickih* tehnika te
su istrazivanja pokazala kako uz promjene u omjerima skupina mikroorganizama, antibiotici
utjecu na ekspresiju gena, aktivnost proteina te na ukupni metabolizam mikrobiote, Sto dovodi
do stanja usporedivih s razvojem razli¢itih oboljenja (Francino, 2016). Nedavno istrazivanje
Sun i sur. (2019) na misevima pokazalo je kako antibioti¢ka intervencija u trajanju od tri tjedna
inducira povecanje ekspresije citokina, $to sugerira direktnu interakciju antibiotika i tkiva
domacina. Nadalje, u istom je istrazivanju dokazano kako antibiotici Sirokog spektra imaju
znacajniji utjecaj na razinu citokina, dok je vankomicin uzrokovao zna¢ajne promjene u sastavu

i metabolic¢koj aktivnosti crijevne mikrobiote. Maier i sur. (2021) proveli su istrazivanje utjecaja



razli¢itih antibiotika na 38 reprezentativnih vrsta crijevne mikrobiote te su pokazali kako su
kinolonski antibiotici svakom generacijom povecavali utjecaj na veci broj bakterijskih vrsta, i
posebice je istaknuta ¢etvrta generacija, gdje je doslo do inhibicije skoro svih ispitivanih vrsta
u provedenom istrazivanju; beta-laktamski antibiotici razli¢ito su djelovali na bakterije iste
skupine stoga autori zakljucuju kako se geni za rezistenciju vjerojatno horizontalno prenose;
makrolidni antibiotici pokazali su znacajan utjecaj na komenzale, inhibiraju¢i sve ispitane
mikroorganizme osim Clostridium difficile, koji je pokazao rezistenciju na makrolidne
antibiotike i klindamicin; tetraciklinski antibiotici pokazali su znacajnu inhibitornu aktivnost
Sto je iznenadujuce obzirom da se crijevna mikrobiota smatra rezervoarom gena rezistencije na
tetraciklin. Obzirom na navedeno, utjecaj antibiotika na crijevnu mikrobiotu je neupitan, §to je
1 razlog ogranicenja nepravilne uporabe antibiotika s ciljem sprijeavanja Sirenja antibioticke
rezistencije 1 multirezistentnih sojeva. Nastale neZeljene promjene crijevne mikrobiote uslijed
antibioti¢ke terapije moguce je reducirati ili sprijeciti upotrebom probiotika (D’Souza i sur.,

2002; Engelbrektson i sur., 2009; Korpela i sur., 2018).

2.4. Interakcije probiotika s crijevnom mikrobiotom

Kako je ve¢ spomenuto, postoje brojni dokazi o direktnoj vezi metaboli¢ke aktivnosti i
sastava crijevne mikrobiote sa zdravstvenim stanjem Covjeka. Takoder, sastav mikrobiote
utjeCe na mnoge organske sustave kao Sto su kardiovaskularni, ziv€ani, imunosni i metabolicki
sustav (Azad i sur., 2018). Dokazi upucuju na modulaciju sastava mikrobiote pomocu
probiotika u uvjetima raznih oboljenja: dijareje uzrokovane antibioticima, infektivne dijareje,
upalne bolesti crijeva, sindroma iritabilnog crijeva i intolerancije na laktozu (Sanchez i sur.,
2017). U uvjetima dijareje uzrokovane antibioticima, probiotici ispoljavaju korisne ucinke kroz
nekoliko izglednih mehanizama: pozitivno utjecu¢i na intestinalni transport elektrolita;
povecavanjem koncentracije sekundarnih Zu¢nih soli; poboljSavajuci funkciju crijevne barijere
proizvodnjom razli¢itih molekula te utjecajem na imunosni odgovor u crijevima sprijecavajuci
dijareje su Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter i Shigella te u slucajevima infekcije,
probiotici onemogucéavaju vezanje patogena kompetitivnom ekskluzijom, zakiseljavajuci
okolinu i proizvodeci niz antimikrobnih molekula te moduliraju¢i imunosni odgovor domacina
(Sanchez i sur., 2017). Istrazivanja usmjerena na ulogu probiotika u upalnoj bolesti crijeva
upucuju na protuupalne mehanizme preko smanjenja sekrecije proupalnih citokina, inhibicijom
NF-kB, indukcijom heat-shock proteina i inhibicijom proteasoma (Guzy i Sturm, 2008).

Korisna uloga probiotika u osoba sa sindromom iritabilnog crijeva moze se ispoljavati preko
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jacanja fizicke barijere, kompeticije za nutrijente, metabolickim interakcijama, proizvodnjom
bakteriocina, jacanjem mukozne membrane, smanjenjem crijevne permeabilnosti i bakterijske
translokacije te regulaciji imunosnih odgovora (Dai i sur., 2013). Veliki broj ljudi ima nisku
razinu enzima [-galaktozidaze te im se nakon konzumacije mlijeka javljaju simptomi
intolerancije na laktozu. Smatra se da probiotici ispoljavaju pozitivne uéinke poveéavajuci
aktivnost mikrobne B-galaktozidaze §to poboljsava toleranciju i probavljivost laktoze (Sanchez
i sur., 2017). Probiotici ulaze u interakciju s domacinom na tri razine donjeg gastrointestinalnog
trakta: mukoznom sloju, stanicama epitela i limfnom tkivu pridruzenom sluznici probavnog

sustava (Sanchez i sur., 2017).

2.5. lzvori probiotika

Opc¢enito gledano probioticki sojevi moraju imati dokazane korisne u¢inke na zdravlje
i moraju biti sigurni za upotrebu (Frece, 2007). Kako bi se korisni u¢inci mogli ispoljavati i
kako bi se osigurala njihova pozitivna interakcija s crijevnom mikrobiotom, vrlo je vazno da
mogu u dovoljnom broju prezivjeti stresne uvjete gastrointestinalnog trakta. Iako su razvijene
dodatne metode zastite, jos je uvijek uvrijezeno kako za upotrebu u ljudi, prednost imaju sojevi
ljudskog porijekla, ba§ zbog bolje adaptiranosti na navedene uvjete (O’Sullivan, 2001).
Istrazivanja potvrduju kako je stolica odraslih ljudi potencijalan izvor probioti¢kih bakterija
koje se odlikuju sposobnos¢u prezivljavanja u uvjetima gastrointestinalnog sustava
(Sathyabama i sur., 2012; Park i Lim, 2015). Stolica dojenceta je takoder prepoznata kao izvor
probiotika te su dokazani mnogi korisni uc€inci takvih izolata poput antimikrobne aktivnosti
(Wang i sur., 2021), imunomoduliraju¢e (Plaza-Diaz i sur., 2013), antioksidativne (Kim i sur.,
2006) i mnogih drugih. Iako su iz stolice dojenceta izolirane mnoge probioticke bakterije roda
Lactobacillus, naj¢esc¢e se pronalaze probioti¢ke bakterije roda Bifidobacterium (Kwak i sur.,
2016). Maj¢ino mlijeko se takoder istaknulo kao izvor probiotika visokog potencijala s
dokazanim ucincima na smanjenje kolesterola (Anandharaj i Sivasankari, 2014), jacanju
imunosnog sustava i zaStiti od infekcija (Lara-Villoslada i sur., 2007) te mnogim drugim
korisnim probiotickim svojstvima (Martin i sur., 2005). Unato¢ preporuci o ljudskom
podrijetlu, mnogi probioticki sojevi izolirani su iz fermentiranih proizvoda te su takvi izolati
prvi istraZzeni 1 imaju dokazane korisne ucinke na zdravlje. Vazno je naglasiti razliku
proizvodnje fermentiranih namirnica s pomocu probiotickih kultura i izolaciju potencijalnih
probiotika iz spontano fermentiranih supstrata ili onih fermentiranih s autohtonim starter
kulturama, koji iako pruzaju korisne u¢inke na zdravlje potencijalno sadrze neokarakterizirane

probioticke kulture. Potonje predstavlja izvor novih sojeva s visokim probiotickim
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potencijalom. U prilog navedenom, dostupna literatura ukazuje na znacajan broj izolata s
visokim probiotickim potencijalom iz tradicionalnih fermentiranih proizvoda. Primjerice,
probioticki sojevi uspjesno su izolirani 1 okarakterizirani iz tradicionalnih mlije¢nih proizvoda
(Bao i sur., 2010; Guo i sur., 2016; Kostelac i sur., 2020), lokalnih fermentiranih namirnica
(Kumari i sur., 2016), razli¢itih fermentiranih namirnica na bazi mesa kao $to su kulen i
fermentirana zeetina (Frece i sur., 2014; Wulandari i sur., 2020) te voc¢a i povréa (Gao i sur.,
2012; Swain i sur., 2014). Probioticki kandidati za ljudsku upotrebu izolirani su i iz svjezih
mlijeka domacih zivotinja (Tambekar i sur., 2009). Kako se povecavao broj istraZivanja na
podrucju probiotika, pokazali su se potencijali dodatnih izvora probiotika poput tla (Yanagida

i sur., 2006), voénih sokova (Naeem i sur., 2012) i mnogih drugih.

2.6. Kriteriji za odabir probiotika

Obzirom na velik broj potencijalnih izvora probiotika te ¢injenicu da su Korisna
probioticka svojstva vezana uz pojedini soj (McFarland i sur., 2018), vrlo je vazno metodoloski
pravilno pristupiti odabiru te od mnostva sojeva odabrati one koji ¢e najbolje djelovati kao dio
probiotickog proizvoda. Kako bi se olakSao izbor, eliminirale potencijalne opasnosti te izdvojili
sojevi s najveéim potencijalom, razvijeni su kriteriji selekcije probiotika. Navedeni kriteriji
obuhvacaju ispitivanje sigurnostih karakteristika sojeva, njihovu moguénost da prezive stresne
uvjete gastrointestinalnog trakta, sposobnost kolonizacije i inhibicije patogena te druga
neophodna svojstva. Pobrojani kriteriji prikazani su u tablici 2. Navedeni osnovni Kriteriji
podijeljeni su u tri grupe: op¢i, tehnoloski i funkcionalni. Opéi kriteriji ukljucuju sigurnosne
elemente, kako bi se iskljucili sojevi koji predstavljaju zdravstvenu opasnost, te element
sposobnosti  prezivljavanja prolaska kroz gastrointestinalni trakt domacina. Ispitivanje
tehnoloskih kriterija usmjereno je na mogucnost proizvodnje, skladistenja i distribucije nakon
ukljucenja u probioticki proizvod poradi zadrzavanja korisnih ucinaka tijekom cjelokupnog
proizvodnog procesa. Ovdje pobrojani funkcionalni kriteriji okvirno obuhvacaju preduvjete
ispoljavanja korisnih ucinaka preko adhezije, inhibicije patogena te stimulacije imunosnog
sustava. Ova grupa kriterija moze se proSirivati obzirom na specifi¢na svojstva pojedinih sojeva

i njihovu aktivnost.
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Tablica 2. Popis kriterija za izbor probiotickih sojeva (preuzeto i prilagodeno prema Frece,
2007)

OPCI KRITERLJI

to¢na taksonomska identifikacija izolata
ljudsko podrijetlo za primjenu u ljudi
netoksi¢nost 1 nepatogenost
geneticka stabilnost
otpornost prema zu¢nim kiselinama

otpornost prema niskim pH vrijednostima

TEHNOLOSKI KRITERIJI

stabilnost pozeljnih karakteristika tijekom priprave kulture, skladiStenja i
isporuke
visoka razina broja zivih bakterija u probioti¢kom proizvodu
brzo i lako razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje, smrzavanje i liofiliziranje
tijekom procesa priprave probiotickih kultura, te visok stupanj prezivljavanja za
vrijeme cuvanja i distribucije
dobivanje zeljenih organoleptickih svojstava kad su ukljuceni u fermentacijske

procese

FUNKCIONALNI KRITERIJI

sposobnost prezivljavanja, razmnozavanja i metabolizamske aktivnosti na
ciljanom mjestu u domacinu
sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela
proizvodnja antimikrobnih molekula
antagonisticka aktivnost prema patogenim i kariogenim bakterijama
mogucénost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore
imunostimulatorni u¢inak

sposobnost iskazivanja jednog ili vise klini¢ki dokumentiranih korisnih u¢inaka
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2.7. Zdravstveni ufinci probiotika

Desetljeca istrazivanja rezultirala su mnogim spoznajama o funkcioniranju probiotika
te su se usmjeravanjem medicine u precizniju, personaliziranu primjenu, i probiotic¢ka
istrazivanja usmjerila na ciljane sustave domacina. U literaturi postoje dokazi o korisnim
ucincima probiotika ne samo u donjem gastrointestinalnom sustavu nego i u zeludcu, usnoj
Supljini i kozi te su se paralelno tome poceli istrazivati neki novi, do sada nerazjasnjeni

mehanizmi probiotika (Daliri i Lee, 2015).

2.7.1. Probiotici u o¢uvanju zuba i usne Supljine

Sumarno gledaju¢i, mehanizmi koristenja probiotika u zaStiti zuba nisu razjaSnjeni te je
broj istrazivanja na tom podrudju znacajno manji i raste sa stomatoloSkim potrebama
preventivnog pristupa lijeCenju oboljenja zuba. Ucinci probiotika u navedenom sustavu mogu
se sumarno svesti na dvije razine: antagonizam prema patogenim bakterijama i interakcije s
oralnim epitelom (Mahasneh i Mahasneh, 2017). Antagonizam prema patogenim bakterijama
ukljucuje sposobnost koagregacije, modulaciju biofilmova, modulaciju oralnog plaka, utjecaj
na uzrocnike karijesa, gingivitisa i paradontoze dok interakcija s epitelom podrazumijeva
pojacavanje funkcije epitelne barijere i imunosnog odgovora domacina (Mahasneh i Mahasneh,
dishioze (Zhu i sur., 2018). Zbog faktora virulencije i rezultirajueg stanja naruSene ravnoteze,
Strepococcus mutans znatno doprinosi razvoju karijesa (Wasfi i sur., 2018). Istrazivanje Wasfi
i sur. (2018) pokazalo je kako probioticka bakterija roda Lactobacillus moze inhibirati
propadanje zuba i kontrolirati karijes inhibicijom S. mutans, disrupcijom biofilma patogena,
utiSavanjem gena za virulenciju i gena za otpornost na niski pH okoline te imunostimulativnim
uc¢inkom na domacina preko indukcije IFN-y. Istrazivanja takoder ukazuju kako je sposobnost
autoagregacije i koagregacije s uzroc¢nicima karijesa koristan alat u detekciji anti-kariogenih
probiotika (Twetman i sur., 2009). Periodontitis je upalna bolest koju karakterizira progresivno
razaranje tkiva pridruzenog zubu (Listgarten, 1986). Uzrokuje ga nakupljanje bakterija na zubu
oko gingive (Alvarenga i sur., 2015). Istrazivanja su povezala mnogo mikroorganizama s
razvojem periodontitisa. Bakterija Porphyromonas gingivalis povezana je s razvojem
kroni¢nog periodontitisa preko promjena koje uvodi u komenzalnu mikrofloru rezultirajuci
disbiozom (Mei i sur., 2020). Iako je provedeno malo istrazivanja na tom podrucju, pokazano
je kako probiotici roda Lactobacillus mogu inhibirati nastajanje biofilmova P. gingivalis te
narusiti transkripciju virulentnih faktora (Ishikawa i sur., 2020). Istrazivanja na ovom podrucju

takoder potvrduju kako su probioticka svojstva specificna za pojedini soj. Navedeno je
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potvrdeno i u istrazivanju Albuquerque-Souza i sur. (2019) gdje su odredeni sojevi probiotika
uspjesno modulirali sposobnost P. gingivalis u infekciji tkiva pridruzenih zubu. Takoder,
bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans povezana je s nekoliko oblika periodontitisa
(Izano 1 sur., 2007), a u slucajevima periodontalne infekcije bakterijom Streptococcus
intermedius postoji mogucnost razvoja apcesa u mozgu ili jetri (Wagner i sur., 2006). Probiotici
su pokazali korisne uéinke i na navedena dva patogena (Sang-Ngoen i sur., 2021; Staskova i
sur., 2021) no daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se razjasnili mehanizmi i omogucéilo
koriStenje probiotika u zastiti zuba i pridruzenih tkiva. Dostupne studije naglasavaju vaznost
istrazivanja interakcija probiotic¢kih stanica i uzro¢nika oboljenja zuba, jer se trenutno to moze

smatrati primarnim probioti¢kim mehanizmom djelovanja u zastiti zuba.

2.7.2. Probiotici u inhibiciji patogene bakterije Helicobacter pylori

Infekcija patogenom bakterijom Helicobacter pylori zna¢ajan je faktor u nastajanju
kroni¢nog gastritisa i faktor rizika za maligne promjene na zelucu (Lesbros-Pantoflickova i sur.,
2007). Trenutno je prevladavajuci pristup u rjeSavanju infekcije antibioticka terapija, no
porastom antibioti¢ke rezistencije i nuspojava, istrazivanja su se usmjerila na druge pristupe
(Ruggiero, 2014). Probiotici su pokazali znacajan potencijal u sprije¢avanju infekcije
uzrokovane s H. pylori. Klinicke studije i eksperimentalni modeli na Zivotinjama pokazali su
kako bakterija L. acidophilus proizvodi metabolite koji inhibiraju rast H. pylori u in vitro i in
vivo uvjetima te kako L. johnsonii uspjesno sprijecava nastale upalne procese mukoznog tkiva
zeluca (Felley i Michetti, 2003). Pretpostavljeni mehanizmi djelovanja obuhvacaju
antimikrobne produkte metabolizma, posebice mlije¢nu kiselinu, koja djeluje inhibitorno
snizavanjem pH, ali i inhibicijom ureaze H. pylori (Lesbros-Pantoflickova i sur., 2007). Drugi
vazan aspekt je kompeticija za vezanje na mukozne povrsine u zelucu (Michetti i sur., 1999),
za §to je pretpostavljena sposobnost nekih sojeva da inhibiraju vezanje H. pylori na glikolipidne
receptore (Mukai i sur., 2002) no najvjerojatnije, da pored specifi¢cnih mehanizama puno
znacajniju ulogu ima kompeticijska prednost probiotika, $to je i potvrdeno istrazivanjem na
misevima, gdje je onemoguceno vezanje H. pylori na prethodno kolonizirane membrane s
probiotickim bakterijama (Kathene i sur., 2004). Jedan od predlozenih mehanizama ispoljava
se preko modulacije gena u mukoznoj membrani. Naime, dokazano je kako H. pylori inhibira
ekspresiju MUCI i MUCS5A gena u stani¢noj liniji ljudskih stanica Zeluca te reducira
proizvodnju mukusa; no in vitro je dokazano kako Lb. plantarum i Lb. rhamnosus induciraju
ekspresiju MUC2 i MUC3 gena te povecavaju sekreciju mucina, pa posljedi¢no regeneriraju

svojstva mukozne membrane i inhibiraju adheziju patogena, ukljuc¢ujuci H. pylori (Lesbros-
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Pantoflickova 1 sur., 2007). Ostali mehanizmi uklju¢uju modulaciju imunosnih odgovora
domacina i iznimno su divergentni, jer specifi¢ni sojevi iskazuju razli¢ite ucinke na imunosni
sustav te oni ovise i o domacinu (Haller i sur., 2000). Sumarno, istraZivanja su detektirala
utjecaj probiotika na razinu proupalnih i protuupalnih citokina §to je rezultiralo smanjenjem
upale sluznice Zeluca. Takoder je zabiljeZeno smanjenje razine specifi¢nih IgG antitijela kod
infekcije s H. pylori uslijed probioticke terapije te su probiotici uspjesno ojacali mukoznu
membranu stimuliraju¢i lokalnu proizvodnju IgA antitijela (Lesbros-Pantoflickova i sur.,
2007). Probiotic¢ka terapija djeluje obecavajuce u eliminaciji infekcije s H. pylori ili barem
olakSavanju simptoma, no daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se razumjeli mehanizmi

djelovanja i patogeneza uzrokovana ovom bakterijom (Ruggiero, 2014).

2.7.3. Protuupalna aktivnost probiotika

Jedan od glavnih ucinaka pojedinih probiotickih sojeva jest sposobnost pozitivne
modulacije imunosnog sustava domacina. Prilikom prolaska kroz stresne uvjete
gastrointestinalnog sustava, probioticki mikroorganizmi mogu stupiti u interakciju s mukoznim
slojem i imunosnim komponentama sluznice pridruzene probavnom sustavu te na taj nacin
utjecati na stani¢nu signalizaciju preko dendritickih stanica, makrofaga, epitelnih stanica,
posebice preko receptora za prepoznavanje obrazaca (PRR, eng. pattern recognition receptors)
ukljucujudi i receptore sliéne Tollu (TLR, eng. Toll-like receptor), koji su ukljuceni u signalne
kaskade s direktnom regulacijom ekspresije odredenih gena (Kang i Im, 2015). Osim direktne
interakcije, utjecaj na imunosni sustav moze biti ostvaren S pomoc¢u probiotickih metabolita,
komponenti stani¢ne stijenke, mrtvih probioti¢kih stanica i DNA molekula (Oelschlaeger,
2010). Imunomodulacijska sposobnost probiotika ovisna je o soju i detektirana je mnogim
prijasnjim studijama (Fang i sur., 2000; Frece i sur., 2009; J. Frece i sur., 2005; Matsuzaki i
Chin, 2000; Uroi¢ i sur., 2016). Imunomodulacijska aktivnost i interakcija sa stanicama
crijevnog epitela moze biti posebno znacajna u uvjetima upalnih procesa. Upalne bolesti
crijeva, kao $to su Chronova bolest i ulcerozni kolitis, karakterizira kroni¢na upala u crijevnom
epitelu te se smatra kako uz genetske faktore, crijevna mikroflora ima vaznu ulogu u aktivaciji
upalnih procesa (Riedel i sur., 2006). Istrazivanja ukazuju kako odredeni probiotici mogu
inhibirati proizvodnju proupalnih citokina kao $to je tumorski faktor nekroze (TNF-o) u
oboljelih od Chronove bolesti (Borruel i sur., 2002) te smanjiti ekspresiju mRNA proupalnih
citokina u pacijenata s ulceroznim kolitisom (Cui i sur., 2004). Sumarno, najveci broj dostupnih
istrazivanja na podru¢ju mehanizma protupalne aktivnosti probiotika usmjeren je na jezgreni

faktor NF-kB. NF-«xB predstavlja skupinu inducibilnih transkripcijskih faktora koji reguliraju
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ekspresiju velikog broja gena ukljucenih u razli¢ite procese imunosnih i upalnih odgovora, a
skupina se sastoji od pet strukturno povezanih ¢lanova koji uklju¢uju NF- kB1 (p50), NF- kB2
(p52), RelA (p65), RelB i c-Rel, koji moduliraju transkpripciju ciljanih gena vezanjem na
specificni element u DNA molekuli, kB poja¢iva¢ (eng. enhancer) te mnoge hetero- i
homodimere (Liu i sur., 2017). Aktivacija NF-kB signalnog puta ukljucena je u patogenezu
kroni¢nih upalnih bolesti kao §to je astma, reumatoidni artritis i upalna bolest crijeva te postoje
indikacije aktivnosti u arterosklerozi, Alzheimerovoj bolesti i dijabetesu (Yamamoto i Gaynor,
2005). U slucaju aktivacije NF-kB (primjerice stimulacija LPS-om), dolazi do translokacije u
jezgru i ekspresije gena za proupalni odgovor (Riedel i sur., 2006). U neaktivnom stanju, NF-
kB nalazi se u citopolazmi, vezan za inhibitorni protein IkB, te se aktivira u slucaju upalnog
signala tako Sto dolazi do aktivacije kB kinaze, koja fosforilira inhibitorni protein IkB te se
NF-xB otpusta i slobodno translocira u jezgru. Istrazivanja pokazuju kako neki probioticki
sojevi proizvode metabolite koji onemogucuju fosforilaciju inhibitora IkB te posljedi¢no i
translokaciju NF-Kb u jezgru te tako zaustavljaju upalnu signalizaciju (Guo i sur., 2017; Cui i
sur., 2019). Dodatno, istrazivanje Dobrogosz i sur. (2010) pokazalo je kako bakterija Lb.
reuteri stimulira proizvodnju protuupalne molekule NGF (eng. nerve growth factor, eng) koja
sprijeCava translokaciju NF-kB u jezgru te smanjuje Stetne procese uslijed infekcije s

patogenima.

Drugi mehanisticki pristup vezan je uz proizvodnju reaktivnih kisikovih molekula koje
proizvode neke bakterije mlijecne kiseline. Naime, ukoliko je povecana koncentracija
navedenih molekula, moze do¢i do inhibicije Ubcl2 enzima koji sudjeluje u signalizaciji
odvajanja NF-kB od inhibitora, pa ne moze do¢i do translokacije u jezgru (Kumar i sur., 2007).
L. rhamnosus GG ATCC®53103™ pokazao je sposobnost indukcije nastanka reaktivnih
kisikovih molekula te in vitro, ali i in vivo smanjenje upalnog signala i proizvodnje TNF-a
preko inaktivacije Ubcl2 proteina (Lin i sur., 2009). Navedeni mehanizam ipak treba uzeti s
dozom opreza jer neregulirana proizvodnja reaktivnh kisikovih molekula moze dovesti do
oksidativnog oStecenja tkiva. Regulacija navedenog signalnog puta moze se odvijati i preko
modulacije vezanja na receptore. Jedan od glavnih TLR receptora je TLR4 koji se nalazi na
povrsini epitelnih 1 imunosnih stanica i sluzi kao LPS receptor. Negativni TLR regulatori mogu
osigurati da ne dode do kroni¢nih upalnih odgovora u tkivima (Shibolet i Podolsky, 2007).
Probioti¢ka bakterija L. casei OLL2768 smanjila je ekspresiju proupalnih citokina (IL-6, IL8,
IL-1) inhibirajuéi aktivaciju NF-kB i put mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPK)
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preko negativne regulacije TLR4 i uz pozitivhu regulaciju negativnog TLR4 regulatora
(Takanashi i sur., 2013).

Nedvojbeno je da probiotici mogu modulirati signalne puteve povezane s upalnim procesima.
Najistaknutiji mehanizmi su preko inhibicije degradacije i fosforilacije IkB i veéina istrazivanje
je usmjerena na taj mehanizam. S druge strane, dokazi upucuju na postojanje dodatnih
mehanizama onemoguc¢avanjem interakcija s upalnim receptorima. Obzirom da su probioticka
svojstva specifi¢na za soj, generalni zakljucci se ne smiju donositi, Nego se moraju ispitati

mehanizmi svakog soja prije uklju¢ivanja u probioticke proizvode.

2.7.4. Antioksidativna aktivnost probiotika

Prehrana Covjeka ukljuuje provodenje oksidativnog metabolizma, koji je osim u
proizvodnju energije, uklju¢en u veliki broj bioloski neophodnih procesa. Oksidativni
metabolizam ukljucuje nastanak razli¢itih molekula koje ukljucuju kisik, te se uglavnom radi o
visoko reaktivnim molekulama. U slucaju viska reaktivnih kisikovih molekula i produljenog
izlaganja istima, biomolekule 1 tkiva mogu biti oSte¢eni S$to rezultira neravnoteZom
antioksidativnog sustava i moze dovesti do patoloskih upalnih procesa (Songisepp i sur., 2005).
Preciznije, oksidativni stres moze se definirati kao stanje u kojem je stani¢na ravnoteza
prooksidans—antioksidans narusena te rezultira hidroksilacijom DNA, denaturacijom proteina,
peroksidacijom lipida i apoptozom stanica (Wang i sur., 2017). Dokazana je antioksidativna
aktivnost probiotika i prehrambenih proizvoda s probioticima, no to¢ni mehanizmi
antioksidativne aktivnosti nisu potpuno razjasnjeni (Mishra i sur., 2015). Preliminarna
probioticka karakterizacija prvenstveno ukljucuje mjerenje sposobnosti uklanjanja slobodnih
radikala iz in vitro sustava te se usporeduje s antioksidativnim standardima kao §to je L-
askorbinska Kkiselina. Meta-analiza klini¢kih studija ukazuje kako probioticka terapija
poboljsava oksidativni status domacina §to moze dovesti do prevencije nekih kroni¢nih bolesti
(Askari i sur., 2020). Istrazivanja ukazuju kako razli¢ite staniéne komponente imaju razlicite
antioksidativne aktivnosti, primjerice unutarstani¢ni probioticki ekstrakti pokazali su inhibiciju
peroksidacije lipida, dok su cijele stanice i supernatanti uzgojnog medija imali ja¢u aktivnost
prema uklanjanju slobodnih radikala (Tang i Lu, 2019). Istrazivanja provedena na ve¢em broju
sojeva sugeriraju da se mehanisticki gledano, antioksidativna aktivnost ispoljava preko vezanja
reaktivnih Kisikovih spojeva, inhibicije enzima, inhibicije askorbatne autooksidacije te je
dodatno povezana s probiotiCkom metabolickom aktivno$¢u koja rezultira uklanjanjem
reaktivnih spojeva te na taj nain sprijeCava njihovo nakupljanje u crijevima (Amaretti i sur.,

2013).
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Dodatna prednost potencijalno probiotickih bakterija roda Lactobacillus je indukcija
gena za antioksidativne enzime nakon izlaganja oksidativnom stresu pomoc¢u vodikovog
peroksida (Tang i sur., 2017). Bakterije roda Lactobacillus i Bifidobacterium mogle bi biti
korisne u smanjenju oksidativnog osSte¢enja uslijed upalnih bolesti ili karcinoma putem
povecanja aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i drugih antioksidativnih molekula
(Hoffmann i sur., 2019). Dodatna istrazivanja su potrebna na ovom podrucju kako bi se bolje
objasnili mehanizmi djelovanja i formirali precizniji kriteriji probioticke karakterizacije za

upotrebu u smanjenju oksidativnog stresa u organizmu.

2.7.5. Ostale probioticke aktivnosti

Istrazivanja upucuju kako su probioticka svojstva specifi¢na za pojedini soj te se samo
usmjerenom i pravilnom probioti¢kom karakterizacijom mogu pronaci sojevi koji ispoljavaju
korisne ucinke na ciljanom mjestu u domacinu. Kao $to je ve¢ opisano, probioti¢ka aktivnost
nije isklju¢ivo ostvarena u donjem dijelu gastrointestinalnog trakta nego i na ostalim mjestima
u domacinu, pa se korisni u¢inci mogu ispoljavati od trenutka unosa probiotika ve¢ u usnoj
Supljini. Interakcije probiotickih stanica i metabolita sa imunosnim sustavom uvelike utjecu na
signalne kaskade koje se prenose kroz cijeli organizam. lako je istaknut oprez do potpune
klinicke potvrde, probioticka terapija s odredenim sojevima upucuje na antikancerogenu
aktivnost (Soa i sur., 2017). Nadalje, dokazano je i probioticki uzrokovano smanjenje
kolesterola (Ishimwe i sur., 2015) te je predlozeni mehanizam preko metabolicke proizvodnje
propionata i butirata koji smanjuju serumsku razinu kolesterola inhibiraju¢i njegovu sintezu
(Wang i sur., 2012). Protuupalna svojstva povezana su i s koriStenjem probiotika u kozmetici,
I, iako mehanizmi nisu razjas$njeni, pretpostavlja se kako ¢e interes znanosti i industrije ovog
podrucja znacajno rasti u buducnosti (Jeong i sur., 2016). Znacajni rezultati pokazani su na
podrucju bolesti zivéanog sustava gdje su probiotici pokazali korisne uc¢inke kod oboljelih od
depresije, anksioznosti, opsesivno kompulzivnog poremecaja i poteSskoc¢a u pamcenju (Wang i
sur., 2016). Probioticka terapija se preporu¢a u smanjenju simptoma uzrokovanih virusnim
infekcijama, stoga su znanstvena istrazivanja usmjerena na probioticku moguénost sSmanjenja
rizika od posljedica infekcije SARS-CoV-2 virusom (Olaimat i sur., 2020) te postoji mogucnost
kako bi probioticke bakterije mogle biti izvor molekula koje bi se mogle koristiti u terapeutske

svrhe, vezujuci se na virusne proteine (Balmeh i sur., 2021).

2.8. Tehnologije dopreme probiotika

Razli¢iti mehanizmi dopreme probiotika koriste se u mnogobrojnim proizvodima s

ciljem uspjesne dopreme probiotika na ciljano mjesto i ispoljavanja korisnih u¢inaka. Dva su
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osnovna cilja razvijanja sustava dopreme i uklapanja u stabilne formulacije: stabilnost pri
proizvodnji, skladiStenju i distribuciji te sposobnost zadrzavanja vijabilnosti prolaskom kroz
stresne uvjete gastrointestinalnog trakta. Probiotici su od pocetka proizvodnje do trenutka
ispoljavanja korisnih ucinaka izlozeni razli¢itim stresnim uvjetima. Navedeno obuhvaca
temperaturni Sok tijekom skladistenja i proizvodnje §to moze biti pogubno za stanice osjetljive
na povisenje temperature; oksidativni stres anaeroba izloZenih kisiku; osmotski Sok tijekom
susenja te stres niskog pH Zeluca, probavnih enzima i zu¢nih soli u probavnom sustavu (Kim i
sur., 2016). Vise od 90 % komercijalno dostupnih probioti¢kih formulacija uklopljeno je u
prehrambene proizvode, posebice funkcionalne namirnice te se koriste desetlje¢ima uz
relativno nisku razinu regulacije i kontrole (Govender i sur., 2014). Takve formulacije ukljucuju
mnogo proizvoda kao §to su sirevi, jogurt, vrthnje, mlijeko, ¢okolade, mesni proizvodi te mnoge
fermentirane namirnice s probioticima. Mnoga istrazivanja dokazala su uspje$nu dopremu
probiotickih stanica u takvim pripravcima na ciljano mjesto u domacinu, no postoje velike
varijacije u razinama vijabilnosti te se takvi proizvodi znacajno razlikuju od farmaceutskih
pripravaka (de Vos i sur., 2010; Yeo i sur., 2011). Farmaceutski pripravci naj¢esc¢e su u obliku
tableta, kapsula i mikrokapsula (Govender i sur., 2014). Unato¢ navedenim deklaracijama o
vijabilnosti probiotika, sposobnost preZivljavanja uvjeta gastrointestinalnog trakta Cesto je
varijabilna. Tablete su se pokazale kao pouzdan nacin dopreme, jer dodatkom pojacivaca
adhezije ili polimera otpornih na uvjete gastrointestinalnog trakta znacajno se povecao stupanj
prezivljenja probioti¢kih sojeva (Govender i sur., 2014). Takoder, tablete i kapsule lakse su za
korisnike te imaju vecu stabilnost tijekom skladiStenja nego tekuci preprati. Potencijalno
ogranicenje je formiranje tableta tj. kompresija koja se moze odvijati u uvjetima temperature
do 60 °C, sto moze uzrokovati gubitak vijabilnosti mikroorganizama (Rouéche i sur., 2006).
Primjena mikrokapsula i inkapsulacija u polimer pokazalo je znacajno povecanje vijabilnosti
tijekom skladiStenja, ali i dopreme na ciljano mjesto u domacinu (Cook i sur., 2012). lako
ukupna sposobnost dopreme takvih pripravaka ovisi o kombinaciji koristenih polimera,

vijabilost je znacajno veca nego kod direktnih unosa probiotika (Govender i sur., 2014).

Vijabilnost inkapsuliranih probiotika uvelike ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima
kori$tenih materijala (Chen i Chen, 2007). Alginat je prirodni polisaharid dobiven od smedih
algi ili bakterija te se vrlo Cesto koristi za inkapsulaciju probiotika zbog biokompatibilnosti,
sigurnosti i jednostavnog procesa geliranja (Kim i sur., 2016). Kitozan je polisaharid koji se
Cesto koristi kao dodatan sloj zastite alginatnih kapsula, no rijetko je glavni nosa¢ probiotika

jer je topljiv u kiselom mediju (Calinoiu i sur., 2019). Mnogobrojna istrazivanja potvrduju visu
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razinu vijabilnosti probiotika u alginatnim kapsulama oblozenim slojem kitozana (Chavarri i
sur., 2010; Lohrasbi i sur., 2020). Osim alginata, ¢esto se kao nosaci prilikom inkapsulacije
probiotickih bakterija primjenjuju gume, kao Sto je primjerice ksantan, egzopolisaharid dobiven
od Xanthomonas campestris (Kim i sur., 2016). U istu skupinu spada i karagenan koji je takoder
pokazao efikasnu zastitu probioti¢kih sojeva (Ding i Shah, 2009). Jedna od zastupljenijih
skupina su i proteini, kao $to su Zelatin, kazein i proteini sirutke ¢ija su fizikalno-kemijska
svojstva pokazala protektivnu ulogu u dopremi probiotika na ciljano mjesto u domacinu (Kim
i sur., 2016).

2.9. Industrijska proizvodnja i vaZnost razvoja novih probiotika

Svjetsko trziste probiotika u stalnom je porastu te se pretpostavlja rast vrijednosti trzista
od 49,4 milijarde dolara 2018. godine do oko 69,3 milijardi 2023. godine (Liu i sur., 2020).
Ocekivani rast moze biti i znatno veci obzirom na utjecaj pandemije uzrokovane SARS-CoV-
2 virusom, porastom svijesti potroSa¢a o namirnicama i proizvodima s korisnim ucincima na
jacanje imuniteta i cjelokupno zdravlje. Navedeni porast ¢e se posebno odraziti na farmaceutske
probioticke pripravke jer ¢e rasti potraznja za jasno definiranim korisnim ucincima. Rastuca
osvjestenost potroSaca ima uporiSte u dugoro¢nom koriStenju tradicionalnih probiotickih
namirnica $to se jasno ocituje u ¢injenici da su probioticki mlije¢ni proizvodi najbrze rastuca
trzi$na niSa funkcionalne hrane (Yilmaz-Ersan i sur., 2020). Iako je na trzistu prisutno stalno
povecanje probiotickih proizvoda, zabrinjavajuéa Cinjenica jest da su Cesto ispitani
komercijalno dostupni probiotici nedovoljne kvalitete te da proizvodi ne sadrze kulture u
koncentracijama navedenim na pakiranju te dodatno ¢ak mogu sadrzavati i kontaminante.
Primjer navedenog je studija u kojoj je mikrobioloski ispitano 13 komercijalno dostupnih
probioti¢kih preparata u SAD-u te je samo 31 % ispitanih proizvoda bilo u skladu s
deklaracijom (Drago i sur., 2010). Sli¢ni problemi primjeceni su i na Europskom trzistu gdje je
samo 43 % ispitanih proizvoda zadovoljilo kriterije, a niti jedan od probioti¢kih koktela koji
sadrZavaju viSe mikrobnih vrsta nije bio u skladu s deklariranim sadrzajem (Macedo i Fredua-
Agyeman, 2016). Probioticki preprati su lako dostupni ljudima u razvijenim zemljama te je
prisutan relativno velik broj probiotic¢kih proizvoda za koje se Cesto pogresno prikazuju korisni
ucinci koje konzumacija istih donosi (Reid i sur., 2019). Nasuprot nepravilno doznacenim
korisnim u¢incima trziSno prisutnih probiotika nalazi se potreba uvodenja probiotika s ciljem
redukcije zaraznih bolesti u zemljama u razvoju, no prepreka na tome putu je nedostatak
pristupacnih, pravilno istrazenih i dokumentiranih sojeva (Reid i sur., 2019). Pokrenute

inicijative na globalnoj razini pokusavaju povecati udio probioti¢kih kultura u zemljama u
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razvoju potaknute dokazima da u regijama s niskim prihodima primjena probiotika osim
zdravstveno korisnih ucinaka donosi i dodatne pozitivne socio-ckonomske ucinke u borbi s
pothranjeno$¢u poti¢uci lokalne resurse u prehrani te ostvarujuc¢i dodatak vrijednosti

proizvodima fermentiranim s pomocu probiotic¢kih kultura (Reid i sur., 2018; Reid i sur., 2020).

Razvojem tehnologije mijenja se pristup potroSacima te je personalizirana medicina
najbolji odgovor na kompleksne razlike medu pojedincima. Kako su medu pojedincima
znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote, tako je i personalizirani probioti¢ki pristup
izgledna buduc¢nost. No kako bi se omogucila direktna, personalizirana terapija, potrebno je
dodatno istraziti kompleksne mehanizme interakcije probiotika i domacina. Usmjerenje
probioticke karakterizacije s ciljem pronalaska sojeva koji s izrazenim ciljanim svojstvom
poput protuupalne, antioksidativne ili antimikrobne aktivnosti, te njihovo uklapanje u
probioticke proizvode s ciljanim otpusStanjem mogu biti spona izmedu opcenite probioticke
terapije i personalizirane upotrebe jer omogucuje selekciju korisnih u¢inaka ovisno o potrebi

potrosaca.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci mlijeka magarice i kobile

Uzorci mlijeka magarice (n=2) i kobile (n=2) nabavljeni su na lokalnim obiteljskim
poljoprivrednim gospodarstavima u Moslavini u Hrvatskoj. Svaki uzorak bio je volumena 10
mL. Uzorci su prikupljeni prikladnim asepti¢nim postupcima kako bi se izbjegla kontaminacija
uzoraka. Uzorkovano je mlijeko nakon alkoholne sterilizacije vimena u sterilnu posudu,
spremljeno na +4 °C te isti dan preba¢eno pomocu prijenosnog hladnjaka u Laboratorij za opéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Dio uzorka odmah je ukljucen u postupak izolacije, a ostatak je pohranjen na -20

°C do daljnjeg koriStenja.

3.1.2. Uzoreci stolice dojenceta

Uzorak stolice (n=1) zdravog dojenceta prikupljen je iz koriStene pelene. KoriStena pelena
prebacena je u zastitnoj vrecici u prijenosnom hladnjaku u Laboratorij za opéu mikrobiologiju
i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te je

Citav uzorak odmah ukljucen u postupak izolacije.

3.1.3. Mikroorganizmi

Sojevi bakterija mlijecne kiseline koristeni u ovom radu izolirani su iz gore navedenih uzoraka
mlijeka magarice i kobile te stolice dojenceta. Uz navedene sojeve, u istrazivanju je koriSten
Lb. plantarum S1 autohtoni probioti¢ki soj bakterija mlije¢ne kiseline izoliran iz fermentirane
sirutke 1 preuzet iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica. 1z komercijalnih zbirki mikroorganizama (The Leibniz Institute
DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH i American Type
Culture Collection, ATCC) pribavljeni su standardni sojevi test-mikroorganizama koristeni za
odredivanje antimikrobne aktivnosti, autoagregacije, koagregacije, sposobnosti formiranja
biofilmova te zastitu zuba i usne Supljine. Popis test-mikroorganizama koriStenih u ovom

istraZivanju prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Koristeni test-mikroorganizmi ukljuceni u istrazivanje preuzeti iz DSMZ (The
Leibniz Institute DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH) i

ATCC (American Type Culture Collection) zbirki mikroorganizama.

Test-mikroorganizmi korisSteni u ovom istrazivanju

Escherichia coli ATCC®25922™

Staphylococcus aureus ATCC®25923™

Salmonella typhimurium ATCC®29631™

Listera monocytogenes ATCC®23074™

Candida albicans ATCC®10231™

Streptococcus mutans DSM®20523™

Streptococcus intermedius DSM®20573™
Porhyromonas gingivalis DSM®28984™
Aggregatibacter actinomycetemcomitans DSM®11122™
Helicobacter pylori DSM®10242™

3.1.4. Hranjive podloge
Tijekom izrade ovog rada koriStene su sljedece hranjive podloge za uzgoj mikroorganizama i

izoliranih stanica iz ljudske krvi:
a) Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline

< MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (Biolife, Italija) sastava: pepton 10,0 gL%; govedi
ekstrakt 10,0 gL%; ekstrakt kvasca 5,0 gL™!; glukoza 20,0 gLt; dinatrijev hidrogenfosfat
2,0 gL°%; natrijev acetat 5,0 gL™; amonijev citrat 2,0 gL™!; magnezijev sulfat 0,2 gL™!;
manganov sulfat 0,05 gL*; agar 15,0 gL*; Tween 80 1,0 gL*; pH vrijednost podloge je
6.5; sterilizacija pri 121 °C, 15 min. Navedeni sadrZaj je otopljen u destiliranoj vodi
dobro promjesan i nakon sterilizacije razliven u petrijeve zdjelice.

% MRS bujon (Biolife, Italija), istog sastava kao MRS agar, ali bez dodanog agara.
Sterilizacija se provela pri 121 °C, 15 min.

< M17 agar (Biolife, Italija) sastava: pepton iz kazeina 2,5 gL™; pepton 2,5 gL™; sojin
pepton 2,5 gLY; kvaséev ekstrakt 5 gL; govedi ekstrakt 5 gL'!; natrijev glicerofosfat
19 gLt; magnezijev sulfat 0,25 gL™t; askorbinska kiselina 0,5 gL™!; laktoza 5 gL*; agar
13 gL, pH vrijednost podloge je 7,1; sterilizacija pri 121 °C, 15 min. Navedeni sadrzaj
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je otopljen u destiliranoj vodi, dobro promjesan i nakon sterilizacije razliven u petrijeve
zdjelice.
% M17 bujon (Biolife, Italija), istog sastava kao M17 agar, samo bez dodanog agara.
Sterilizacija pri 121 °C, 15 min.
< BSM agar (Biolife, Italija): natrijev klorid 3,62 gL™; K;HPO4 0,26 gL™*; (NH4)CI 0,08
gL?; NaNOs 0,85 gL™; Na,SOs 0,05 gL?; elemenati u tragovima 1,0 mL; otopina
vitamina 10,0 mL; Na-DL-laktat 1,12 gL!; ekstrakt kvasca 0,20 gL™*; NaHCOj3 (8%)
52,50 mL. Sterilizacija pri 121 °C, 15 min.
BSM bujon (Biolife, Italija) istog sastava kao BSM agar, samo bez dodanog agara.

X/
°e

Sterilizacija pri 121 °C, 15 min.

b) Podloge za pripremu frakcija metabolita i tretman izoliranih mononuklearnih stanica

iz venske krvi dobrovoljnih davatelja

< RPMI — 1640 (Merck, SAD) sastava: Ca(NOs). 4H,0 0,1 g L'*; MgSO4 0,048 g L;
KCI 0,4 g L'}, NaHCO3 2,0 g L':; NaCl 6,0 g L™; NapHPO4 g LY; glukoza 2,0 g L
reducirani glutation 0,001 g L; fenol crveno 0,005 g L'%; glicin 0,01 g L%; L-arginin
0,241 g LY; L-asparagin 0,056 g L%; L-aspartat 0,020 g L*; L-glutamat 0,020 g L%; L-
glutamin 0,292 g L%; L-histidin 0,020 g L'!; L-hidroksiprolin 0,020 g L*; L-izoleucin
0,050 g L*; L-leucin 0,050 g L*; L-lizin hidroklorid 0,040 g L; L-metionin 0,015 g L
1 L-fenilalanin 0,015 g L'Y; L-prolin 0,020 g L%; L-serin 0,030 g L%; L-treonin 0,020 g
L%, L-triptofan 0,005 g L%, L-tirozin dinatrijev dihidrat 0,029 g L; L-valin 0,020 g L°
1 biotin 0,0002 g L%; kolin klorid 0,003 g L*; kalcijev pantoteat 0,000253 g L%; folna
kiselina 0,001 g L; niacin amid 0,001 g L™; para-aminobenzojeva kiselina 0,001 g L
1- piridoksin hidroklorid 0,001 g L*; riboflavin 0,0002 g L%; tiamin hidroklorid 0,001 g
L-L; vitamin B12 5x10° g L'; i-inozitol 0,0035 g L.

c) Podloga za odredivanje hemoliticke aktivnosti

< Columbia krvni agar (Biolife, Italija) sastava: pepto-kompleks 10 gL?; triptoza 10 gL
! pepton 3 gL; kukuruzni $krob 1 gL!; natrijev klorid 5 gL!; agar 12 gL, pH

vrijednost podloge je 7,3. Podloga sadrzi 5 % defibrirane ov¢je krvi.

25



d) Podloge za odrzavanje, ¢uvanje i uzgoj patogenih mikroorganizama

R/
A X4

L)

K/
X4

)

HA (hranjivi agar) (Biolife, Italija) sastava: pepton 15,0 gL%; mesni ekstrakt 3,0 gL™;
NaCl 5,0 gL*; KsPO4 0,3 gL; agar 18,0 gL™; u destiliranoj vodi; pH podloge je 7,3;
sterilizacija pri 121 °C, 15min.

HB (hranjivi bujon) (Biolife, Italija) - istog sastava kao i hranjivi agar, ali bez dodanog
agara.

BHI (eng. brain heart infusion) bujon (Biolife, Italija) sastava: dekstroza 0,002 g L?;
NaCl 0,005 g L%; Na;HPO, 0,0025 g L%; pepton 0,1 g L%; ekstrakt teleeg mozga 200
g LL; ekstrakt govedeg srca 250 g L. Konadan pH podloge pri 25 °C je 7,4.

BHI (eng. brain heart infusion) agar (Biolife, Italija) istog je sastava kao BHI bujon ali
sadrzi agar (2,5 %).

TSB bujon (Biolife, Italija) sastava: produkti digestije kazeina 17 g L*; produkti
pepticke digestije soje 3 g L'; glukoza (dekstroza) 2,5 g L*; NaCl 5,0 g L':; KoHPO4
2,5 g Lt Konac¢an pH podloge pri 25 °C je 7.3.

e) Podloge za ispitivanje mikrobioloske ispravnosti proizvedenih mikroinkapsulata

tijekom skladiStenja

7
A X4

K/

Fraser bujon sastava: proteaza pepton 5,0 gL%; tripton 5,0 gL; govedi ekstrakt 5,0 gL°
1. ekstrakt kvasca 5,0 gL*; natrij-klorid 20,0 gL*; dinatrij-hidrogenfosfat anhidrid 9,5
gLt kalij-dihidrogenfosfat 1,35 gL*; eskulin 1,0 gL™?; litij-klorid 3,0 gLt; akriflavin
HCI 0,025 gL%; nalidiksi¢na kiselina 0,02 gL™%. pH podloge je 7,32. Sterilizacija pri 121
°C, 15 min. Nakon hladenja, u pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement
(zeljezo amonijev citrat) prethodno sterilno rekonstituiran u 5 ml sterilne destilirane
vode, sadrZaj je dobro promjesan i razliven po 10 ml u epruvete s cepom.

PALCAM agar sastava: pepto-kompleks 10,0 gL%; triptoza 10,0 gL*; pepton 3,0 gL%;
ekstrakt kvasca 3,0 gL%; kukuruzni $krob 1,0 gL%; natrij-klorid 5,0 gL*; glukoza 0,5
gLt; manitol 10,0 gL%; eskulin 0,8 gL%; Zeljezo amonijev citrat 0,5 gL%; litij-klorid
15,0 gL*; fenolno crvenilo 0,08 gL*; agar 12,0 gL*; polimiksin B 10,0 mgL™;
ceftazidim 20,0 mgL™; akriflavin HCI 5,0 mgL™. pH podloge je 7,2. Sterilizacija pri
121 °C, 15 min. Nakon hladenja, u pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement
(Listeria PALCAM Antimikrobni) prethodno sterilno rekonstituiran u 5 mL sterilne
destilirane vode, sadrzaj je dobro promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

RVS (eng. Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone Broth) bujon sastava: sojin pepton 4,5
gL; natrijev klorid 7,2 gL™; kalijev dihidrogenfosfat 1,26 gL; di-kalijev hidrogen
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X/
°e

R/
L X4

fosfat 0,18 gL *; magnezijev klorid 13,4 gL *; malahitno zelenilo oksalat 0,036 gL*. pH
vrijednost podloge je 5,2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C, 5 min.
Sadrzaj je dobro promjesan i razliven po 10 mL u epruvete s cepom.

XLD (eng. Xylose Lysine Deoxycholate) agar sastava: ksiloza 3,75 gLt; L-lizin 5 gL
! laktoza 7,5 gL!; saharoza 7,5 gL%; natrijev klorid 5 gL™!; kvascev ekstrakt 3 gL
natrijev deoksikolat 1 gL™*; natrijev tiosulfat 6,8 gL™!; amonij Zeljezo (III) citrat 0,8 gL°
1 fenol crveno 0,08 gL; agar 14,5 gL. pH vrijednost podloge je 4,7; podloga se
sterilizira na plameniku do vrenja uz povremeno mijesanje. Sadrzaj je dobro promjesan
i razliven u Petrijeve zdjelice.

RAPID’E. coli 2 agar sastava: pepton 10 gL%, natrijev klorid 5 gL, kvai¢ev ekstrakt
3 gL, selektivni kromogeni mix 6 gL, agar 13 gL™*. pH vrijednost podloge je 7,2 +
0,2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C, 15 min. Nakon hladenja, u
pripremljenu podlogu sterilno je dodan suplement (2 mL na 200 mL podloge), sadrzaj
je dobro promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

VRBG (eng. Violet Red Bile Glucose) agar sastava: pepton 7 gL%; kvas¢ev ekstrakt 3
gL?; natrijev klorid 5 gL™; zuéne soli 1,5 gL%; glukoza 10 gL™%; neutralno crveno 0,03
gL?; kristal violet 0,002 gL%; agar 15 gL*. pH vrijednost podloge je 7,4 + 0,4; podloga
se sterilizira na plameniku do vrenja uz povremeno mijeSanje. Sadrzaj je dobro
promjesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

Sladni agar sastava: sladni ekstrakt (praskasti) 20 g L; pepton 6 g L%; glukoza 20 g L
1. agar 15 g L%; pH 5,5; sterilizacija pri 121 °C tijekom 15 min.

Sladni bujon sastava istog kao sladni agar, samo bez dodatka agara.

3.1.5. Aparatura i pribor

analitiCka vaga, Entris (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

autoklav (Sutjeska, Beograd, Srbija)

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

centrifuga, 5424R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

centrifuga, Centric 150 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

centrifuga, Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
Cita¢ mikrotitarskih ploc¢ica, Sunrise (Tecan, Grodig, Austrija)

¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica, Victor® (PerkinElmer, Waltham, SAD)
denzitometar (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francuska)

DNA-termoblok, Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
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o%

X/
°e

X/
°e

Epiflouorescencijski mikroskop (Zeiss Gottingen, Njemacka) povezan s Comet assay
Il (Perceptive Instruments Ltd., Suffolk, UK)

Eppendorf tubice (2ml)

Erlenmeyerove tikvice

ESI-Q-TOF Synapt G2-Si maseni spektrometar spregnut s nanocACQUITY
teku¢inskom kromatografijom UPLC (Waters, Milford, MA, SAD)

filteri za Sprice ,,Minisart, PTFE, 0.22 um (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
hladnjak sa zamrzivacem, CUef 3311 (Liebherr, Kirchdorf, Njemacka)

horizontalna elektroforeza (Bio-Rad, Hercules, SAD)

horizontalna elektroforeza, MSMIDI (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)

inkubator, Heracus Hera Cell 240, (Langenselbold, Njemacka)

inkubator, MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach, Njemacka)
kivete (50 ml)

Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

laboratorijske Case

Laboratorijski laminar (Iskra Pio, Ljubljana, Slovenija)

laboratorijski stalci

magnetna mjesalica (Domel, Zelezniki, Slovenija)

magnetska mijesalica, Lab Stir (Gilson, Middleton, WI, SAD)

mikrobioloSka uSica

mikrobioloSke epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)

mikrotitarske plocice s 96, 24 1 12 jazica (Falcon, SAD)

Olympus BX-41 (Tokyo, Japan)

Petrijeve zdjelice (& 10 cm)

pH-metar, MP220 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

plasti¢na posuda za odlaganje otpadnog materijala

spektrofotometar, Helios B UV-Vis (Unicam, Cambridge, UK)

susionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

Stapici po Drigalskom

tehnicka vaga, Extend (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

Teku€inski kromatograf (Ultimate 3000 LC) spregnut s Q Exative masenim
spektometrom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

transiluminator, MacroVue UVis-20 (Hoefer, Inc., Holliston, MA, SAD)

vertikalna elektroforeza (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)
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R/
**

vibracijska mijesalica, V! plus (Biosan, Riga, Latvija)

3.1.6. Kemikalije

*
A X4

acetonitril (Merck, Darmstadt, Njemacka)

agaroza (Merck, Darmstadt, Njemacka)

agaroze (LMP i NMP) (Merck, Darmstadt, Njemacka)

akrilamid (Fluka, Buchs, Svicarska)

alginat (Merck, Darmstadt, Njemacka)

amonijev persulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka)
BenchTop 100 pb DNA standardi (Promega, Madison, WI, USA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen,
Njemacka)

dimetilsulfoksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

dinatrijev hidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

etanol 70 % (v v) (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

etanol, 96% (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Etidij bromid (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

etilendiamintetraoctena kiselina, dinatrijeva sol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
fetalni telec¢i serum (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
glicerol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

glicin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Histopaque 1077 (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

HotStarTaq Plus master Mix (Qiagen, Hilden, Njemacka)

kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kalijev hidroksid (Merck, Darmstadt, Njemacka)

kalijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Kit za odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (Abcam, Cambridge, UK)
Kit za odredivanje tumorskog faktora nekroze (Demeditec Diagnostics GmbH,
Kiel, Njemacka)

kristal-violet 1% otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

ledena octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

limunska kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

lipopolisaharidi E. coli O55:B5 (Merck, Darmstadt, Njemacka)

metanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)
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s metilensko modrilo R-250 (Merck, SAD)

% Midori Green Advance DNA boja (Nippon Genetics, Dueren, Njemacka)
¢ mravlja kiselina (Merck, Darmstadt, Njemacka)

% N, N, N’, N'-tetrametil etilendiamin (Serva, Heidelberg, Njemacka)

% N,N’-metilenbisakrilamid (Fluka, Buchs, gvicarska)

% Na sarkozinat (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

% natrijev acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

% natrijev citrat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

% natrijev dodecilsulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka)
% natrijev hidroksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

% natrijev klorid (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

< NucleoSpin® Microbal DNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

% octena kiselina (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

«  standardi za proteinsku elektroforezu, 2-212 kDa (BiolLabs, Engleska)

<  standardna puferska otopina pH 4 (Mettler-toledo, Greifensee, Svicarska)
<  standardna puferska otopina pH 7 (Mettler-toledo, Greifensee, Svicarska)
% TAE-pufer (Merck, Darmstadt, Njemacka)

s Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

% B-merkaptoetanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)

3.2. Metode rada

3.2.1. Nadin odabira ispitanika te kriteriji za uklju¢ivanje u studiju

U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci stolice dojen¢neta te venska krv troje
dobrovoljnih darivatelja. Eticku prihvatljivost cjelokupnog istrazivanja odobrilo je Eticko
povjerenstvo Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu na sjednici
odrzanoj 4. veljace 2021. godine (Ur.br. 100-21/21-1, Klasa 01-18/21-02-2/1), te Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na sjednici odrzanoj 19. svibnja
2021. godine (Ur. Broj 380-59-10106-21-111/123, Klasa 641-01/21-02/01).

Odabir sudionika proveden je osobnim pristupom, direktno, od strane doktoranda
Denija Kostelca te ostalih suradnika u istrazivanju. Poziv za sudjelovanje bio je objavljen na
oglasnoj plo¢i na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu. Kriteriji za
darivatelje krvi za uklju¢ivanje u studiju: Zivotna dob 18 — 40 godina, oba spola, u periodu od
tri mjeseca nisu bili na antibiotickoj niti protuupalnoj terapiji, boraviste na podru¢ju Grada
Zagreba. Kriteriji za iskljucivanje iz studije: akutna bolest, visoka konzumacija alkohola,
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koriStenje droga, trudnoca, alergije na hranu, konzumacija probiotika, koristenje antibiotika u
posljednjih 3 mjeseca, radioloSka pretraga u posljednjih 3 mjeseca, sudjelovanje u klinickoj
studiji za razvoj lijeka, ispitanici koji nemaju sposobnost samostalnog kretanja, autonomiju te

oni koji ne mogu pratiti plan studije.

Kriteriji za darivatelje stolice za uklju¢ivanje u studiju: Zivotna dob do 4 mjeseca, oba
spola, boraviste na podru¢ju Grada Zagreba. Kriteriji za isklju¢ivanje iz studije: dijete hranjeno
adaptivnim mlijekom, dijete koje je zapoc€elo s dohranom, konzumacija probiotika, koristenje

antibiotika u posljednjih 3 mjeseca, akutne bolesti.

Ispitanici su upoznati sa svrhom istrazivanja, rizicima i prednostima istraZivanja.
Prilikom odabira ispitanicima su bili usmeno i pismeno prikazani ciljevi i metodologija te
prednosti i rizici istrazivanja. Svojim potpisom ispitanici su iskazali pristanak za sudjelovanjem
u istrazivanju. Privatnost i anonimnost darivatelja krvi zasti¢ena je tako $to je svakom ispitaniku
po ispunjenju upitnika dodijeljena Sifra pod kojom su se uzorci vodili tijekom istrazivanja. U
svim izvjeStajima 1 publikacijama anonimnost darivatelja ostat ¢e zajamcena. Takoder,
darivatelji su biti upoznati s pravom da u bilo kojem trenutku mogu bez navedenog razloga
odustati od istrazivanja te se u tom slucaju niti jedan podatak nece koristiti u disertaciji, te
takoder da se niti jedan privatni podatak od imena, prezimena, adrese i1 kontakta nece koristiti
u objavljenim radovima. Upitnici se Cuvaju u arhivi Jedinice za mutagenezu na Institutu za
medicinska istrazivanja i medicinu rada i u Laboratoriju za op¢u mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, a

uvid u njihov sadrzaj nije omogucen neovlaStenom osoblju.

Ovo istrazivanje predstavljalo je minimalan rizik za darivatelje jer su uzorkovanja
minimalno invazivna ili potpuno neinvazivna. Vensku krv vadila je Maja Nikoli¢, med. lab.
ing., Jedinica za mutagenezu, Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada. Zbrinjavanje
bioloSkog otpada preostalog nakon analiza u laboratorijima Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada provelo
se neSkodljivo prema standardima i zakonskim propisima (prema Naputku o postupanju s

otpadom koji nastaje u pruzanju zdravstvene zastite; NN50/00).

3.2.2. Izolacija bakterija mlijecne kiseline

3.2.2.1. Izolacija bakterija mlije¢ne Kiseline iz uzoraka mlijeka magarice i kobile
Izolacija bakterija mlije¢ne kiseline iz uzoraka mlijeka magarice 1 kobile provedena je

klasi¢nim mikrobioloskim metodama. Nakon temperiranja pristiglih uzoraka mlijeka na sobnu
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temperaturu, po 1 mL uzorka mlijeka prebacen je u 5 mL MRS bujona (Biolife) u triplikatu te
je stavljen na inkubaciju u termostat na 37 °C tijekom 24 h, aerobno i anaerobno. Nakon
inkubacije, po 0,1 mL porasle kulture razmazano je Stapi¢em po Drygalskom na MRS agar te
je stavljeno na inkubaciju tijekom 24 — 48 h na 37 °C aerobno i anaerobno. Nakon inkubacije,
porasle pojedinacne kolonije nacjepljene su u zasebne MRS bujone te inkubirane na 37 °C u
aerobnim i anaerobnim uvjetima. Nakon inkubacije i porasta, izolati su procis¢eni
nacjepljivanjem na MRS-agar te, ukoliko se radilo o morfoloski ujednac¢enim kulturama,

spremljene su pod oznakom izolata na -20 °C u 30 % glicerolu do daljnje upotrebe.

3.2.2.2. Izolacija bakterija mlijene kiseline iz uzoraka stolice dojenceta

Izolacija bakterija mlije¢ne kiseline iz uzorka stolice dojenceta provedena je klasi¢nim
mikrobioloSkim metodama. Odmah nakon uzorkovanja, 1 g uzorka stolice prebacen je s
koristene pelene u 5 mL MRS bujona u duplikatu te je stavljen na inkubaciju u termostat na 37
°C tijekom 24 h aerobno i anaerobno u anaerokult. Nakon inkubacije, po 0,1 mL decimalnih
razrijedenja (10" do 107°) poraslih kultura razmazano je $tapiéem po Drygalskom na MRS i na
BSM agare te inkubirano tijekom 24 — 48 h na 37 °C aerobno i anaerobno. Nakon inkubacije,
porasle pojedinac¢ne kolonije nacjepljene su u zasebne MRS i BSM bujone i inkubirane na 37
°C aerobno i anaerobno. Nakon inkubacije i porasta, izolati su pro¢isé¢eni nacjepljivanjem na
MRS agar te, ukoliko se radilo o morfoloski ujednacenim kulturama, spremljene su pod

oznakom izolata na -20 °C u 30 % glicerolu do daljnje upotrebe.

3.2.3. Opéa morfoloska i probioticka karakterizacija dobivenih izolata

3.2.3.1. Priprema radnih suspenzija, odredivanje broja stanica i izdvajanje

unutarstani¢nog sadrZaja

3.2.3.1.1. Priprema radnih suspenzija bakterija mlije¢ne kiseline

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, bakterijske stanice izdvojene su iz suspenzije
centrifugiranjem pri 6000 okretaja min? u trajanju od 10 min. Nakon centrifugiranja,
supernatant je odvojen, a istaloZzene stanice resuspendirane su u 9 mL sterilne deionizirane
vode, te ponovno centrifugirane u istim uvjetima. Postupak ispiranja sterilnom vodom
ponovljen je dva puta te su se nakon ispiranja istalozene stanice resuspendirale u 10 mL sterilne

vode formirajuéi radnu suspenziju stanica.

3.2.3.1.2. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom
Broj bakterijskih stanica u uzorcima odreden je nacjepljivanjem decimalnih razrijedenja uzorka

na MRS agar. Nakon inkubacije, izbrojane su porasle kolonije na agaru te je izracunat broj
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stanica u ispitivanim uzorcima koji je izrazen kao jedinice koje tvore kolonije po mililitru (CFU,

eng. colony forming units).

3.2.3.1.3. Izdvajanje unutarstani¢nog sadrzaja bakterija mlije¢ne Kiseline

Za izdvajanje unutarstani¢nog sadrzaja koriStene su pripremljene suspenzije prekono¢no
uzgojenih kultura. Nakon pripreme radnih suspenzija, pripremljenih prethodno opisanim
postupkom pod 3.2.3.1.1., smjesa od 2 mL suspenzije stanica i staklenih kuglica zajedno je
izmjesana na vibromjesacu (1,5 min) te uzastopno hladena na ledu (1 min). Postupak mijesanja
i hladenja ponovljen je pet puta uzastopno. Izdvajanje unutarsani¢nog sadrzaja rezultat je trenja
medu staklenim kuglicama nastalih u koraku mijeSanja. Nakon tretmana, nastali fragmenti
razbijenih stanica i staklene kuglice odvojene su od unutarstanicnog sadrzaja centrifugiranjem
na 6000 okretaja min™ u vremenu od 10 min. Unutarstani¢ni sadrzaj je izdvojen pazljivim

pipetiranjem te je prebacen u sterilne kivete i pohranjen na -20 °C do daljnjih analiza.

3.2.3.2. Ispitivanje otpornosti izolata na niske pH vrijednosti

Nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu, stanice bakterijskih izolata odvojene su od medija
centrifugiranjem (6000 okretaja min™, 15 min), isprane dva puta sterilnom deioniziranom
vodom te resuspendirane u deioniziranoj vodi kojoj je pH podesen na 2,5 pomoc¢u klorovodi¢ne
kiseline. Nakon dva sata, odreden je broj Zivih stanica indirektnom metodom nacjepljivanja na
MRS agar 1 izraCunata je CFU vrijednost. Odreden je postotak prezivljenja u usporedbi s

pocetnim brojem 1 kontrolnim uzorkom kojemu nije podesen pH.

3.2.3.3. Prezivljavanje bakterija mlije¢ne kiseline na razli¢itim temperaturama

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, pripremljena je suspenzija bakterijskih stanica kako
je prethodno opisano u poglavlju 3.2.3.1.1. Naknadno su suspenzije izloZene razli¢itim
temperaturama (4 °C, 15 °C, 30 °C, 45 °C) tijekom 24 sata. Nakon tretmana, broj prezivjelih

stanica odreden je indirektnom metodom.

3.2.3.4. Katalaza test

Katalaza test proveden je na predmetnici tako Sto su dodane dvije kapi 3 % vodikovog peroksida
na prekonoénu kulturu bakterija mlije¢ne kiseline poraslu na MRS agaru. Katalaza test se
smatra pozitivnim ukoliko dode po pojave mjehurica kisika koji su rezultat enzimskog cijepanja

peroksida.

3.2.3.5. Odredivanje hemoliticke aktivnosti
Hemoliticka aktivnost izolata bakterija mlije¢ne kiseline odredena je prema metodi koju su

opisali Halder i sur. (2017). Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, porasle kulture su
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nacijepljene na Columbia krvni agar i inkubirane 24 do 48 h na 37 °C. Nakon inkubacije, na
krvnom agaru su se ispitale porasle kolonije na prisutnost ili odsutnost hemolitickih zona.
Vidljive prozirne zone oko kolonija ukazuju na B-hemolizu, zelene zone rezultat su a-hemolize
dok izostanak zona oko kolonija ukazuje na y-hemolizu, odnosno izostanak hemoliticke

aktivnosti.

3.2.3.6. Identifikacija bakterijskih izolata
3.2.3.6.1. Analiza fermentacijskog profila (AP1 50 CHL metoda)

Nakon porasta bakterijskih kultura na MRS agaru, biomasa je resuspendirana pomocu
mikrobioloSke uSice u API 50 CHL mediju. Postignuta gustoa suspenzije je mjerena na
denzitometru te je konaCna gustota suspenzija iznosila 2 McF (eng. McFarland units).
Suspenzijom su napunjene ampule APl 50 CHL stripa te je dodano mineralno ulje. Nakon
inkubacije (48 h, 37 °C), o€itani su rezultati na nac¢in da promjena boje u ampuli iz Zute u plavu
znaci da je doslo do fermentacije Secera $to je rezultiralo zakiseljavanjem i promjenom boje
bromkrezol-purpurnog indikatora. Iznimka je ampula 25 gdje se pozitivnim rezultatom smatra
promjena boje iz ljubiaste u crnu. Rezultati su ocitani pomocu identifikacijskog softvera Api-

web™ (BioMerieux, Francuska).

3.2.3.6.2. Geneticka identifikacija izolata

Ukupna genomska DNA izolirana je prema postupku opisanom u radu od Martin-Platero i sur.
(2007) i sluzila je kao predlozak za reakciju lan¢ane polimeraze (PCR, eng. polymerase chain
reaction) provedenu pomoc¢u QS5 polimeraze (NEB, SAD), prema uputama proizvodaca.
Sekvence koje kodiraju 16S rRNA su amplificirane i sekvencionirane s veé¢ opisanim
pocetnicama 27F i 1492R (Lane, 1991). Lokusi recA (Torriani i sur., 2001) amplificirani su i
sekvencionirani s dizajniranim pocetnicama LbrecA-f (5- TTGGCTGATGCACGGAAA-3') i
LbrecA-r (5'GCGAGGATTATACCGAAAACATTCAT-3') koje amplificiraju recA gene u Lb.
plantarum, Lb. paraplantarum i Lb. pentosus. Dobiveni PCR produkti pro¢iséeni su pomocu
Monarch DNA gel ekstrakcijskog kita (NEB, SAD) i sekvencionirani pomo¢u Microsyntha
(Austria). DNA sekvenca je analizirana pretrazivanjem EzBioCloud baze podataka (Yoon i sur.,
2017) i NCBI BLAST baza podataka (Sayers i sur., 2011).

3.2.3.7. Ispitivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike disk difuzijskom metodom
Odredivanje osjetljivosti na odabrane antibiotike provedeno je prema smjernicama Europskog
odbora za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (EUCAST) uz minimalne izmjene u svrhu

prilagodbe metode bakterijama mlijecne kiseline.
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Nakon uzgoja na MRS agaru, porasle kolonije bakterija mlije¢ne kiseline sterilnom su usicom
resuspendirane u sterilnoj fizioloskoj otopini (0,85 % NacCl) te je gustoca suspenzije podeSena
pomocu denzitometra na 0,5 McF. Sterilni pamuc¢ni S$tapi¢ uronjen je u suspenziju te je viSak
suspenzije uklonjen laganim pritiskanjem na unutarnje stijenke epruvete. Nakon toga, inokulum
(suspenzija stanica) je pomocu pamucnog Stapi¢a naneSen jednoliko po MRS agaru
razmazivanjem u tri smjera. Nakon nacjepljivanja, unutar 15 min od razmazivanja, na
inokulirani MRS agar dodani su diskovi ispitivanih antibiotika te su plo¢e stavljene na
inkubaciju na 37 °C. Kako bi se sprijecilo preklapanje potencijalnih zona inhibicije, po jednom
agaru dodana su najvise tri diska antibiotika. Nakon inkubacije, ukoliko je doslo do pojave zona
inhibicije tada se smatra da je ispitivani soj osjetljiv na testirani antibiotik te se u takvim
sluajevima mjere promjeri zona inhibicije i izrazavaju se u milimetrima. U ovom radu
ispitivala se osjetljivost izolata bakterija mlije¢ne Kkiseline na navedene antibiotike:
kloramfenikol, klindamicin, tetraciklin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, gentamicin,

ampicilin i vankomicin.

3.2.3.8. Antimikrobna aktivnost prema odabranim patogenima

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, stanice bakterija mlije¢ne kiseline odvojene su od
medija centrifugiranjem na 6000 okretaja min™ tijekom 10 min. Supernatanti su odvojeni te
sterilizirani kroz filtere veli¢ine 0,22 um. Nakon toga, supernatant je raspodijeljen na tri dijela:
netretiran, neutraliziran pomoc¢u NaOH do pH 6,6 te trei koji je zagrijavan na 100 °C tijekom

20 min.

Antimikrobna aktivnost supernatanta odredena je na polistirenskim mikrotitarskim plo¢icama
s 96 jazica prilagodenim postupkom prema Frece i sur. (2011) i Ratsep (2014). Odredena je
antimikrobna aktivnost prema test-mikroorganizmima: Escherichia coli ATCC®25922™
Staphylococcus aureus ATCC®25923™, Salmonella typhimurium ATCC®29631™, Listeria
monocytogenes ATCC®23074™ j Candida albicans ATCC®10231T™,

U jazice mikrotitarske plocice dodano je 240 pL ispitivanog supernatanta bakterija mlije¢ne
kiseline, 30 uL medija za patogene (hranjivi bujon, odnosno sladni bujon za Candida albicans)
te su inokulirane s 10 pL prethodno uzgojenog ispitivanog test-mikroorganizma. Provedena je
inkubacija na 37 °C tijekom 48 sati te je u intervalima mjerena apsorbancija na 620 nm pomoc¢u
¢itaCa mikrotitarskih ploc€ica. Pracen je rast u navedenom razdoblju te je izracunata inhibicija

pomocu izraza:

Inhibicija (%) = (1 - AdAo ) X 100 [1]
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gdje je:
A = apsorbancija u vremenu t
Ao = apsorbancija u vremenu 0

Kontrolni uzorci su umjesto supernatanta sadrzavali neinokulirani MRS bujon tretiran isto kao

i ostali uzorci, a slijepe probe bili su uzorci bez dodatka patogenih mikroorganizama.

3.2.3.9. Odredivanje autoagregacijske sposobnosti bakterija mlije¢ne kiseline

Bakterijske stanice su nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu izdvojene centrifugiranjem te
je pripremljena suspenzija stanica u fosfatnom puferu pH 7,2 volumena 5 mL te je odreden
stupanj autoagregacije prilagodenom metodom prema Kos i sur. (2003). U uzorku koji miruje
tijekom 24 h pazljivo se u odabranim intervalima uklanjao gornji sloj suspenzije te se mjerila
apsorbancija pri 600 nm pomocu spektofotometra. Apsorbancija uzoraka mjerila se intervalima

od 1, 2, 3, 4 1 24 sata. Stopa autoagregacije je izraCunata prema izrazu:

Autoagregacija (%) = (1 - A/Ao) x 100 [2]
gdje je:

At — apsorbancija u vremenu t

AQ — apsorbancija u vremenu 0

3.2.3.10. Odredivanje sposobnosti koagregacije izolata s odabranim patogenima
Bakterijske suspenzije za odredivanje koagregacije pripremljene su kako je prethodno opisano
u poglavlju 3.2.3.9. Za odredivanje stupnja koagregacije, pomjesani su jednaki volumeni
suspenzija bakterija mlije¢ne kiseline i suspenzija odabranih test-mikroorganizama. Test-
mikroorganizmi koristeni u ovom ispitivanju su: Escherichia coli ATCC®25922™
Staphylococcus aureus ATCC®25923™, Salmonella typhimurium ATCC®29631™, Listeria
monocytogenes ATCC®23074™ j Candida albicans ATCC®10231™.,

Pazljivo uzorkovanje s vrha pripremljenih suspenzija u mirovanju provodilo se tijekom 24 sata
inkubacije na 37 °C, mjerenje apsorbancije provedeno je ekvivalentno prethodno opisanoj

metodi autoagregacije.

3.2.3.11. Odredivanje hidrofobnosti stani¢ne povrsine bakterija mlije¢ne Kiseline
Sposobnost adhezije bakterija mlijecne kiseline na ugljikovodike odredena je prema metodi

opisanoj u Mishra i Prasad (2005) uz odredene izmjene. Nakon uzgoja u MRS bujonu, porasle
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kulture odvojene su od uzgojnog medija centrifugiranjem na 6000 okretaja min™, 15 min.
Bakterijske stanice su se nakon odvajanja isprale dva puta sterilnom deioniziranom vodom i
resuspendirale u PUM - fosfat urea magnezij sulfatnom puferu. U 3 mL suspenzije bakterijskih
stanica dodano je po 1 mL ispitivanog ugljikovodika. Za odredivanje hidrofobnosti koristena
su cetiri ugljikovodika: kloroform, heksan, toluen i ksilen. Uzorci su inkubirani na 37 °C
tijekom jednog sata kako bi se odvojile faze. Nakon odvajanja faza, pazljivo se uklonila donja

faza te joj se izmjerila apsorbancija na 600 nm pomocu spektrofotometra.

Postotak hidrofobnosti izracunao se prema sljede¢oj formuli:

A-A0
A

Hidrofobnost (% ) = ( ) x100 [3]

Gdje je:
A = pocetna apsorbancija
Ag = konacna apsorbancija

3.2.3.12. Ispitivanje prezivljavanja bakterija u simuliranim uvjetima probavnog sustava
Odreden je kontinuirani stupanj prezivljavanja izolata bakterija mlije¢ne kiseline u simuliranim
uvjetima usta, Zeluca i crijeva. Navedeni uvjeti simulirani su pripremom otopina kao §to je
opisano u radu Marques i sur. (2011) prema oznaci SS1 za simulaciju usne Supljine, te Uz
prilagodene koncentracije pepsina i pankreatina prema Frece (2007) za simulaciju uvjeta Zeluca
i crijeva:

3.2.3.12.1. Priprema simuliranih uvjeta usne Supljine

Uvjeti koji oponasaju prirodne uvjete usne Supljine ostvareni su pripremom otopine sastava

(gLY): KCI 0,8946, NaH.PO, 0,8878, Na,SO4 1,680, NaHCOs 1,680 i CO(NHx)2 0,1981 kojoj

je pH podesen na 6,8 pomocu koncentrirane kloridne kiseline.

3.2.3.12.2. Priprema simuliranih uvjeta Zeluca

Uvijeti koji oponasaju prirodne uvjete Zeluca ostvareni su otapanjem pepsina (3 gL ) u otopini
sljede¢ih soli (gL™): NaCl 9,0, KCI 0,8946, NaH,PO. 0,8878, Na,SO4 1,680, NaHCOs 1,680,
CO(NH2)2 0,1981 te podesavanjem pH na 3,0 pomocu koncentrirane kloridne kiseline.

3.2.3.12.3. Priprema simuliranih uvjeta u crijevima
Uvijeti koji oponasaju uvjete u tankom crijevu ostvareni su otapanjem pankreatina (1 gL™) i

zu¢nih soli (3,0 gL™Y) u otopini sljedeéih soli (gL™): NaCl 9,0, KCI 0,8946, NaH,PO4 0,8878,
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Na>S04 1,680, NaHCO3 1,680, CO(NH2)2 0,1981 te podesavanjem pH na 7,0 pomocu natrijeve

luzZine.

3.2.3.12.4. Odredivanje stupnja prezivljenja

Nakon uzgoja u MRS bujonu, porasle kulture resuspendirane su u sterilnoj fizioloskoj otopini.
Suspenzijama bakterija ujedna¢en je broj stanica na 107 st mL™ te je po 1,5 mL suspenzije
dodano u 6 mL pripravljene otopine za simulaciju usne Supljine i inkubirano na 37 °C, 2 min.
Nakon toga stanice su odvojene centrifugiranjem na 6000 okretaja min? tijekom 6 min te
resuspendirane u simuliranoj otopini Zeluca i inkubirane na 37 °C, 2 h. Nakon inkubacije,
ekvivalentno prvom medukoraku, stanice su na 4 sata resuspendirane u simuliranim uvjetima

tankog crijeva.

Nakon svakog koraka, indirektnom metodom nacjepljivanja na MRS agar, odreden je broj
bakterijskih stanica. Usporedbom s pocetnim brojem u suspenziji, izracunat je postotak

prezivljenja u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava.

3.2.3.13. Liofilizacija bakterija mlije¢ne kiseline

Bakterijske kulture uzgojene su na MRS hranjivoj podlozi te su odvojene od medija
centrifugiranjem pri 6000 okretaja min? tijekom 10 min, isprane sterilnom deioniziranom
vodom te resuspendirane u obranom mlijeku (10 %). Pripremljene suspenzije zamrznute su na
-80 °C preko no¢i. Tako zamrznute, suspenzije su liofilizirane u liofilizatoru Christ Alpha 1-2
LD plus te je prije i nakon liofilizacije odreden broj zivih stanica indirektnom metodom.
Usporedbom stupnja prezivljenja prije 1 nakon liofilizacije, odredena je uspjesnost postupka te

sposobnost stanica da prezive proces liofilizacije.

3.2.3.14. Sposobnost formiranja biofilmova bakterijskih izolata
Sposobnost formiranja biofilmova odredena je prema metodi opisanoj u Kostelac i sur. (2021).
Ispitivane izolate bakterija mlije¢ne kiseline klasificiralo se prema jacini nastalih biofilmova

nakon inkubacije.

U polistirenskim mikrotitarskim plo¢icama s 24 jazice dodano je 2 mL MRS bujona. Uzorci su
nacjepljeni s 100 pL suspenzije prethodno uzgojenih bakterijskih kultura te su plocice
inkubirane na 37 °C tijekom 48 h. Nakon inkubacije, sadrzaj jazica je ispraznjen pazljivim
pipetiranjem kako ne bi doslo do grebanja dna jazica, a talog bakterijskih stanica je ispran je s
2 mL sterilne vode uz lagano mijeSanje. Preostale stanice (adhezirane u biofilm) fiksirane su
dodatkom 2 mL metanola te inkubacijom tijekom 15 min. Nakon fiksiranja, metanol je

uklonjen, a plo¢ice osusene na zraku. Dodatkom 1 %-tnog kristal violeta tijekom 5 min obojane
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su adhezirane stanice. Visak boje uklonjen je temeljitim ispiranjem deioniziranom vodom.
Vezana boja otpustena je dodatkom 2 mL 33 % octene kiseline te je mjerena opticka gustoca

(OD) pri 595 nm pomocu spektrofotometra. Negativna kontrola bili su neinokulirani uzorci.

Dobivene vrijednosti opticke gustoce usporedene su s optickom gustoCom negativne kontrole

(ODC) te su klasificirani prema Borges i sur. (2012). Klasifikacije su prikazane u tablici 4.

Tablica 4. Klasifikacija formacije biofilmova usporedbom optic¢ke gustoce uzorka i negativne
kontrole prema Borges i sur. (2012).

Usporedba OD i ODC vrijednosti  Klasifikacija proizvodnje biofilma
OD <0ODC nema formacije biofilma
ODC <0OD < 2x0ODC slaba formacija biofilma
2x0ODC < OD <4x0DC umjerena formacija biofilma
4xODC < OD jaka formacija biofilma

3.2.4. Probioticka karakterizacija za primjenu u zasStiti zuba i usne Supljine
Probioticka karakterizacija dobivenih izolata za ciljano koriStenje u o€uvanju zdravlja zubi 1
usne Supljine temeljila se na ispitivanju interakcija izolata s najces¢im uzroCnicima

zdravstvenih oboljenja zuba i okolnih tkiva.

3.2.4.1. Test mikroorganizmi uzroc¢nici oboljenja zuba i usne Supljine

Koristeni test-mikroorganizmi koji imaju dokazanu ulogu u razvoju oboljenja zuba i usne
Supljine pribavljeni su iz Njemacke zbirke mikroorganizama i stani¢nih kultura (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, DSMZ). Pribavljeni su bakterijski
sojevi: Streptococcus mutans DSM®20523™, Streptococcus intermedius DSM®20573T™,
Porphyromonas gingivalis DSM®28984™ | Aggregatibacter actinomycetemcomitans
DSM®111227™,

3.2.4.2. Uzgoj test mikroorganizama

Bakterije roda Streptococcus uzgajane su aerobno u M17 bujonu na 37 °C tijekom 24 do 48 h.
Porphyromonas gingivalis uzgojen je u tripticnom soja bujonu anaerobno pri 37 °C tijekom 24
do 48 h. Aggregatibacter actinomycetemcomitans uzgojen je u tripticnom soja bujonu s

dodatkom 5 % teleceg fetalnog seruma na 37 °C tijekom 48 h.
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3.2.4.3. Prezivljavanje izolata bakterija mlije¢ne kiseline u uvjetima simulirane sline

Nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu, ispitivani sojevi bakterija mlijecne kiseline
odvojeni su od hranjivog medija centrifugiranjem (6000 okretaja min™), isprani dva puta
sterilnom fizioloSkom otopinom (0,5 % NaCl) te resuspendirani u otopini simulirane sline.

Pripremljene suspenzije kalibrirane su na opticku gusto¢u (ODeno) 0d 0,25.

Simulirana slina pripremljena je prema protokolu od Marques i sur. (2011) ozna¢enom kao SS1
i opisanom u poglavlju 3.2.3.12.1. U vremenskim intervalima do 24 h odreden je broj
bakterijskih stanica te wusporeden s kontrolom (stanice resuspendirane u sterilnoj
demineraliziranoj vodi) indirektnom metodom nacjepljivanja na MRS agar, inkubacijom te

izrazavanjem broja preZivjelih bakterija kao CFU mL™.

3.2.4.4. Sposobnost formiranja biofilmova uzroc¢nika bolesti zuba

Odredena je in vitro sposobnost formiranja biofilmova test mikroorganizama, uzro¢nika bolesti
zuba 1 usne Supljine prema veé opisanom protokolu navedenom u poglavlju 3.2.3.14. uz
iznimku koristenja prikladnih hranjivih medija i uvjeta uzgoja test-mikroorganizama opisanih

u poglavlju 3.2.4.2.

3.2.4.5. Koagregacija zubnih patogena i izolata bakterija mlije¢ne kiseline

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, porasle kulture bakterija mlijecne kiseline
izdvojene su centrifugiranjem, biomasa je isprana dva puta sterilnom demineraliziranom vodom
te su kulture resuspendirane u simuliranoj slini pripremljenoj kako je prethodno opisano u
poglavlju 3.2.3.12.1. Navedeni postupak proveden je i za test-mikroorganizme uzro¢nike
oboljenja zuba.

Sposobnost koagregacije izolata bakterija mlije¢ne kiseline 1 dentalnih patogena provedena je i
izraCunata prema ve¢ opisanom postupku u poglavlju 3.2.3.10. uz iznimku otopine
pripremljenih suspenzija jer su se u ovom dijelu istraZivanja koristile suspenzije koje oponaSaju

uvjete sline stoga je koristena simulirana slina kao otapalo za suspenzije mikroorganizama.

3.2.4.6. Odredivanje antimikrobne aktivnosti prema dentalnim patogenima

Antimikrobna aktivnost supernatanta izolata bakterija mlijeCne kiseline prema test-
mikroorganizmima uzro¢nicima oboljenja zubi 1 usne Supljine odredena je metodom opisanom
u poglavlju 3.2.3.8. uz iznimku koriStenja hranjivih medija prilagodenim test-

mikroorganizmima opisanima u poglavlju 3.2.4.2.
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3.2.4.7. Inihibicija formiranja biofilmova zubnih patogena
Odredena je sposobnost formiranja biofilmova test mikroorganizama uzro¢nika oboljenja zubi
u prisutnosti razlicitih razrijedenja supernatanata ispitivanih izolata bakterija mlijecne kiseline

izdvojenih nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu.

Odredivanje stupnja inhibicije provedeno je u mikrotitarskim ploc¢icama s 12 jaZzica, a uzorci Su
sadrzavali 2 mL medija patogena, 400 pL odredenog razrijedenja supernatanta bakterija
mlije¢ne kiseline te 100 uL inokuluma suspenzije patogena. U kontrolne uzorke dodan je
sterilni MRS bujon dok su neinokulirani uzorci sluzili kao kontrole. Kvantifikacija i
klasifikacija proizvedenih biofilmova provedena je prema Borges i sur. (2012). Eksperiment je

proveden u Cetverostrukoj paraleli.

3.2.5. Probioti¢ka karakterizacija sojeva za primjenu u redukciji Helicobacter plyori
3.2.5.1. Odredivanje antimikrobne aktivnosti prema Helicobacter pylori

Nakon prekonoé¢nog uzgoja u MRS bujonu, stanice bakterija mlije¢ne kiseline odvojene su od
medija centrifugiranjem na 6000 okretaja min™ tijekom 10 min. Supernatanti su odvojeni te su
sterilizirani filtracijom kroz 0,22 um filtere. Nakon toga, supernatant je raspodijeljen na tri
dijela: netretiran, neutraliziran pomo¢u NaOH do pH 7 te treéi, koji je zagrijavan na 100 °C

tijekom 20 min.

Antimikrobna aktivnost supernatanta odredena je na mikrotitarskoj ploci s 96 jazica
prilagodenom metodom prema Ratsep (2014). Odredena je antimikrobna aktivnost prema
Helicobacter pylori DSM®10242T™,

U jazice mikrotitarske plocice dodano je 120 pL supernatanta bakterija mlijecne kiseline, 120
ML TSB bujona s dodatkom 5 % govedeg seruma. Inokulacija je provedena dodatkom 10 pL
prekonoc¢no uzgojene Helicobacter pylori u TSB bujonu s dodatkom seruma. Provedena je
inkubacija na 37 °C tijekom 48 sati u mikroaerofilnim uvjetima te je u intervalu do 24 h
izmjerena apsorbancija na 620 nm pomocu citaca mikrotitarskih plocica. Pracen je rast u

navedenom razdoblju te je izraunata inhibicija prema izrazu [1].

Kontrolni uzorci su umjesto supernatanta sadrzavali neinokulirani MRS bujon tretiran isto kao

i ostali uzorci, a slijepe probe bili su uzorci bez dodatka patogenih mikroorganizama.
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3.2.5.2. Sposobnost koagregacije probioti¢kih bakterija i Helicobacter pylori
Sposobnost  koagregacije potencijalnih probiotickih izolata i Helicobacter pylori
DSM®10242™ provedena je metodom opisanom u poglavlju 3.2.3.10. uz iznimku priprave

suspenzija u uvjetima simuliranog soka zeluca.

3.2.6. Probioticka karakterizacija sojeva s protuupalnom aktivnoséu

3.2.6.1. Priprema frakcija bakterijskih metabolita

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, stanice bakterija mlije¢ne kiseline odvojene su od
podloge centrifugiranjem na 6000 okretaja min tijekom 10 min, isprane dva puta sterilnom
fizioloSkom otopinom (0,5 %) te su prebacene u 5 mL RPMI 1640 medija koji sadrzi 5 %
tele¢eg fetalnog seruma te inkubirane 48 sati na 37 °C. Nakon inkubacije, bakterijske stanice
odvojene su od podloge centrifugiranjem na 6000 okretaja min™ tijekom 20 min pri 4 °C.
Supernatanti su prebaceni u sterilne kivete, filtrirani na 0,22 pm membranama i prebaceni u
VIVACON 2 (propustanje molekula (eng. cut-off) manjih od 2000 Daltona) kivete te
centrifugirani na 2500 okretaja min tijekom 20 min na 4 °C. Frakcije s metabolitima manjim
od 2000 Daltona koje su prosle kroz membranu, prebacene su u sterilne kivete 1 zamrznute na

-20 °C do koristenja.

3.2.6.2. lzolacija i tretman stanica periferne krvi

Izolacija stanica iz pune krvi dobrovoljnih davatelja provedena je pomocéu centrifuge u
gradijentu gustoce koriste¢i Histopaque 1077. Navedenu metodu su prethodno opisali Gajski i
sur. (2016). Ukupno, 10* izoliranih stanica po uzorku je dodano u 500 pL pripremljenih frakcija
metabolita bakterija mlije¢ne kiseline u prisutnosti i odsutnosti 10 ng mL™ pro¢iséenih LPS-a

E. coli i inkubirano tijekom 4 sata na 37 °C pri 5 % CO..

3.2.6.3. Odredivanje tumorskog faktora nekroze

Odredivanje tumorskog faktora nekroze (TNF-alfa) u izoliranim stanicama periferne krvi u
indukciji LPS-om te u prisutnosti frakcija metabolita bakterija mlije¢ne kiseline provedeno je
pomocu imunoenzimske ELISA metode prema uputama proizvodaca. Rezultati koncentracije

citokina kvantificirani su iz bazdarne krivulje i izrazeni kao pg mL™.

3.2.6.4. Metabolomicka analiza aktivnih probioti¢kih frakcija metabolita
Provedena je metabolomicka LC-MS analiza aktivnih frakcija metabolita (manjih od 2000

Daltona) izolata Lb. plantarum M2, pripremljenih kako je opisano u poglavlju 3.2.6.1.
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3.2.6.4.1. Priprema uzorka

Uzorak je nakon odledivanja rasporeden u volumen od 0,5 mL i liofiliziran. Nakon liofilizacije
uzorak je pomjeSan s 500 mL 80 %-tnog metanola. Uzorci su potom izmjeSani na vibromjesacu
60 s i sonificirani 30 min na 4 °C. Nakon sonifikacije, uzorci su zamrznuti na -20 °C tijekom
jednog sata, te 30 min na -40 °C. Nakon zamrzavanja, uzorci su centifugirani na 12000 okretaja
mint tijekom 15 min na 4 °C. U 200 pL supernatanta dodano je 5 pL klorfenilalanina (1 mg

mL1) i prebaceo u viale za LC-MS analizu.

3.2.6.4.2. LC-MS analiza metabolita u aktivnim frakcijama

Separacija je provedena pomocu Ultimate 3000 sustava tekucinske kromatografije spregnutog
s Q exactive spektrometrom masa analiziranog sa sustavom ionizacije rasprsenim elektronima
(ESI, eng. electrospray ionisation spregnutim s masenim spektrometrom, ESI-MS). Sustav
tekucinske kromatografije sastoji se od ACQUITY UPLC HSS T3 (100x2.1mmx1.8 pum) s
Ultimate 3000 LC sustavom. Mobilna faza sastojala se od otapala A (0,05 % mravlja kiselina)
i otapala B (acetonitril) s gradijentnom eluacijom (0-1 min, 5 % B; 1-12 min, 5 %-95 % B; 12-
13.5 min, 95 % B; 13.5-13.6 min, 95 %-5 % B; 13.6-16 min, 5 % B). Protok mobilne faze bio
je 0,3 mL min™, Temperatura kolone odrzavana je na 40 °C, a temperatura sakupljaca frakcija

bila je podesena na 4°C.

Parametri spektrometrije masa u ESI+ i ESI- modu bili su: ESI+ : temperatura grija¢a 300 °C;
protok plina u omotacu 45 arbitrarnih jedinica (arb); protok pomo¢nog plina 15 arb; protok
plina za Cis¢enje 1 arb; napon rasprsivanja 3.0 KV; temperatura kapilare 350 °C; S-Lens RF
razina 30 %. ESI-: temperatura grijaca 300 °C, protok plina u omotacu 45 arb; protok pomo¢nog
plina 15 arb; protok plina za ¢is¢enje 1 arb; napon rasprSivanja 3.2 KV; temperatura kapilare
350 °C; S-Lens RF razina 60 %.

3.2.6.4.3. Obrada podataka

Dobiveni podaci su analizirani na osnovi retencijskog vremena, m/z omjera te su dobivene
molekulske mase i, nakon provedene normalizacije podataka, identificirani su metaboliti u
uzorcima. Dobiveni metaboliti su statisticki analizirani T-testom u programu Excel te su
detektirani znacajno (p<0,05) razliciti metaboliti u kontrolnim i aktivnim frakcijama pomocu
analize glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) i Heatmap analize u
softveru MetaboAnalyst 5.0 (Xia i sur., 2009).

43



3.2.6.5. Analiza ekspresije gena u mononuklearnim stanicama u upalnom modelu

3.2.6.5.1. Tretman mononuklearnih stanica u uvjetima inducirane upale LPS-om.

Izolacija stanica iz pune krvi dobrovoljnih sudionika provedena je pomocu centrifuge u
gradijentu gustoc¢e koriste¢i Histopaque 1077. Navedenu metodu su prethodno opisali Gajski i
sur. (2016). Ukupno, 10* izoliranih stanica po uzorku je dodano u 500 pL pripremljenih frakcija
metabolita bakterija mlije¢ne kiseline u prisutnosti i odsutnosti 10 ng mL™ pro¢idéenih

lipopolisaharida E. coli (Merck) i inkubirano tijekom 4 sata na 37 °C pri 5 % CO2.

3.2.6.5.2. Ekstrakcija proteina, procis¢avanje i digestija

Stanice su isprane tri puta s 50 mM amonij bikarbonatnim puferom (pH 7,8) te je na talog
stanica dodano 200 pL pufera za liziranje (2% SDS, 100 mM Tris-HCI, 20 mM DTT). Stanice
su inkubirane u puferu za liziranje 30 min te su svakih 10 min izmje$ane na vibromjesacu 10 s.
Uzorci su centrifugirani pri 12 000 x g tijekom 20 min te je supernatant odvojen u Cistu kivetu.
Alikvot od 200 pL smjese ekstrahiranih proteina dodan je u Cisti filter, pomjesan s 200 pL UA
(8 M urea u 100 mM Tris/HCL otopine pufera) i centrifugiran pri 12 000 x g tijekom 20 min
na 20 °C. Opisani korak je ponovljen dva puta te su filteri isprani dva puta s 200 uL 50 mM
amonij-bikarbonatnim puferom. Tripticna digestija provedena je dodatkom 1 mL otopine
tripsina (1 mg mL?) i 100 pL 50 mM amonijeva bikarbonatnog pufera te prekonoénom
inkubacijom konaéne otopine na termomikseru pri 37 °C i 500 okretaja min™. Sljede¢i dan,
peptidi su sakupljeni centrifugiranjem pri 12 000 x g tijekom 15 min te ispiranjem s 50 pL 50
mM amonijeva bikarbonata. Peptidi su desaliniziriani koriste¢i C18 Zip Tip kolone. Eluirani

peptidi osuseni su u vaakum koncentratoru i resuspendirani u 0,1 %-tnoj mravljoj kiselini.

3.2.6.5.3. Masena spektrometrija (nanoLC-MS/MS) eluiranih peptida

Uzorci su analizirani na ESI-Q-TOF Synapt G2-Si masenom spektrometru spregnutom s
nanoACQUITY teku¢inskom kromatografijom (UPLC). Parametri instrumenta podeSeni su
koriste¢i MassLynx software verziju 4.1. SCN902 (Waters, Milford, MA, SAD). Separacija
peptida provedena je na analitickoj koloni nanoAcquity UPLC 1.7 um BEH130 C 18, 100 pm
x 100 mm koriste¢i UPLC 2G-V/M Trap pre-kolonu (5 um Symmetry C 18, 180 um x 20 mm).
Injektirani volumen uzorka bio je 2 pL. Primjenjen je 65 minutni gradijent za optimalnu
separaciju triptiziranih peptida pomoc¢u kromatografije u reverznoj fazi kao sto je prikazano u
tablici 5. Mobilna faza A je bila vodena otopina 0,1 % mravlje kiseline, a mobilna faza B je bila
vodena otopina 0,1 % mravlje kiseline i 95 % acetonitrila. Protok je bio podesen na 1 pL min,
a temperatura kolone bila je 40 °C. Uzorci peptida sakupljeni su pri niskoj i visokoj energiji

MSE pristupom. U uvjetima niske energije, podaci su sakupljani pri konstantnoj energiji sudara
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od 4eV, dok je u stanju visoke energije, energija sudara linearno povisena od 20 do 40 eV.
Podaci su sakupljeni svake sekunde u rasponu masa od 50 do 3200 Da. Tijekom analize
uzoraka, konstantni protok leucin enkephalina (1 ng uL?, flow 0.4 puL min?, [M + H]" =

556.2771 Da) je koristen za kalibraciju masa.

Tablica 5. nanoUPLC gradijent mobilne faze tijekom nanoLC-MS/MS

Vrijeme (min) | % A % B
Pocetni 99,0 1,0
0,10 99,0 1,0
25,0 60,0 40,0
40,0 40,0 60,0
50,0 1,0 99,0
55,0 99,0 1,0
65,0 99,0 1,0

3.2.6.5.4. Analiza podataka

Dobiveni podaci analizirani su s pomoc¢u ProteinLynx globalnog servera (PLGS; verzija 3.0.1).
Postavke procesiranja peakova prilagodeni su MSE analizi i postavljeni na automatsku
deizotopizaciju i dekonvulaciju. Daljnji parametri procesiranja postavljeni su na prag niske
energije za 100 brojanja, prag poviSene energije za 20 brojanja 1 prag intenziteta od 500
brojanja. Podaci su pretrazeni preko UniProt baze podataka za proteom Homo sapiensa
UP000005640 (pristupljeno 15. travnja 2021 na https://www.uniprot.org/). Postavke

pretrazivanja bile su: 2 propuStena mjesta cjepanja, oksidacija metionina, deaminacija
asparagina kao varijabilne modifikacije, 3 preklapanja ionskih fragmenata po peptidu, 7

preklapanja ionskih fragmenata po proteinu, 1 peptid po proteinu, pogresno otkrivanje od 4 %.

3.2.6.5.5. Obrada podataka

Dobiveni setovi eksprimiranih gena u uzorcima analizirani su s pomo¢u mreznog sustava David
v6.8 (Huang i sur., 2009a; Huang i sur., 2009b) tako $to je unesena lista gena i provedena
funkcionalna anotacijska analiza te je analizirana ontologija gena za bioloske procese u bazi
Homo sapiens kako bi se detektirali aktivni bioloski procesi u uzorcima. Dodatna analiza
provedena je na mreznom sustavu Panther (Mi i sur., 2021; Mi i Thomas, 2009) gdje su ulazni
podaci bili anotirana lista gena te je provedena funkcionalna klasifikacija za organizam Homo

sapiens.
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3.2.7. Probioti¢ka karakterizacija sojeva s antioksidativnom aktivnoS¢u
Ispitana je preliminarna antioksidativna aktivnost izolata mjerenjem sposobnosti uklanjanja
slobodnih radikala te je na osnovu toga odabran soj s najve¢im potencijalom kojemu su detaljno

ispitana antioksidativna svojstva.

3.2.7.1 Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala

Sposobnost uklanjanja 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) slobodnih radikala, kao mjera
ukupne antioksidativne aktivnosti, odredena je prema prilagodenoj metodi prema Son i Lewis,
(2002). Nakon uzgoja u MRS podlozi, bakterijske stanice odvojene su od hranjivog medija
centrifugiranjem na 6000 okretaja min tijekom 15 min te resuspendirane u sterilnoj
demineraliziranoj vodi. Stani¢ne suspenzije izolata bakterija mlijecne kiseline prilagodene su

tako da im broj stanica iznosi ~108 stanica po mililitru poradi kvalitetnije usporedbe aktivnosti.

U 2 ml etanolne otopine DPPH radikala (0,07 mM) dodano je 1 mL suspenzije bakterijske
kulture te se nakon kratke homogenizacije uzorak inkubirao u mraku 30 min. Nakon inkubacije,
stanice su odvojene centrifugom na 6000 okretaja min? tijekom 5 min te je izmjerena
apsorbancija na 517 nm pomocu spektofotometra. Slijepa proba sadrzavala je samo etanol i
uzorak bakterijskih stanica, dok su kontrole sadrzavale etanolnu otopinu DPPH i dodatak
sterilne demineralizirane vode bez bakterijskih stanica. Postotak uklanjanja preostalih DPPH

slobodnih radikala izraCunat je prema izrazu:

Uklanjanje radikala (%) = [1- (A - Au/ Ac] *100 [4]
gdje je:

A - apsorbancija uzorka

A - apsorbancija slijepe probe

A - apsorbancija kontrolnog uzorka

3.2.7.2. 1zdvajanje unutarstani¢nog sadrZaja i priprema toplinski inaktiviranih stanica

Nakon prekonoénog uzgoja u MRS bujonu, biomasa kulture Lb. plantarum S1 izdvojena je
centrifugiranjem na 6000 okretaja min™, 15 min, isprana tri puta sa sterilnom fiziologkom
otopinom (0,5 % otopina NaCl) uz uzastopno centrifugiranje te je resuspendirana u kona¢noj
suspenziji u 0,5 % otopini NaCl. Unutarstani¢ni sadrZaj izdvojen je nakon razbijanja stanica

staklenim kuglicama kako je opisano u odjeljku 3.2.3.1.3.
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Toplinski inaktivirane stanice pripremljene su izlaganjem stanica bakterijske kulture Lb.
plantarum S1 trima razli¢itim uvjetima: 100 °C, 10 min; 80 °C, 20 min te 75 °C, 60 min. Za
svaki od navedenih tretmana 3 mL suspenzije stanica izlozeno je navedenim uvjetima te je
naknadno 0,1 mL suspenzije nakon tretmana nacjepljeno na MRS agar i inkubirano na 37 °C

kako bi se potvrdio potpuni gubitak vijabilnosti tretiranih stanica.

3.2.7.3. Odredivanje unutarstani¢ne koncentracije glutationa

Koncentracija glutationa odredena je u unutarstani¢nom sadrzaju Lb. plantarum S1. Preduzgoj
1 izdvajanje unutarstani¢nog sadrzaja prethodno je opisano. Za odredivanje koncentracije
glutationa (GSH) koristena je DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina), poznata pod

nazivom Ellmanov reagens i omoguéuje odredivanje tiolnih skupina u bioloskim uzorcima.

Uzorci koji su sadrzavali unutarstani¢ni sadrzaj razrijedeni su u fosfatnom puferu u omjeru 1:4
te je 2,5 mL razrijedenog uzorka pomijesano s 200 nL 10 mM otopine DTNB-a u 0,3 M natrij-
fosfatnom puferu, pH. Odmah po dodatku uzorka, mjerila se apsorbancija uzorka na 412 nm
pomocu spektrofotometra. Pomocu izmjerene apsorbancije izraCunata je koncentracija

glutationa prema izrazu:

c=Al [5]
gdje je:

¢ = koncentracija glutationa u uzorku

A = apsorbancija na 412 nm

e = 14,10x10% M cm™* (molarni apsorpcijski koeficijent; Eyer i sur., 2003)

3.2.7.4. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost enzima superoksid dismutaze odredena je u unutarstani¢énom sadrzaju Lb. plantarum
S1. Unutarstani¢ni sadrzaj izdvojen je razbijanjem stanica pomocu staklenih kuglica, kako je
prethodno opisano. Unutarstani¢na aktivnost superoksid dismutaze izmjerena je pomocu

komercijalno dostupnog kita (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, SAD).

3.2.7.5. Odredivanje sposobnosti rasta u aerobnim i anaerobnim uvjetima te u uvjetima
respiracije

Sposobnost rasta bakterijskog soja Lb. plantarum S1 u modificiranim uvjetima provedena je
prilagodenom metodom prema Zotta i sur. (2014). Bakterijski soj nacjepljen je na mikrotitarske

ploce s 12 jazica u razli¢itim uvjetima te mu je odredena sposobnost rasta u intervalima od 16,
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24 i 48 sati. Jazice su sadrzavale 3 mL MRS bujona te su inokulirane s 300 puL anaerobno
preduzgojene kulture. Bakterijski soj Lb. plantarum S1 uzgojen je u anaerobnim uvjetima
(stati¢ni uvjeti u anaerokultu), aerobnim uvjetima (uzgoj na tresilici pri 150 okretaja min™) te
u uvjetima respiracije (dodatak 2,5 pg mL™ hemina i 1 mg mL™ menaquinona na tresilici pri
150 okretaja min™). U navedenim vremenskim intervalima mjerena je opticka gustoée pri 600
nm pomocu spektrofotometra i pH vrijednost podloge pomoc¢u pH metra u Eetverostrukim

paralelama.

3.2.7.6. Odredivanje rasta u uvjetima oksidativnog stresa

Rast bakterijskog soja Lb. plantarum S1 u prisutnosti vodikovog peroksida i menadiona
odreden je prema prilagodenoj metodi Zotta i sur. (2014). Bakterijski soj uzgojen je u
mikrotitarskoj ploci s 96 jazica uz prisutnost razli¢itih koncentracija vodikovog peroksida (1 —
40 mM) i menadiona (0,15 — 40 mM). Mikrotitarske ploce inokulirane su s 20 puL prethodno
uzgojenog bakterijskog soja i inkubirane 24 sata na 37 °C. Kontrolni uzorci uzgojeni su bez
dodatka spojeva koji generiraju reaktivne kisikove spojeve, a slijepe probe bili su neinokulirani
uzorci. Nakon inkubacije, izmjerena je opticka gusto¢a na 620 nm i izraCunat je postotak

inhibicije rasta u prisutnosti vodikovog peroksida i menadiona.

3.2.7.7. Sposobnost uklanjanja slobodnih DPPH radikala u razli¢itim uvjetima rasta

Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala odredena je za Lb. plantarum S1 u uvjetima
aerobnog i anaerobnog rasta te u uvjetima respiracije. Takoder, odredena je sposobnost
uklanjanja radikala toplinski inaktiviranih bakterijskih stanica, pripremljenih ve¢ opisanim

postupkom.

Za kvalitetniju usporedbu sposobnosti uklanjanja radikala sve suspenzije bakterijskih stanica
(uzgojenih u navedenim razli¢itim uvjetima i toplinski inaktiviranih) kalibrirane su kako bi im
CFU mL? iznosio 10° stanica. Dodatno, kao pozitivni antioksidativni standard sluZila je otopina

L-askorbinske kiseline u koncentracijskom rasponu od 1 do 100 mgL™.

Uz navedeno, uzorak aerobno uzgojenih stanica Lb. plantarum S1 (10° CFUML™) izloZzen je
simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava. Simulirani uvjeti pripremljeni su kako je
opisano u odjeljku 3.2.3.11. Nakon izlaganja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava

odredena je CFU vrijednost te sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala.

U svim navedenim uvjetima odredena je sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala

postupkom kako je navedeno u poglavlju 3.2.7.1.
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3.2.7.8. Ispitivanje protektivnog ucinka izolata S1 na mononuklearne stanice u modelu
oksidativnog stresa
Ispitana je sposobnost zaStite izoliranih stanica periferne krvi u peroksid induciranom

oksidativnom stresu pomocu metabolita i inaktiviranih stanica bakterije Lb. plantarum S1.

3.2.7.8.1. Izolacija i tretman stanica periferne krvi

Izolacija stanica iz pune krvi dobrovoljnih davatelja provedena je postupkom opisanim pod
3.2.6.2. Kako bi se provela analiza izlaganja izoliranih stanica periferne krvi vodikovom
peroksidu, 10* izoliranih stanica tretirano je s 25 uM vodikovog peroksida tijekom 5 min na
ledu (Bankoglu i sur., 2021). Stanice bez dodatnog tretmana koriStene su kao kontrolni uzorci
dok su ostali uzorci istovremeno tretirani s frakcijama metabolita Lb. plantarum S1 manjih od
2000 Da, termicki inaktiviranim stanicama ili kombinacijom metabolita i inaktiviranih stanica
u prisutnosti vodikovog peroksida. Nakon inkubacije, stanice su isprane u PBS puferu te su

uzorci pripremljeni za provodenje komet testa.

3.2.7.8.2. Komet test

Na tretiranim uzorcima s frakcijama metabolita bakterije Lb. plantarum S1, termicki
inaktiviranim stanicama te kombinacijom metabolita i inaktiviranih stanica u prisutnosti
vodikovog peroksida proveden je komet test pomocu protokola od (Singh i sur., 1988) uz
smjernice (Mealler i sur., 2020) kao §to je prethodno opisano u (Kostelac i sur., 2021). Izolirane
stanice periferne krvi uklopljene su u sloj 0,5 % agaroze s niskom tockom taliSta te polozene
na prethodno stvrdnutu 0,6 % agarozu s normalnom tockom taliSta. Nakon otapanja u sloju
agaroze, stanice su lizirane nakon uranjanja u otopinu za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA,
10 mM Tris, 1% natrij sarkozinat, 1% Triton X-100, 10 % DMSO, pH 10) preko noci. Nakon
lize, provedena je denaturacija uzoraka na stakalalcima (300 mM NaOH, 1 mM Na;EDTA, pH
13) tijekom 20 min nakon &ega je slijedila elektroforeza od 20 min pri uvjetima 1 V cm™ u
mraku na 4°C. Uzorci na stalakcima su neutralizirani ispiranjem Tris HCIl-om, bojani 10 min s
pomocu etidij bromida (10 pg mL™?) i analizirani koriste¢i Comet Assay II sustav za analizu
slika. Intenzitet repova je odreden kao deskriptor kometa te su rezultati prikazani kao srednja

vrijednost stotine nasumic¢no analiziranih kometa na oba gela.

3.2.7.9. Ispitivanje protuupalnog ucinka izolata S1 na ljudskim mononuklearnim
stanicama
Protuupalni ucinak odreden je prethodno opisanim postupcima izolacije mononuklearnih

stanica (3.2.6.2.), indukcije upale LPS-om (3.2.6.2.) i odredivanjem tumorskog faktora nekroze
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(TNF-a) u ljudskim mononuklearnim stanicama (3.2.6.3.) u prisutnosti metabolita bakterije Lb.

plantarum S1.

3.2.8. Viseslojna mikroinkapsulacija odabranih probiotickih sojeva

ViSeslojna mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mlijeCne kiseline provedena je
ekstruzijskom metodom. Dva bakterijska soja, Lb. plantarum M2 i Lb. plantarum S1
inkapsulirana su u alginatnu jezgru. Nakon prekonoénog uzgoja dva navedena bakterijska soja
pripremljena je suspenzija obje bakterijske kulture u sterilnoj demineraliziranoj vodi te je u
navedenoj suspenziji otopljen natrijev alginat (3%) u 15 mL suspenzije. Otopina alginata u
suspenziji postupno je pomocu Sprice dodana u 50 mL 2 %-tne otopine CaCl; uz mijeSanje na
magnetskoj mjesalici. Formirani mikroinkapsulati ostavljeni su u otopini CaCl> kako bi

oc¢vrsnuli tijekom 25 min te su potom ukonjeni filtracijom.

Oblaganje pripremljenih mikrokapsula slojem kitozana provedeno je otapanjem kitozana u
suspenziji stanica bakterijskog soja Lb. rhamnosus A8 koja je pripremljena ekvivalentno
prethodno opisanom postupku. U suspenziji je pripremljena otopina kitozana 0,4 % (w/v) uz
dodatak 0,1 M octene kiseline te prilagodbe pH vrijednosti na 6,0 pomocu 1 M NaOH.
Pripremljene alginatne kapsule dodane su u otopinu kitozana tijekom 15 min uz mijesanje na

magnetskoj mjesalici. Nakon vezanja drugog sloja, kapsule su odvojene pomocu filtera.

Odmah nakon vezivanja drugog sloja, pripremljeni mikroinkapsulati uronjeni su u smjesu
svjeze biomase bakterijskih kultura Lb. plantarum M1 i Lb. plantarum KO4 kako bi se na
kapsule vezao gornji sloj biomase navedenih kultura. Nakon oblaganja, kapsule su osusene na
zraku u asepti¢nim uvjetima te su spremljene u sterilne bocice i ¢uvane paralelno u razli¢itim

uvjetima: 4°C, sobnoj temperaturi i zamrznute na -20 °C.

3.2.8.1. Odredivanje broja Zivih mikroorganizama u mikrokapsulama

Pripremljene mikrokapsule depolimerizirane su u 15 mL sterilne 2 %-tne otopine natrijevog
citrata uz konstantno mjeSanje na magnetskoj mijesalici. Broj stanica je odreden indirektnom
metodom, nacjepljivanjem na MRS agar. Nakon inkubacije na 37 °C, izbrojane su porasle

kolonije te je izraCunat broj bakterijskih stanica po gramu mikrokapsula.

3.2.8.2. Odredivanje ciljanog otpusStanja dobivenih mikroinkapsulata
Viseslojni mikroinkapsulati dobiveni u prethodno opisanom postupku izlozeni su simuliranim
uvjetima usta, zeluca i crijeva. Otopine simuliranih uvjeta pripremljene su kako je opisano u

poglavlju 3.2.3.12. Viseslojne kapsule izlozene su navedenim uvjetima uz vrijeme zadrzavanja

50



u simuliranim uvjetima usne Supljine od 30 s, 2 h u uvjetima zeluca te 4 h u simuliranim

uvjetima crijeva.

Kako bi se preciznije odredilo Zeljeno otpustanje pripremljene su modificirane viSeslojne
kapsule koje su u prvom slu¢aju sadrzavale alginatnu jezgru s dvije zadane bakterijske kulture
(M2, S1) no kitozanski sloj kapsula nije sadrzavao ostale bakterijske kulture te kapsule nisu
bile obloZene dodatnim bakterijskim kulturama. Na taj nacin se pravilno izmjerilo otpustanje
bakterija iz srediSnjeg dijela kapsule nakon izlaganja simuliranim uvjetima. Ekvivalnetno
navedenom, drugi tip kapsula sadrzavao je prazne alginatne jezgre omotane bakterijskim
kulturama (A8, B2) u kitozanskom sloju, a treci tip bile su prazne dvoslojne kapsule omotane
biomasom konac¢nih kultura (M1, KO4).

Za svaki tip kapsula odredeno je otpuStanje u svim navedenim uvjetima indirektnom metodom
nacjepljivanjem na MRS agar i odredivanjem CFU vrijednosti izrazene po gramu pripremljenih

mikroinkapsulata.

3.2.8.3. Mikrobioloska ispravnost viseslojnog mikroinkapsulata

Mikrobioloska ispravnost pripremljenih kapsula odredena je ispitivanjem prisutnosti patogenih
bakterija i Cestih kontaminanata iz okoliSa nakon skladiStenja kapsula tijekom 15 dana.
Razbijanjem 1g kapsula u 2 % otopini Na-citrata i nacjepljivanjem na prikladne hranjive
podloge za odredivanje E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium, enterobakterija, kvasaca i
plijesni. Nakon inkubacije, analiziran je porast patogenih bakterija i kontaminanata na

koriStenim agarima.

3.2.9. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti provedeni su u najmanje tri nezavisna ponavljanja. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrijednosti ponovljenih eksperimenata + standardna devijacija. Za provjeru vrste
razdiobe koristeni su histogrami te Shapiro-Wilks Test i Kolmogorov—-Smirnov test. Statisticke
razlike medu ponavljanjima odredene su t-testom 1 ¥2 testom. Rezultati analize kometa
logaritamski su transformirani kako bi se normalizirala distribucija. Usporedbe medu grupama
provede su ANOVA testom. Post hoc analize razlika izvedene su Scheffe testom. Statisticka

znacajnost podesena je na p<0,05 i sve usporedbe radene su pomocu programa STATISTICA
14.0.0.15 (Tibco, Palo Alto, SAD).

Statisticka obrada podataka metabolomicke analize protuupalnih metabolita izolata M2
napravljena je pomoc¢u mreznog programa MetaboAnalyst 5.0 (Pang i sur., 2021). Kako bi se

ispitala razlika izmedu skupina uzoraka provedena je PCA analiza te je prikazan 2D-Scores
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grafickim prikazom. Potom je provedena PLS-DA (eng, Partial Least Squares Discriminant
Analysis) kako bi se prikazali metaboliti koji su najzasluzniji za razdvajanje kontrolne skupine
uzoraka od aktivnih frakcija. Uz pomo¢ Hierarchical Clustering Heatmap prikazana je relative

abundance 24 glavnih karakteristika u svakom uzorku.
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4. REZULTATI



4.1. 1zolacija, karakterizacija i identifikacija dobivenih izolata

U ovom radu provedena je izolacija bakterija mlijeCne kiseline iz uzoraka mlijeka
magarice i kobile te stolice dojenceta. Iz prikupljenih uzoraka izolirano je 60 bakterijskih izolata
pomocu selektivnih hranjivih podloga. Navedenim izolatima pridruzen je autohtoni probioticki
soj Lb. plantarum S1 prethodno izoliran iz sirutke i preliminarno probioti¢ki okarakteriziran
(Poto¢njak i sur., 2017). Novim izolatima su pridruzene oznake p0o mjestu izolacije te su
pohranjeni u Zbirku mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu

Sveucilista u Zagrebu. Mjesto izolacije i pridruzene oznake prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Porijeklo, broj te osnovne oznake izolata bakterija mlije¢ne kiseline dobivenih u

ovom istrazivanju

N _ Selektivna podloga i S
Porijeklo izolata o ) Broj izoliranih sojeva Oznaka
uvjeti uzgoja

Mlijeko magarice MRS, aerobno 10 M
Mlijeko kobile MRS, aerobno 10 KO
MRS, aerobno 20
Stolica dojenceta
TOS-MUP, anaerobno 20 B
Fermentirana sirutka MRS, aerobno 1 S1

Dobiveni bakterijski izolati morfoloski 1 fenotipski su okarakterizirani KOH metodom,
katalaza testom te bojanjem po Gramu. Morfoloski je opisan oblik bakterijskih stanica i
provjerena Cistoca izoliranih kultura. Svi ispitani izolati pokazali su se kao KOH negativne,
gram-pozitivne, Stapicaste bakterije te je mikroskopski potvrdena ¢istoca izoliranih Cistih
kultura. Kao preliminarno ispitivanje probiotickog potencijala, ispitana je sposobnost izolata da
prezive uvjete niskog pH, §to daje vaznu informaciju o potencijalnom koriStenju u probioticke
svrhe. Rezultati sposobnosti prezivljenja izolata u uvjetima niskih pH vrijednosti prikazani su
u tablici 7 za izolate iz mlijeka magarice i kobile te u tablicama 8 i 9 za izolate iz stolice
dojenceta. Razina prezivljenja iskazana je kao postotak kontrolnih uzoraka koji nisu bili
izloZzeni uvjetima niskog pH. Za izolate koji su iskazali stupanj prezivljenja 95 % 1 vise,
smatralo se da su zadovoljili preliminarni kriterij te su posebno istaknuti u tablicama. Izolati
koji nisu zadovoljili pretpostavljeni kriterij ostali su pohranjeni u Zbirci mikrorganizama

Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica no iskljuceni su iz ove studije.
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Tablica 7. Postotak prezivljenja izolata bakterija mlijecne kiseline iz mlijeka magarice i kobile

nakon izlaganja uvjetima niskog pH (pH 2,5) nakon 2 h inkubacije

Oznaka izolata Prezivljenje (%) Oznaka izolata Prezivljenje (%)
M1 96* KO1 10
M2 98* KO2 71
M3 52 KO3 47
M4 / KO4 95*
M5 96 KO5 /
M6 75 KO6 78
M7 67 KO7 4
M8 / KO8 55
M9 / KO9 98*

M10 60 KO10 82

* Razina prezivljenja izolata je iznad 95 %.

Tablica 8. Postotak prezivljenja izolata (Al — A20) bakterija mlijecne kiseline iz stolice

dojenceta nakon izlaganja uvjetima niskog pH (pH 2,5) nakon 2 h inkubacije

Oznaka izolata Prezivljenje (%) Oznaka izolata Prezivljenje (%)
Al 62 All 77
A2 45 Al2 13
A3 97* Al13 59
Ad 96* Al4 87
A5 76 Al5 97*
A6 68 Al6 75
A7 69 Al7 2
A8 98* Al18 83
A9 / A19 /

A10 / A20 79

* Razina prezivljenja izolata je iznad 95 %.
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Tablica 9. Postotak prezivljenja izolata (B1 — B20) bakterija mlijecne kiseline iz stolice

dojenceta nakon izlaganja uvjetima niskog pH (pH 2,5) nakon 2 h inkubacije

Oznaka izolata Prezivljenje (%) Oznaka izolata Prezivljenje (%)
Bl 80 Bll 53
B2 99* B12 95*
B3 81 B13 80
B4 88 B14 87
B5 92 B15 92
B6 64 B16 96>
B7 31 B17 /
B8 74 B18 /
B9 / B19 88

B10 62 B20 61

* Razina preZivljenja izolata je iznad 95 %.

Izolati bakterija mlije¢ne kiseline koji su zadovoljili prethodne kriterije ispitani su na
sposobnost prezivljavanja na razli¢itim temperaturama. Sposobnost prezivljavanja ispitana je
na rasponu od 4 °C do 45 °C te je dobivena informacija o potencijalnim tehnoloskim

karakteristikama izoliranih sojeva. Rezultati su prikazani u tablicama 101 11.

Tablica 10. Prezivljavanje bakterijskih izolata izoliranih iz mlijeka magarice i kobile pri

razli¢itim temperaturama tijekom 24 h tretmana

Oznaka Pocetni 4°C 15°C 30 °C 45°C
izolata broj (CFU/mL) | (CFU/mL) | (CFU/mL) | (CFU/mL)
M1* 2,7x10° 2,5%10° 2,8x10° 1,6x10° 3,2x10°
M2* 3,4x10° 4,7x10°8 7,8x108 1,1x10° 5,5x108
KO4* 2x10° 1,3x108 6,1x108 2x10° 1,7x10°
KO9* 5,2x10° 2,6x108 5,7x108 3,2x10° 2,7x108

* Razina preZivljenja zadovoljava kriterij probioti¢kog potencijala
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Tablica 11. Prezivljavanje bakterijskih izolata izoliranih iz stolice dojenceta pri razli¢itim

temperaturama tijekom 24 h tretmana

Oznaka Pocetni 4°C 15°C 30°C 45°C
izolata broj (CFU/mL) | (CFU/mL) (CFU/mL) | (CFU/mL)
A3 1,1x10° 5,9x10° 7x10° 3,6x108 8,2x10°
A4* 2,3x10° 1,8x108 3,1x10° 1,4x10° 2,1x10°
A8* 3x10° 2,4x10°8 1,9x10° 1,5x10° 6,6x10°
A15 3,6x10° 2,6x10° 2,7x10° 7,3x10° 9,2x10’
B2* 2,7x10° 8,3x10® 9,5x108 1,1x10° 9,4x108
B12* 4,4x10° 2,7x10°8 3,8x10° 2,7x10° 4,3x10°
B16* 1,7x10° 6,8x108 8,1x108 1,8x10° 7,8x108

* Razina prezivljenja zadovoljava kriterij probiotickog potencijala

Na ispitivanom rasponu temperatura kojima su bakterijski izolati izloZeni, pretpostavljen je

kriterij zadovoljavajuceg prezivljenja u kojem razina prezivljenja nije niza od 10® stanica po

mililitru, obzirom da su pocetne vrijednosti za sve izolate odgovarale redu veli¢ine 10° stanica

po mililitru suspenzije. lzolati koji nisu zadovoljili pretpostavljeni Kriterij, pohranjeni su u

Zbirci mikrorganizama Laboratorija za op¢éu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica no

iskljuc€eni su iz ove studije.

U svrhu procjene sigurnosnih aspekata za probioti¢ku upotrebu sojeva, provedeno je ispitivanje

hemoliticke aktivnosti dobivenih izolata. Nuzan je sigurnosni kriterij da probioticke bakterije

ne pokazuju hemoliticku aktivnost. Nadalje, ispitana je i aktivnost katalaze ispitivanih izolata

te su rezultati prikazani u tablici 12.
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Tablica 12. Rezultati odredivanja hemoliticke aktivnosti i rezultat katalaza testa izolata

bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih iz mlijeka magarice i kobile te stolice dojenceta

Oznaka Nastale zone porastom
Uzorak Katalaza test
izolata na krvnom agaru
M1 mlijeko magarice nema zone negativan
M2 mlijeko magarice nema zone negativan
KO4 kobilje mlijeko nema zone negativan
KO9 kobilje mlijeko nema zone negativan
A4 stolica dojenceta nema zone negativan
A8 stolica dojenceta nema zone negativan
B2 stolica dojenceta nema zone negativan
B12 stolica dojenceta nema zone negativan
B16 stolica dojenceta nema zone negativan

Nakon iskljuc¢ivanja hemoliticke aktivnosti, izolati koji su zadovoljili sigurnosne i preliminarne

probioticke kriterije podvrgnuti su fenotipskoj identifikaciji pomoc¢u API 50 CHL metode, ¢iji

su rezultati prikazani u tablicama 13 i 14.

Tablica 13. Fermentacijski profili bakterijskih izolata iz mlijeka magarice (M1, M2), kobiljeg
mlijeka (KO4, KO9) te stolice dojenceta (A4, A8, B2, B12, B16) dobiveni APl 50 CHL testom

Ugljikohidrati ML | M2 | Ko4 | Koo | A4 | A8 | B2 | B12 | BI6
Kontrola + + + +
Glicerol R T ¥
Eritriol - -
D-arabinoza - - n ¥ ¥
L-arabinoza + + + + + + + ¥ ¥
Riboza + + + + + + + + ¥
D-ksiloza - -
L-ksiloza - -
Adonitol - -
B-metil-ksilozid - -
Galaktoza + + + + + + + T +
D-glukoza + + + + + + + + +
D-fruktoza + + + + + + + + T
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D-manoza + + + + + + + +
L-sorboza - - - - - - - -
Ramnoza - +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Dulcitol - - - - - - - -
Inozitol - +/- - - - - - -
Manitol + + + + + + + +
Sorbitol + + + + + + + +
a-metil-D-manozid + - - - - - - -
a-metil-D-glukozid + - - - - - - -
N-acetil glukozamin + + + + + + + +
Amigdalin + + + + + + + +
Arbutin + + + + + + + T
Eskulin + + + + + T T n
Salicin + + + + + + + T
Celobioza + + + + + + + T
Maltoza + + + + + T T T
Laktoza + + + + + + + T
Melibioza + + + + + + + +
Saharoza + + + + + + + ¥
Trehaloza + + + + + + + +
Inulin - - - - - - - -
Melezitoza + + + + + + T T
D-rafinoza + + - - + - - -
Amidon - - - - - - - -
Glikogen - - - - - - - -
Ksilitol - - - - - - - -
B-gentobioza + + + + + + + +
D-turanoza + + + + + + + +
D-liksoza - - - - - - - -
D-tagatoza - + - - + - - -
D-fukoza - - - - - - - -
L-fukoza - - - - - - - -
D-arabitol - - - - - - - -
L-arabitol - - - - - - R _
Glukonat +- + + + + +- +- +/-

2-keto-glukonat

5-keto-glukonat
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Tablica 14. Rezultati AP150 CHL biokemijske identifikacije izolata bakterija mlije¢ne kiseline
izoliranih iz mlijeka magarice (M1, M2), kobiljeg mlijeka (KO4, KO9) te stolice dojenceta (A4,
A8, B2, B12, B16)

Oznaka soja Rezultat Postotak identifikacije
M1 Lactobacillus plantarum 99,9
M2 Lactobacillus plantarum 99,9
KO4 Lactobacillus rhamnosus 97,5
KO9 Lactobacillus plantarum 99,6
A4 Lactobacillus plantarum 99,7
A8 Lactobacillus rhamnosus 99,9
B2 Lactobacillus plantarum 99,9
B12 Lactobacillus plantarum 99,8
B16 Lactobacillus plantarum 99,9

Izolati su identificirani pomocu 16S rRNA sekvenciranja i rezultati su prikazani u tablici 15.

Tablica 15. Rezultati 16S rRNA identifikacije izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz mlijeka
magarice (M1, M2), kobiljeg mlijeka (KO4, KO9) te stolice dojenceta (A4, A8, B2, B12, B16)

Oznaka soja Rezultat identifikacije
M1 Lactobacillus plantarum
M2 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
KO4 Lactobacillus rhamnosus
KO9 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
A4 Lactobacillus plantarum
A8 Lactobacillus rhamnosus
B2 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
B12 Lactobacillus plantarum
B16 Lactobacillus plantarum

Ispitana je osjetljivost izolata na antibiotike kako bi se otklonila moguénost poticanja
antibiotiCke rezistencije. Odredena je osjetljivost sojeva na 9 razli¢itih antibiotika

kloramfenikol, klindamicin, tetraciklin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, gentamicin,
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ampicilin i vankomicin za koje je prema smjernicama EFSA-e (2012) nuzno godine nuzno

ispitati za sve probioti¢ke sojeve s potencijalnom primjenom kod ljudi i Zivotinja. Rezultati

osjetljivosti na antibiotike prikazani su u tablici 16.

Tablica 16. Rezultati ispitivanja osjetljivosti bakterija mlije¢ne kiseline na odabrane antibiotike

disk difuzijskom metodom

BAKTERIJSKI SOJ

Antibioti¢ki

disk ML | M2 | KO4 | KO9| A4 | A8 | B2 | B12 | BI6
Kloramfenikol S S S ) S S S ) S
Klindamicin S S S S S S S S S
Tetraciklin S S S S | S S I |
Kanamicin R R R R R R R R R
Streptomicin R R R R R R R R R
Eritromicin S S S S | S S I |
Gentamicin R R R R R R R R R
Ampicilin S S S S S S S I I
Vankomicin R R R R R R R R R
S-osjetljiv; 1-umjereno osjetljiv; R-rezistentan

Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija mlijene kiseline ispitana je

turbidimetrijskom metodom. Praden je rast patogenih mikroorganizama u prisutnosti

supernatanta kulture bakterija mlije¢ne kiseline. Kako postoji vise potencijalnih mehanizama

inhibicije rasta, supernatant kulture ispitan je u tri oblika: netretiran, neutraliziran te

neutraliziran i termic¢ki obraden. Antimikrobna aktivnost izraZzena je kao postotak inhibicije

rasta patogenih mikroorganizama u prisutnosti supernatanta naspram kontrole. Rezultati

antimikrobne aktivnosti prikazani su u tablicama 17 i 18.
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Tablica 17. Inhibicija rasta test mikroorganizama u prisutnosti netretiranog, neutraliziranog te
neutraliziranog 1 termicki obradenog supernatanta bakterija mlijeCne kiseline iz mlijeka
magarice i kobile nakon 48 h koinkubacije. Inhibicija je izrazena kao postotak smanjenja rasta

u usporedbi s netretiranim kontrolnim uzorkom.

Lactobacillus plantarum M1

E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 80,51 73,18 86,33 97,21 80,91
Neutraliziran 4,65* 9,34* 3,11* . 6,15*

(pH 6.5+0.2)

Neutraliziran i »
termi¢ki obraden 2,11 9,12 2,97 - .
(100°C, 20 min)

Lactobacillus plantarum M2

E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%0)
Netretiran 77,5 91,72 911 97,95 63,9
Neutraliziran - -
(pH 6.5£0.2) - 57,23 - 68,18 -
Neutraliziran i
termic¢ki obraden - 60,33* - 62,81** -

(100°C, 20 min)

Lactobacillus plantarum KO4

E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%0)
Netretiran 73,16 62,96 74,88 89,25 72,42
Neutraliziran - - 3,76* 5,81* -
(pH 6.5+0.2)
Neutraliziran i »
termicki obraden B B B 1,65 B

(100°C, 20 min)

Lactobacillus plantarum KO9

E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%0)
Netretiran 80,72 93,18 93,42 99,36 82,24
Neutraliziran 8,53* 11,01* 4,62% 81,29* 10,24*
(pH 6.5£0.2)
Neutraliziran i N » N »
termicki obraden 12,8 6,63 12,21 72,91 B

(100°C, 20 min)
*# znadajno razli¢ito od netretiranog (*) i neutraliziranog (*) supernatanta (p<0,05)
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Tablica 18. Inhibicija rasta test mikroorganizama u prisutnosti netretiranog, neutraliziranog te
neutraliziranog i termi¢ki obradenog supernatanta izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz stolice
dojenceta nakon 48 h koinkubacije. Inhibicija je izraZzena kao postotak smanjenja rasta u

usporedbi s netretiranim kontrolnim uzorkom.

Lactobacillus plantarum A4
E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 79,62 63,71 87.46 91,57 88,23
Neutraliziran ) ) - - -
(pH 6.50.2) 3.11 6,91 478
Neutraliziran i
termic¢ki obraden - - 2.91* 2,42%# -
(100°C, 20 min)
Lactobacillus rhamnosus A8
E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 87,34 89,64 95,67 72,71 78,56
Neutraliziran - - - - "
(pH 6.5£0.2) 42,11 36,23 23,98 34,18 41,81
Neutraliziran i
termi¢ki obraden 36,81** 12,51** 14,67*# - 29,74
(100°C, 20 min)
Lactobacillus plantarum B2
E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 91,74 88,56 94,65 91,45 82,76
Neutraliziran « * - - -
(PH 6.50.2) 31,84 45,78 30,23 21,45 54,33
Neutraliziran i
termic¢ki obraden 11,55*# 30,24** 12,75%# - 24, 76**
(100°C, 20 min)
Lactobacillus plantarum B12
E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 77,64 68,35 91,52 93,46 88,11
Neutraliziran * * } * *
(pH 6.5£0.2) 2,53 3,01 9,43 10,24
Neutraliziran i
termi¢ki obraden - - - - -
(100°C, 20 min)
Lactobacillus plantarum B16
E. coli S. aureus L. monocytogenes S. typhimurium C. albicans
SUPERNATANT Postotak inhibicije (%)
Netretiran 65,82 71,91 64,98 79,87 82,56
Neutraliziran ) ) - - -
(pH 6.5£0.2) 3,64 31 2,87
Neutraliziran i
termicki obraden - - - 1,11% 1,76
(100°C, 20 min)

*# znadajno razli¢ito od netretiranog (*) i neutraliziranog (*) supernatanta (p<0,05)
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Odredena je sposobnost autoagregacije bakterijskih sojeva izoliranih iz mlijeka
magarice i kobile te koagregacija s test-mikroorganizmima Escherichia coli ATCC®25922™,
Staphylococcus aureus ATCC®25923™, Salmonella typhimurium ATCC®29631™, Listeria
monocytogenes ATCC®23074™ i Candida albicans ATCC®10231™, Rezultati autoagregacije
prikazani su kao postotak autoagregiranih stanica u rasponu od 1 do 24 sata inkubacije (slika
3), a rezultati koagregacijskog testa kao postotak koagregiranih stanica s navedenim

patogenima u usporedbi s poc¢etnim brojem, koji je odreden kao 100 % (slike 4 i 5).
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Slika 3. Sposobnost autoagregacije odabranih izolata bakterija mlijecne kiseline u vremenskim
intervalima tijekom 24 h inkubacije prikazana kao postotak + SD. #Pcdefgh razligita slova

oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05).
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Lactobacillus plantarum KO4
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Slika 4. Sposobnost koagregacije odabranih izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz mlijeka
magarice (A i B) i kobile (C i D) s patogenim mikroorganizmima u vremenskim intervalima
tijekom 24 h inkubacije prikazana kao postotak + SD. #P¢defrazligita slova oznadavaju

statisticki znacajnu razliku (p<0,05).
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Lactobacillus plantarum B2
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Slika 5. Sposobnost koagregacije odabranih izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz stolice
dojenceta s ispitanim patogenim mikroorganizmima u vremenskim intervalima tijekom 24 h

inkubacije prikazana kao postotak + SD. #P¢9efra7]igita slova ozna¢avaju statisticki znacajnu
razliku (p<0,05).
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Kako bi se ispitala hidrofobnost povrsine stanica izolata, ispitana je njihova adhezija na
ugljikovodike: kloroform, heksan, toulen i ksilen te se smatra da visi postotak adhezije ukazuje

na jacu hidrofobnost povrsine bakterijskih stanica (slika 6).
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Slika 6. Hidrofobnost stani¢ne povrsine izolata bakterija mlijecne kiseline na ispitane
ugljikovodike izrazena kao postotak + SD. P¢def0N raz]igita slova oznadavaju statisticki

znacajnu razliku (p<0,05).

Vazan preduvjet probioticke aktivnosti jest sigurna doprema zivih probiotickih stanica
na ciljano mjesto u domacinu. U razli¢itim dijelovima gastrointestinalnog trakta prevladavaju
specifi¢ni uvjeti koji mogu znatno smanjiti broj Zivih stanica probiotika, stoga je vazan kriterij

izbora probiotika, moguénost prezivljenja u navedenim uvjetima.

Ispitana je sposobnost izolata bakterija mlijecne kiseline iz mlijeka magarice i kobile te stolice
dojenceta da prezive prolazak kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta. Mjereno je
kontinuirano preZivljenje nakon izlaganja simuliranim uvjetima usne Supljine, Zeludca i crijeva

(slike 7 i 8).
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Slika 7. Prezivljavanje bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih iz mlijeka magarice i kobile u
uvjetima prolaska kroz simulirani gastrointestinalni sustav. Rezultati su prikazani kao log

CFU mL™ + SD. Isprekidana linija ozna¢ava Zeljeni stupanj prezivljenja od 10° CFU mL™,
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Slika 8. Prezivljavanje bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih iz stolice dojenceta u uvjetima
prolaska kroz simulirani gastrointestinalni sustav. Rezultati su prikazani kao log CFU mL™*

SD. Isprekidana linija 0zna¢ava Zeljeni stupanj prezivljenja od 10® CFU mL™,
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Probioticki sojevi dostupni na trziStu vrlo Cesto dolaze u obliku suhih pripravaka
dobivenim postupkom liofilizacije. Cesto se u procesu liofilizacije dodaje obrano mlijeko koje
sluzi kao lioprotektor. Obzirom na navedeno, ispitana je sposobnost prezivljavanja izolata
nakon procesa liofilizacije. Broj stanica prije i nakon postupka odreden je indirektnom

metodom, a rezultati su izraZeni kao postotak prezivljenja (slika 9.)
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Slika 9. Postotak prezivljenja izolata bakterija mlijecne kiseline tijekom procesa liofilizacije +

SD. Isprekidana linija oznacava Zeljeni stupanj prezivljenja od 90 %.

Kako bi probioticke bakterije mogle ispoljavati korisne ucinke na ciljanom mjestu u domacinu
moraju imati sposobnost adhezije i formiranja biofilmova kako bi kompeticijski iskljucile
potencijalne patogene mikroorganizme. Obzirom na navedeno, ispitana je sposobnost
formiranja biofilmova ispitivanih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline. Temeljem moguénost
formiranja biofilmova pojedini sojevi su kategorizirani kao snazni, umjereni ili slabi producenti

biofilmova (tablica 19).
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Tablica 19. Kvantifikacija proizvodnje biofilmova izolata bakterija mlijecne kiseline nakon

48h inkubacije.

Bakterijski soj ODsgs Klasifikacija
Lb. plantarum M1 0,442 + 0,07 snazan producent biofilma
Lb. plantarum M2 0,338 + 0,13 snazan producent biofilma
Lb. plantarum KO4 0,521 + 0,05 snazan producent biofilma
Lb. plantarum KO9 0,425 + 0,02 snazan producent biofilma
Lb. plantarum A4 0,542 + 0,04 snazan producent biofilma
Lb. rhamnosus A8 0,631 +£0,01 snazan producent biofilma
Lb. plantarum B2 0,315+ 0,04 snazan producent biofilma
Lb. plantarum B12 0,292+ 0,03 snazan producent biofilma
ODC (opti¢ka gustoca kontrole) 0,055 + 0,08
4 x ODC 0,241 £ 0,06

4.2. Probioti¢ka karakterizacija za primjenu u zastiti zuba i usne Supljine

U ovom radu istrazen je potencijal dobivenih izolata bakterija mlije¢ne kiseline za
primjenu u zastiti zuba i usne Supljine. Cilj je bio ispitati razinu koagregacije izolata s najées¢im
uzroCnicima oboljenja zuba i okolnih tkiva: S. intermedius, S. mutans, A.
actinomycetemcomitans i P. gingivalis te odrediti potencijalnu antimikrobnu aktivnost i

sposobnost razaranja biofilmova navedenih patogena.

Obzirom na prethodno prikazane rezultate, u ovom su dijelu odabrani bakterijski izolati
koji su zadovoljili sve preliminarne i sigurnosne probioticke kriterije, pokazali znacajan stupanj
autoagregacije 1 prezivljavanja u simuliranim uvjetima usne Supljine, a koji su imali znacajan
pad broja stanica prolaskom kroz uvjete Zeludca i crijeva te su time kandidati za oralnu
upotrebu. Odabrani sojevi bakterija mlijene kiseline za ispitivanje potencijala zastite zdravlja
zuba su Lb. plantarum M1, izoliran iz mlijeka magarice i Lb. plantarum KO4 izolirani iz
kobiljeg mlijeka.

Kako bi se ispitala moguénost inhbicije biofilmova uzro¢nika bolesti zuba i okolnih
tkiva prvo je kvantificirana sposobnost formiranja biofilmova patogenih mikroorganizama u

eksperimentalnim uvjetima (tablica 20).
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Tablica 20. Sposobnost formiranja biofilmova bakterija uzro¢nika oboljenja zuba

Bakterijski soj Rezultat? Klasifikacija®
Streptococcus intermedius DSM 20573 0,404 + 0,02 snazan producent biofilma
Streptococcus mutans DSM 20523 0,631 +0,01 snazan producent biofilma
oDC 0,087 £ 0,02
4x0DC 0,348 + 0,06
Porhyromonas gingivalis DSM 28984 0,372 + 0,06 snazan producent biofilma
oDC 0,094 £+ 0,03
4x0ODC 0,376 £ 0,03
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0,521 + 0,04 snazan producent biofilma
oDC 0,098 £+ 0,03
4x0DC 0,392 £ 0,03

avrijednost ODsgs; Pklasifikacija prema Borges i sur. (2012)

Kako bi se istrazile interakcije ispitivanih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline s patogenim
bakterijama uzro¢nicima oboljenja zuba i1 okolnih tkiva, odredena je razina autoagregacije

patogenih bakterija te je usporedena s koagregacijom patogena i bakterija mlijecne kiseline

(tablica 21).

Tablica 21. Sposobnost autoagregacije i koagregacije bakterija uzro¢nika bolesti zuba i

ispitivanih izolata bakterija mlije¢ne kiseline nakon 24 h inkubacije

Test mikroorganizam Autoagregacija (%) Koagregacija (%)
M1 KO4
S. intermedius 52,16 + 2,24 71,13 +2,11* 60,74 + 2,03*
S. mutans 44,28 + 1,87 66,95 + 2,43* 55,61 + 3,47*
A. actinomycetemcomitans 63,67 + 1,99 72,17 + 3,31* 66,89 + 2,32
P. gingivalis 43,11 +2,21 52,82 £1,91* 46,23 + 3,12

*statisti¢ki znacajno naspram autoagregacije (p<0,05)

Odredena je antimikrobna aktivnost netretiranog i neutraliziranog supernatanta Kulture izolata
na test mikroorganizme uzro¢nike oboljenja zuba. Rezultati su prikazani kao postotak inhibicije

rasta patogena u prisutnosti neobradenog (slika 10) i neutraliziranog supernatanta (slika 11).
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Slika 10. Antimikrobna aktivnost supernatanta ispitivanih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline
naspram zubnih patogena nakon 24 h uzgoja izraZzena kao postotak + SD. Nisu uocene statisticki
znacajne razlike medu ispitivanim izolatima.
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Slika 11. Antimikrobna aktivnost neutraliziranog supernatanta izolata bakterija mlije¢ne
kiseline naspram zubnih patogena nakon 24 h uzgoja izrazena kao postotak = SD (*P razligita
slova oznacuju znacajnu (p < 0.05) razliku medu sojevima; *zna¢ajno (p < 0.05) razli¢ito od

netretiranog supernatanta na slici 10).

Navedenim izolatima iz magareceg i kobiljeg mlijeka odredena je sposobnost inhibicije
formiranja biofilmova patogenih bakterija. Patogene bakterije, uzro¢nici zubnih oboljenja,

inkubirani su u prisutnosti razli¢itih razrijedenja supernatanta kulture izolata kako bi se utvrdilo
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postoji li koncentracijska ovisnost zapazene ihhibicije. Rezultati su prikazani kao postotak

formacije biofilma u usporedbi s kontrolnim uzorkom (tablica 22).

Tablica 22. Sposobnost formiranja biofilmova zubnih patogena u prisutnosti razlicitih

razrijedenja supernatanta izolata bakterija mlije¢ne kiseline

Lactobacillus plantarum M1

original 3x razrijeden 20% razrijeden
S. intermedius 83,38 + 3,52 75,41 + 3,45 50,21 + 2,78
S. mutans 64,83+ 2,11 16,69 + 1,32" 9,17 +1,57%
A. actinomycetemcomitans 65,34 + 4,52 15,78 + 2,45 4,34 +1,31%
P. gingivalis 45,11 £ 3,72 12,17 £2,71* 2,65+ 1,11*

Lactobacillus plantarum KO4

original 3% razrijeden 20x razrijeden
S. intermedius 80,81 + 3,42 10,32 +1,54" 6,41 +2,12%
S. mutans 43,61 +1,33 25,42 +2,42" 7,81 +1,14%
A. actinomycetemcomitans 13,97 +2,74 3,98 +1,42° 1,65 +0,91%
P. gingivalis 17,31 £ 0.91 4,54 +0.91* 2,35+ 0,91**

* statisticki zna¢ajno razli¢ito od originalnog uzorka (p<0,05)

4.3. Probioti¢ka karakterizacija sojeva za primjenu u redukciji Helicobacter plyori

Izolirani sojevi bakterija mlijecne kiseline iz stolice dojenceta ispitani su na potencijal
primjene u smanjenju oboljenja patogenom bakterijom Helicobacter pylori. Izolatima iz stolice
dojenceta, A4, A8, B2 i B12, koji su zadovoljili sve prethodno ispitane probioticke kriterije
odreden je antagonisti¢ki potencijal prema Helicobacter pylori DSM®10242™,

Rezultati sposobnosti rasta H. pylori u prisutnosti netretiranog, neutraliziranog i

termicCki obradenog supernatanta hranjivog medija izolata prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Sposobnost rasta Helicobacter pylori DSM®10242™ u prisutnosti netretiranog,
neutraliziranog i termicki obradenog supernatanta izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz stolice

dojenéeta izrazena kao postotak + SD. #P¢def ra7ligita slova oznaGavaju statisti¢ki zna¢ajnu

razliku (p<0,05).

Osim antagonistickog potencijala, odredena je i sposobnost koagregacije izolata iz

stolice dojenceta te je izraZena kao postotak naspram kontrolnog uzorka u vremenima od 1h,
2h, 4h i 24h inkubacije (slika 13).
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Slika 13. Sposobnost koagregacije ispitivanih izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz stolice
dojeneta s Helicobacter pylori DSM®10242™ izrazena kao postotak + SD. 2Pc4et0n raz]igita

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05).
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4.4. Probioticka karakterizacija sojeva s protuupalnom aktivnos$éu

Kako literaturni podaci ukazuju na protuupalnu aktivnost mlijeka magarice i kobile
(Barreto i sur., 2019; Salimei i Fantuz, 2012) odabrana su dva izolata bakterija mlije¢ne kiseline
iz mlijeka magarice i kobile koji su pokazali najvec¢i probioticki potencijal u prethodnim
eksperimentima (M2 i KO9) te im je ispitan potencijalan protuupalni u¢inak. Nakon uzgoja
bakterija, izdvojeni su proizvedeni metaboliti manji od 2000 Da, koji mogu pro¢i crijevni epitel,
1 do¢i u kontakt s imunosnim stanicama. Navedeni metaboliti dodani su u okruzenje izoliranih
ljudskih imunosnih stanica periferne krvi kojima je inducirana upala pro¢i¢enim LPS gram
negativne E. coli. U uvjetima inducirane upale i u prisutnosti izdvojenih bakterijskih metabolita
mjerena je koli¢ina proizvedenog proupalnog citokina tumorskog faktora nekroze (TNFa).
Rezultati su prikazani kao koncentracija TNF-o. u uvjetima upale i u uvjetima upale uz

prisutnost bakterijskih metabolita (slika 14).
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Slika 14. Koncentracija tumorskog faktora nekroze (TNF-a) u izoliranim stanicama periferne
krvi stimuliranih bakterijskim LPS-om u prisutnosti frakcija metabolita manjih od 2000 Da
izolata bakterija mlije¢ne kiseline. Rezultati su prikazani kao koncentracija TNF-a (pg mL™) +

SD (*statisticki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom, p < 0,05).

Kako bi se ispitao sadrzaj aktivnih frakcija bakterijskin metabolita, provedena je
metabolomicka analiza frakcija metabolita bakterije Lb. plantarum M2 koja je pokazala najvecu

aktivnost supresije proizvodnje TNF-a u ljudskim mononuklearnim stanicama u induciranim
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uvjetima upale. Analiza aktivnih frakcija metabolita i kontrolnog uzorka medija koji nije

pokazao sposobnost supresije TNF-a, provedena je LC-MS metodom.

Nakon statisticke obrade podataka, provedena je analiza glavnih komponenti (engl. Principal
Component Analysis, PCA) detektiranih metabolita sa statisticki znacajnom razlikom izmedu
triplikata kontrolnih uzoraka (CA, CB i CC) i aktivnih frakcija (Al, B1 i C1) kako bi se odredilo
statisticko odvajanje aktivnih uzoraka i kontrole kada su u analizu uzeti svi metaboliti sa

znacajnom razlikom. Rezultati PCA analize prikazani su na slici 15.
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Slika 15. Analiza glavnih komponenti (PCA) metabolickih produkata bakterije Lb. plantarum
M2. U analizu su uklju¢eni metaboliti koji su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu

kontrolnih uzoraka (CA, CB, CC) i aktivnih frakcija metabolita (Al, B1, C1).

Pomoc¢u on-line bioinformati¢kog sustava MetaboAnalyst 5.0 (Pang i sur., 2021)
provedena je heatmap analiza statisticki znacajnih metabolita u kontrolnim i aktivnim uzorcima

(slika 16) i metoda parcijalnih najmanjih kvadrata navedenih metabolita (slika 17).
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Slika 16. Heatmap analiza metabolic¢kih produkata bakterije Lb. plantarum M2. U analizu su

ukljuceni metaboliti koji su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolnih uzoraka
(CA, CB, CC) i aktivnih frakcija metabolita (Al, B1, C1). Zeleno oznacena klasa oznacava
kontrolni uzorak, a crveno oznacena klasa oznacava aktivnu frakciju.Unutar pojedine klase
sstatisti¢ki znacajno povecanje koncentracije odredenih metabolita naznaceno je bojama od
niske znacajnosti (plavo) do tamno crvene boje koja predstavlja najviSu koncentraciju naspram

druge Kklase.
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Slika 17. Rezultati metode parcijalnih najmanjih kvadrata (eng. partial least squares, PLS)
metaboli¢kih produkata bakterije Lb. plantarum M2. U analizu su uklju¢eni metaboliti koji su
pokazali statistiCki znaCajnu razliku izmedu kontrolnih uzoraka (C) i aktivnih frakcija
metabolita (A). Crveno istaknuti metaboliti statisti¢ki su znac¢ajno povecéani u aktivnoj frakciji

(A) naspram kontrolnog uzorka (C).

Obzirom na preklapanja Heatmap analize i metode parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS)

izdvojeni su relevantni metaboliti aktivnih frakcija i prikazani u tablici 23.
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Tablica 23. Metabolicki produkti izolata M2 prisutnih u aktivnoj frakciji supernatanta.

Relevantni metaboli¢ki produkti

B-hidroksi-p-metil-butirat
Formil-L-metionin
2-metil-3-hidroksibutirat
N-acetilleucin
Acetilkarnitin
p-hidroksi-fenil laktat
Glutamat
Indol-3-laktat
4-vinilfenol
DL-laktat

Provedena je stimulacija izoliranih mononuklearnih stanica iz venske krvi sudionika te
je izoliranim stanicama stimulirana upala bakterijskim LPS-om. Indukcija upale provedena je
u prisutnosti izdvojenih metabolita manjih od 2000 Da bakterija izoliranih iz mlijeka magarice.
Nakon tretmana, mononuklearne stanice su odvojene te je provedena ekstrakcija proteina,
procis¢avanje i digestija. Tako pripremljeni uzorci analizirani su na masenom spektrometru
spregnutim s tekué¢inskom kromatografijom. Nakon analize i usporedbe s bazom podataka
dobivene vrijednosti analizirane su pomoc¢u mreznog bioinformati¢kog sustava Panther (Mi i
Thomas, 2009; Mi i sur., 2021) kako bi se detektirale razlike u bioloskim procesima

mononuklearnih stanica u upali naspram upale u prisutnosti bakterijskih metabolita.

Pronadeni eksprimirani geni u uzorcima LPS-om induciranih mononuklearnih stanica u
prisutnosti metabolita bakterije Lb. plantarum M2 prikazani su u tablici 24. Broj gena je

razvrstan u kategorije bioloskih procesa kako je dobiveno analizom u programu Panther.
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Tablica 24. Broj pronadenih eksprimiranih gena u uzorcima LPS-om induciranih
mononuklearnih stanica u prisutnosti metabolita bakterije Lb. plantarum M2. Broj gena je
razvrstan u kategorije bioloSkih procesa kako je dobiveno analizom u bioinformatickom sustavu
Panther (Mi i Thomas, 2009; Mi i sur., 2021).

Broj detektiranih eksprimiranih gena (n)
Kategorije bioloskih :
procesa (Panther) Kontrola Inducirana upala Inducirana upala
+ M2 metaboliti
Bioloska adhezija 1 4 1
Bioloska regulacija 4 16 15
Stani¢ni procesi 7 33 41
Razvojni procesi 1 4 6
Sustavni imunosni procesi 1 1 1
Lokalizacija 1 6 11
Inerspecijska interakcija 0 0 1
Pokretanje 0 1 3
Metabolicki procesi 6 19 22
Multistani¢ni procesi 1 5 7
Odgovor na stimulus 3 10 13
Signaling 0 6 8
Reproduktivni procesi 1 0 1

Kako bi se analizirale razlike u uzorcima provedeno je funkcionalno klasteriranje uzoraka u
uvjetima inducirane wupale 1 wupale u prisutnosti probiotickih metabolita pomocu

bioinformatickog sustava David.

U uzorcima inducirane upale u anotacijskom klasteru s pogodkom obogacivanja 2.33
detektirano je poklapanje 5/12 gena za KEGG metabolicki proces infekcije uzrokovane
patogenom bakterijom E. coli. Otkriveni geni kodiraju za: beta podjedinicu integrina, tubulin
alfa la, tubulin alfa 4a, tubulin alfa 1c, aktin beta. U uzorcima kontrole i upale u prisutnosti

metabolita izolata M2 niti u jednom klasteru nije detektiran ovaj bioloski proces.
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4.5. Probioticka karakterizacija sojeva s antioksidativnom aktivnoSéu

Provedeno je preliminarno ispitivanje antioksidativnog potencijala svih izolata koji su
zadovoljili prethodno ispitane probioticke kriterije (M1, M2, KO4, KO9, A4, A8, B2, B12, S1).
Antioksidativni potencijal ispitan je odredivanjem sposobnosti uklanjanja DPPH slobodnih
radikala (slika 18).
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Slika 18. Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala izolata bakterija mlijecne kiseline

prikazana kao postotak + SD. ®PCrazli¢ita slova oznadavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05).

Bakterijski soj Lb. plantarum S1, izoliran iz sirutke, pokazao je najvec¢u razinu antioksidativnog
potencijala u prethodno prikazanim rezultatima. Obzirom na navedeno spomenuti soj je

detaljno ispitan na ostale antioksidativne parametre koji mogu opisati potencijal navedenog
soja.

Navedenom bakterijskom soju ispitana je sposobnost rasta u uvjetima anaerobioze, respiracije
1 aerobnih uvjeta. U tim su uvjetima odredene razine rasta i sniZenje pH kao posljedice
fermentacijske aktivnosti istrazivanog soja. Gustoca rasta i pH vrijednost su stavljeni u omjere

te prikazani za tri navedena uvjeta rasta (slika 19).
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Slika 19. Prikaz omjera opticke gustoce i pH vrijednosti medija bakterije Lb. plantarum S1

uzgajane u aerobnim (ae), respiracijskim (rs) i anaerobnim (an) uvjetima.

Kako su omjeri opticke gustoce i pH u aerobnim i anaerobnim uvjetima veci od jedan, izolat je
klasificiran kao tolerantan na kisik, a kako su isti omjeri u respiratornim i anaerobnim uvjetima
isto veci od jedan, izolat je klasificiran kao sposoban za respiraciju. Navedene klasifikacije su
provedene prema Maresca i sur. (2018).

Stanice bakterije Lb. plantarum S1 izlozene su oksidativnom stresu tako $to su u sva tri
prethodno navedena uvjeta rasta izlagane rasponu koncentracija vodikovog peroksida i
menadiona. U tim se uvjetima mjerila sposobnost rasta bakterijske kulture te su rezultati
prikazani kao postotak rasta u usporedbi s kontrolnim uzorkom, koji nije bio izloZen

oksidativnom stresu (slika 20).
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Slika 20. Rast bakterije Lb. plantarum S1 u MRS bujonu pri razli¢itim koncentracijama
vodikovog peroksida i menadiona. Rast je pra¢en u razli¢itim uvjetima: aerobni (ae),
respiracijski (rs) i anaerobni (an). Podaci su prikazani kao postotak kontrole £ SD (*znac¢ajno

razli¢ito od kontrole, *znagajno razli¢ito od aerobnih uvjeta, p < 0,05) .

U aerobnim, anaerobnim i respiracijskim uvjetima rasta mjerila se i antioksidativna sposobnost
Lb. plantarum S1 kako bi se utvrdilo mogu li razli¢iti uvjeti rasta inducirati antioksidativnu
aktivnost probiotickih bakterija. Takoder, dodatno se odredila ukupna antioksidativna
sposobnost toplinski inaktiviranih stanica razli¢itim toplinskim tretmanima kako bi se odredio
antioksidativni potencijal mrtvih probioti¢kih stanica te utjecaj njihove strukture na vezanje
slobodnih radikala. Rezultati su prikazani kao postotak uklonjenih radikala u odnosu na

kontrolu (tablica 25).
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Tablica 25. Sposobnost uklanjanja slobodnih DPPH radikala bakterije Lactobacillus plantarum
S1 uzgajane u razli¢itim uvjetima te sposobnost uklanjanja radikala toplinski inaktiviranih

bakterijskih stanica.

Nacin uzgoja/vijabilnost Postotak uklonjenih radikala
Aerobni uvjeti rasta 68,32 + 1,18°
Anaerobni uvjeti rasta 51,42 + 2,57
Respiracijski uvjeti rasta 57,14 +1,51°
Termicki inaktivirane stanice (75°C, 60 min) 23,69 + 1,79
Termicki inaktivirane stanice (80°C, 20 min) 31,72 + 2.47°
Termicki inaktivirane stanice (100°C, 10 min) 59,47 + 2.14°

ab.c.a.e

razliCita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p<0,05)

Kako bi se ispitala sposobnost uklanjanja slobodnih radikala, a time i ukupna antioksidativna
aktivnost, odredeno je uklanjanje DPPH slobodnih radikala nakon prolaska bakterije kroz
simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta. Rezultati su prikazani kao postotak uklanjanja
radikala uz postotak prezivljenja bakterijskih stanica u usporedbi s kontrolnim uzorkom koji

nije izloZen navedenim uvjetima (slika 21).

ECFU = DPPH slobodni radikali

Kontrola

Simulirani Zelucani sok

Simulirani sok tankog crijeva

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Postotak uklanjanja (%)

Slika 21. Uklanjanje slobodnih DPPH radikala te smanjenje CFU vrijednosti bakterije Lb.
plantarum S1 nakon izlaganja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava (*znac¢ajno

razlicito od kontrole, p<0,05).
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Kako bi se ispitala sigurnost primjene bakterijskog soja Lb. plantarum S1 odreden je
citotoksi¢ni uc¢inak prema ljudskim stanicama periferne krvi (slika 22 A). Takoder je proveden
test genotoksi¢nosti bakterijskih metabolita na ljudske stanice periferne krvi komet testom
(slika 22 B). Frakcija metabolita Lb. plantarum S1 nije imala negativne citogenotoksi¢ne u¢inke
na ljudske stanice periferne Kkrvi.

Odredena je i protektivna razina frakcija metabolita bakterije Lb. plantarum S1 manjih
od 2000 Da i termicki inaktiviranih stanica (100°C, 10 min) na mononuklearne stanice ljudske
krvi koje su izlozene oksidativnom stresu pomocu vodikovog peroksida. Rezultati protektivnog
ucinka su prikazani kao postotak repa u komet testu $to je mjera oste¢enja genetickog materijala

uslijed oksidativnog stresa (slika 22 C).
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Slika 22. Toksikoloska aktivnost frakcija metabolita bakterije Lb. plantarum S1: (A) nema
citotoksi¢nog u¢inka prema humanim stanicama periferne krvi; (B) nema genotoksi¢nog u€inka
prema humanim stanicama periferne krvi; (C) protektivan ucinak bakterijske frakcije
metabolita i toplinski inaktiviranih stanica u uvjetima oksidativnog stresa induciranim
vodikovim peroksidom. *statisti¢ki znacajno razli¢ito od kontrole, *znacajno razli¢ito od
kontrole i indukcije vodikovim peroksidom, ©znacajno razli¢ito od indukcije vodikovim

peroksidom, p<0,05.

Kako bi se ispitao protuupalni potencijal bakterije Lb. plantarum S1, odredena je razina TNF-
a u uvjetima inducirane upale LPS-om u prisutnosti bakterijskih metabolita manjih od 2000
Daltona (slika 23).

87



300

250

N

o

o
I

[EY

o

o
1

®

: - B

Inducirana upala ~ S1 (metaboliti) + S1 (metaboliti)
(LPS) LPS

TNF-a (pg mL?)
&
o

al
o
1

Slika 23. Koncentracija tumorskog faktora nekroze (TNF-a) u izoliranim stanicama periferne
krvi stimuliranih bakterijskim LPS-om u prisutnosti frakcija metabolita manjih od 2000 Daltona
izdvojenih od bakterije Lb. plantarum S1. Rezultati su prikazani kao koncentracija TNF-a (pg

mL7) + SD (*znaéajno razli¢ito od kontrole, p<0,05).
4.6. ViSeslojna mikroinkapsulacija odabranih probiotickih sojeva

Pripremljene su troslojne probioticke mikrokapsule tehnikom geliranja. Dobivene
mikrokapsule nakon oblaganja alginatne jezgre kitozanom prikazane su na slici 24 A, a kapsule

nakon dodavanja biomase probiotika za za$titu zuba na slici 24 B.

A B

Slika 24. Dobivene mikrokapsule tijekom procesa geliranja - nakon oblaganja alginatne jezgre

kitozanskim slojem (A) te nakon dodatka biomase sojeva za zastitu zuba (B).
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Nakon formuliranja i pripreme mikrokapsula koje sadrzavaju odabrane izolate (M1, M2, KO4,

A8, B2 i S1) izmjereno je ciljano otpustanje izolata u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog

sustava (slika 25).

LOG (CFU mL?)

10

8 A

Simulacija usne

Supljine

M1, KO4 mA8,B2 mM2, S1

Simulirani Zeluéani

sok

Simulirani sok
tankog crijeva

Slika 25. Otpustanje izolata iz troslojnih mikrokapsula tijekom izlaganja simuliranim

uvjetima gastrointestinalnog sustava.

Nakon 15 dana skladiStenja na razli¢itim temperaturama, u kapsulama je odreden ukupan broj

bakterija mlije¢ne kiseline te je odredena prisutnost patogenih bakterija kako bi se ispitala

moguénost kontaminacije postupka pripreme kapsula (tablica 26).

Tablica 26. Ukupan broj bakterija mlije¢ne kiseline u troslojnom mikroinkapsulatu te

prisutnost ostalih skupina

temperaturama.

mikoorganizama nakon 15 dana skladiStenja na razli¢itim

) ] Konacan broj . L. . L
Pocetni broj BMK E. coli Salmonella | Enterobacteriaceae | Kvasci | Plijesni
BMK monocytogenes
4°C 1,1 x 108 n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d.
-20°C | 2,4x10° 2,1x10° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
25°C 4,5 x 107 n.d. n.d. n.d. nd. n.d. d

n.d. — nije detektirano, d-detektirano

Kako u skladiStenim uzorcima nisu detektirani mikroorganizmi uzrocnici kvarenja niti

patogene bakterije, uz izuzetak pojave plijesni u kapsulama skladi$tenim na sobnoj temperaturi,

moze se zakljuciti da su mikrokapsule zadrzale mikrobiolosku ispravnost tijekom 15 dana

skladiStenja na -20 °C i 4 °C.
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5. RASPRAVA



5.1. Izolacija, karakterizacija i identifikacija dobivenih izolata

Cilj ovog rada bio je formirati bazu izolata bakterija mlijecne kiseline iz razlicitih
bioloskih izvora: mlijeka magarice i kobile, stolice dojenceta i fermentirane sirutke te provesti
op¢u 1 ciljanu probioticku karakterizaciju kako bi se pronasli probioticki sojevi koji pokazuju
pozitivne ucinke na stanja upale, oksidativnog stresa, infekcije uzrokovane Helicobacter pylori

te na prevenciju oboljenja zubi i pridruzenih tkiva.

Stolica dojenceta prepoznata je kao potencijalan izvor probiotickih bakterija te je
dokazano da je crijevna mikrobiota dojencadi dobar izvor bakterija mlijecne kiseline sa
sposobnoscu kolonizacije i posljedi¢no modulacijom imunosnog sustava (Gheziel i sur., 2019).
Crijevna mikrobiota dojencadi potjeCe od majcinog mlijeka koje se moze smatrati izvorom
sigurnih za upotrebu 1 potencijalno probiotickih bakterija mlije¢ne kiseline za koje se smatra da
mogu imati ulogu u prevenciji neonatalnih infektivnih bolesti (Martin i sur., 2003). Prijasnja
istrazivanja potvrdila su kako je stolica dojencadi dobar izvor bakterija mlijecne kiseline s
probiotickim potencijalom (Plaza-Diaz i sur., 2013; Tarrah i sur., 2019; Wang i sur., 2021) .
lako se opcenito smatra kako bi se za upotrebu u ljudi trebali koristiti probiotici ljudskog
podrijetla zbog bolje prilagodenosti uvjetima gastointestinalnog trakta covjeka (O’Sullivan,
2001), brojna znanstvena istrazivanja ukazuju kako se uz pravilnu karakterizaciju mogu pronaci
bakterije s velikim probiotickim potencijalom i u drugim niSama, kao $to su mlijeka Zivotinja
(Mahmoudi i sur., 2016; Reuben i sur., 2020), fermentirane namirnice (Frece i sur., 2014;
Parlindungan i sur., 2021), sokovi od voca (De Albuquerque i sur., 2018), povrca (Vitali i sur.,
2012) i mnogi drugi izvori. Mlijeko magarice od davnina se smatra blagotvornim za zdravlje te
se u zadnjih nekoliko godina pocelo detaljnije istrazivati. Dostupni podaci ukazuju na korisne
uc¢inke preko modulacije imunosustava, antialergijskog i antioksidativnog djelovanja te
znacajne antimikrobne aktivnosti. Poznato je da ima relativno nizak sadrzaj bakterija Sto je
rezultat anatomskih karakteristika i prisutnosti prirodnih antimikrobnih komponenti kao $to su
lizozim, imunoglobulini, laktoperoksidaza i laktoferin (Aspri i sur., 2017). Vecina istraZivanja
je usmjerena na direktne korisne ucinke konzumacije mlijeka, dok je trenutno relativno malo
dostupnih podataka o probiotickim svojstvima prirodno prisutnih bakterija u mlijeku. Dostupni
podaci ukazuju na prisutnost bakterija probiotickog potencijala, posebice izrazenih
antimikrobnih aktivnosti prema patogenim bakterijama (Murua i sur., 2013; Rastogi i sur.,
2020). Kobilje mlijeko je takoder tradicionalno prepoznato preko svojih korisnih u¢inaka na
zdravlje. Razlikuje se od mlijeka ostalih Zivotinja i Cesto je podloga za proizvodnju

tradicionalnih fermentiranih proizvoda po ¢itavom svijetu. Sadrzi vrijedne nutrijente te se
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preporuca u olaksavanju odredenih zdravstvenih tegoba posebice jer ima smanjena alergena
svojstva u usporedbi s kravljim mlijekom (Jastrzgbska i sur., 2017). Takoder je potencijalan
izvor probiotika, u fermentiranom ili svjezem obliku (Shi i sur., 2012). Kao $to je spomenuto,
fermentirane namirnice, posebice mlije¢ne, mogu biti probioticki izvori visokog potencijala.
Primjerice, tijekom fermentacije sirutke pomocu bakterija roda Lactobacillus dokazan je razvoj
antioksidativne aktivnosti sirutke (Osuntoki i Korie, 2010), a pokazano je kako su takvi korisni

ucinci ovisni o pojedinom soju (Virtanen i sur., 2007).

U ovom radu ukupno je izolirano 60 bakterijskih izolata te im je pridruZzen autohtoni soj
Lb. plantarum S1 izoliran iz sirutke koji je ve¢ pokazao probioti¢ki potencijal u ranijim
istrazivanjima (Poto¢njak i sur., 2017). Iz mlijeka magarice i kobile izolirano je po deset
morfoloski razli€itih kolonija, a iz prikupljenog uzorka stolice dojenceta 40 izolata. Smanjena
raznolikost bakterija mlijecne kiseline u mlijeku magarice bila je ocekivana budu¢i da je ranije
pokazano kako navedeno mlijeko ima snizeni broj laktobacila, $to se stavlja na teret poviSenog
udjela lizozima u mlijeku, kao i tome $to laktobacili imaju snizenu otpornost na lizozim kao je
navedeno u studiji Carminati i sur. (2014) koji su pokazali relativno slabu raznolikost populacije

laktobacila u mlijeku magarice.

Dobiveni izolati su morfoloski i fenotipski okarakterizirani. Svi izolati su se pokazali
kao gram pozitivne, Stapicaste bakterije te je potvrdena ¢istoca izoliranih kultura Kako bi se
provela selekcija potencijalnih kandidata bakterija mlijecne kiseline, provedena je preliminarna
karakterizacija koja je ukljucivala ispitivanje sposobnosti prezivljenja nakon izlaganja uvjetima
niskog pH te na Sirem temperaturnom rasponu. Kao $to je vidljivo iz tablica 7 i 8 samo je sedam
izolata iz mlijeka magarice i kobile prezivjelo izlaganje uvjetima niskog pH u zadanom stupnju
od 95 % 1 viSe, te osam izolata iz stolice dojenceta. Ukupno se radi o vrlo niskom postotku
visoko otpornih sojeva, svega 13 % od ukupnog broja izolata. Zeljena aktivnost probiotickih
bakterija ispoljava se primarno u intestinalnom dijelu probavnog sustava, stoga je vrlo vazna
sigurna doprema vijabilnih stanica do donjeg dijela gastrointestinalnog trakta. Konzumacijom
probiotickih pripravaka, stanice moraju zadrzati vijabilnost prolaskom kroz Zeludac u kojem
prevladavaju uvjeti pH 2,0 1 nize. Takoder, problematicnim se pokazalo da trziSno dostupni
probiotici ne pokazuju zadovoljavaju¢i stupanj prezivljenja nakon izlaganja niskim pH
vrijednostima (Sahadeva i sur., 2011), stoga je u ovom istrazivanju provedena prelimarna
selekcija bakterijskih izolata 1 zadan iskljucujuéi kriterij od 95 % prezivljenja. Klorovodi¢na
kiselina, koja se nalazi u Zeludcu djeluje oksidiraju¢e na mnoge biomolekule i ometa njihovu

redukciju (Sahadeva i sur., 2011). Pan i sur. (2009) su primjetili potpuni gubitak vijabilnosti
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bakterije Lb. acidophilus NIT, izolirane iz stolice dojenceta, nakon dva sata izloZenosti
uvjetima pH 2. Sli¢ni rezultati primjeceni su i u istrazivanju Wang i sur. (2010) gdje je 7 od 11
izolata iz stolice dojenceta 1 fermentiranog kupusa prezivjelo izlaganje pH 2, i to sa stupnjem
prezivljenja od 75 % i viSe. U ovom istrazivanju nije primjeéena razlika u stupnju prezivljenja
obzirom na myjesto izolacije te se moze zakljuciti kako je sposobnost prezivljenja svojstvo
karakteristicno za soj, a ne za mjesto izolacije. Obzirom na zadani kriterij i s ciljem odabira
sojeva s najve¢im probiotiCkim potencijalom, iz daljnjih analiza iskljuCeni su izolati koji su

pokazali stupanj prezivljenja manji od 95 %.

Kako bi se odabrali izolati koji ¢e moci biti ukljuéeni u Sirok raspon probioti¢kih
proizvoda, ispitana je sposobnost odrzavanja vijabilnosti bakterija na rasponu temperatura od 4
°C do 45 °C. Odmakom od optimalnih uvjeta rasta pri 37 °C promatrala se vijabilnost stanica
na rasponu s granicnih 4 °C §to odgovara rashladnom cuvanju velikog broja mlijecnih
proizvoda, te sve do 45 °C sto prelazi i moguce bioloske temperaturne ekstreme u ljudskom
organizmu, a ukljucuje i potencijalne procesne parametre u proizvodnji razlicitih probiotic¢kih
pripravaka. Svi ispitani izolati prezivjeli su izlaganje zadanim uvjetima (tablice 10 i 11). Kako
je prethodno navedno, podetni broj za sve izolate bio je reda veli¢ine 10° stanica po mililitru, te
je obzirom na to zadan kriterij koji ne dopusta smanjenje broja stanica od jednog reda veli¢ine,
preciznije 10® stanica po mlilitru. Svi ispitani izolati prezivjeli su izlaganje navedenom
temperaturnom rasponu. Zadani kriterij je ispunilo 9 od 11 ispitanih izolata zadrzavajuci visok
broj stanica (> 108 st mL) na cijelom rasponu ispitanih temperatura. Ovakav rezultat nije
iznenaduju¢ jer su i u ranijim studijama bakterije mlijecne kiseline pokazale moguénost
prezivljenja na Sirem rasponu temperatura (Maragkoudakis i sur., 2009; Pundir i sur., 2013).
Sposobnost prezivljenja primjecen je i na viSim temperaturama, primjerice, Kim i sur. (2008)
su dokazali sposobnost prezivljenja (s pocéetnih 107 na 10%) bakterije Lb. acidophilus
ATTC®43121™ nakon izlaganja temperaturi od 65 °C. Obzirom na navedeno, u ovom su
istrazivanju iz daljnjih analiza iskljuceni su sojevi s padom broja stanica ispod 108 po mililitru

suspenzije.

Kako bi se dodatno okarakterizirali dobiveni izolati, ispitani su na sigurnosni parametar

hemoliticke aktivnosti te su podvrgnuti katalaza testu.

Odredivanje hemoliticke aktivnosti Cest je sigurnosni parametar prilikom probioticke
karakterizacije. Poznato je kako su neke bakterije mlije¢ne kiseline pokazale hemoliticku
aktivnost koja moze rezultirati stimulacijom liziranja crvenih krvnih stanica kao i probojem
toksi¢nih patogenih elemenata Sto za posljedicu moze imati citotoksic¢ne ucinke i teSku krvavu
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dijareju (Koh i sur., 2018). Obzirom na navedeno vrlo je vazno ispitati postoji li proizvodnja
hemolizina metodom na krvnom agaru. U ovom istrazivanju, niti jedan od testiranih izolata nije
pokazao hemoliticku aktivnost (tablica 12) jer oko poraslih kultura nije bilo vidljivih
hemolitickih zona (nedostatak zona klasificira se kao y-hemoliza), stoga se ispitani izolati
smatraju sigurnima za upotrebu u ljudi. Svi izolati su katalaza negativni (tablica 12) sto, uz

morfologiju stanica, upucuje na njihovu pripadnost rodu Lactobacillus (Pot i sur., 2014).

Pomoc¢u API 50 CHL testa, koji se koristi za identifikaciju bakterija roda Lactobacillus,
dobiveni su fermentacijski profili odabranih bakterijskih izolata i prikazani su u tablici 13. Na
osnovu analize fermentacijskih profila sojevi su identificirani (tablica 14). Dobiveni izolati
identificirani su sa visokim postotkom preklapanja (99,5 % - 99,6 %) kao Lb. plantarum, uz
iznimku izolata KO4 i A8 koji su identificirani kao Lb. rhamnosus. Genetic¢ka identifikacija

16S rRNA sekvencioniranjem potvrdila je dobivene rezultate biokemijske identifikacije.

Procjena sigurnosti probioti¢kih sojeva uklju¢uje nuzan kriterij ispitivanja osjetljivosti na
antibiotike (Klein, 2011). Navedeni kriterij je iznimno vazan kako bi se otklonilo povecanje
antibioti¢ke rezistencije i potencijalno prijenos gena koji nose rezistenciju na patogene bakterije
jer prijasnje studije pokazuju kako i kratkotrajna primjena antibiotika moze dovesti do
stabilizacije rezistentnih populacija u intestinalnom sustavu koja moze opstajati godinama

(Sharma i sur., 2014).

Disk difuzijskom metodom ispitana je osjetljivost bakterijskih izolata na odabrane antibiotike
(kloramfenikol, klindamicin, tetraciklin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, gentamicin,
ampicilin i vankomicin) za koje je odredeno nuzno ispitivanje u EFSA-inim naputcima iz 2012.
godine. Obzirom na promjere nastalih zona uslijed inhibicije rasta, izolati su okarakterizirani
kao osjetljivi, umjereno osjetljivi ili rezistentni (tablica 16). Rezultati osjetljivosti prikazani su
u tablici 16. Svi ispitani sojevi su pokazali osjetljivost ili umjerenu osjetljivost na sve testirane
antibiotike osim vankomicina i aminoglikozidnih antibiotika (kanamicin, gentamicin i
streptomicin) za koje je veéi dio izolata pokazao stupanj rezistencije. Bakterije roda
Lactobacillus pokazuju rezistenciju na vankomicin $to se smatra korisnim u selekciji iz
mjeSovitih kultura. Mehanizam rezistencije na vankomicin povezuje se s gradom
peptidoglikana i prisutnos¢u odredenih ligaza, a posljedica je tockaste mutacije (Ouwehand i
sur., 2016). Takva konstitutivna, kromosomski kodirana rezistencija ne predstavlja opasnost jer
nije prenosiva na druge bakterijske sojeve (Shao i sur., 2015). Detektirana rezistencija na
aminoglikozidne antibiotike (kanamicin, gentamicin i streptomicin) i ranije je primjecena u
nekoliko vrsta roda Lactobacillus te se smatra intrinziénom (Ouwehand i sur., 2016) i ne
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predstavlja opasnost od prijenosa rezistencije te je uvjetovana nedostatkom citokrom
posredovanih prijenosa elektrona koji ima ulogu u transportu antibiotika (Fraqueza, 2015).
Obzirom na navedeno dobiveni rezultati potvrduju kako su svi izolirani sojevi sigurni za

primjenu u ljudi.

Antimikrobna aktivnost prema patogenim mikroorganizmima je vazno Svojstvo
prilikom odabira probiotickih bakterija i ima ulogu u odrzavanju mikrobne ravnoteze
gastrointestinalnog sustava (Shokryazdan i sur., 2014). Uloga antimikrobnih spojeva koje
sintetiziraju probiotiCke bakterije te njihov profilakti¢ki u¢inak na enteroinfekcije je kljucan
(Suskovi¢ i sur., 2010), i mogu imati dodatna funkcionalna svostva u domaéinu (Butorac i sur.,
2020). Mehanizmi antimikrobnog djelovanja uklju¢uju proizvodnju organskih kiselina,
primjerice mlije¢ne i octene, koje imaju snazan inhibitorni u¢inak na gram-negativne bakterije
te se smatraju najviSe zasluznima za inhibitornu aktivnost probiotika prema patogenim
mikroorganizmima (Bermudez-Brito i sur., 2012). Organske kiseline mogu u¢i u stanicu
patogena i disocirati unutar citoplazme, snizavajuéi pH ili akumulirajuéi se u stanici mogu
rezultirati uniStavanjem stanice (Ouwehand i Vesterlund, 2004). Drugi organski spojevi S
antimikrobnom aktivnos$¢u su vodikov peroksid, etanol, diacetil i acetaldehid (Suékovié i sur.,
2010). Mnogi sojevi bakterija mlije¢ne kiseline proizvode animikrobne peptide kao $to su
bakteriocini za koje je dokazano kako mogu biti inhibirajuci prema patogenima u namirnicama
(Bermudez-Brito i sur., 2012). Mehanizmi bakteriocina uklju¢uju unistavanje stanica
formiranjem pora na stanici patogena i/ili inhibicijom sinteze stani¢ne stijenke (Hassan i sur.,

2012).

U ovom je istrazivanju ispitana antimikrobna aktivnost izolata bakterija mlijecne
kiseline prema najces¢im patogenim mikroorganizmima: E. coli ATCC®25922™, S, aureus
ATCC®25932™, S. typhimurium ATCC®27853™, L. monocytogenes ATCC®2356™ | C,
albicans ATCC®10231™, Antimikrobna aktivnost odredena je turbidimetrijskom metodom
prateci rast patogenih mikroorganizama u prisutnosti supernatanta izolata. Kako bi se odredio
utjecaj snizenja pH kao rezultat proizvodnje organskih kiselina, inhibicija je odredena i u
prisutnosti neutraliziranog supernatanta te konac¢no, kako bi se procjenili ucinci inhibicije
proteinskih komponenti, dio supernatanta je neutraliziran i termicki obraden rezultirajuci

denaturacijom potencijalnih proteinskih komponenti.

Izolati iz mlijeka magarice iskazali su visoki stupanj inhibicije svih testiranih patogena
(63 % — 97 %) u prisutnosti netretiranog supernatanta. Kod izolata M1, nakon neutralizacije,
inhibicija je statisti¢ki znac¢ajno smanjena te je iznosila maksimalnih 9 % za S. aureus. Nakon
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neutralizacije, viSe nije bila prisutna inhibicija S. typhimurium. Nakon termicke obrade
supernatanta nije bila vise prisutna inhibicija C. albicans, te je uocena i statisticki znacajno
manji uc¢inak inhibicije E. coli, no inhibitorni u¢inak prema S. aureus i L. monocytogenes se
nije statisticki znac¢ajno promijenjen. Supernatant kulture izolata M2 pokazao je znacajno vecu
razinu inhibicije koja je nakon neutralizacije i1 termicke obrade iznosila vise od 60 % za S.
aureus i S. typhimurium $to upucuje na prisutnost antimikrobnih metabolita koji ne djeluju

preko snizenja pH te ne podlijezu inaktivaciji toplinskom denaturacijom.

Izolati iz kobiljeg mlijeka znacajno su inhibirali ispitane patogene mikroorganizme u
uvjetima netretiranog supernatanta, no nakon neutralizacije i termicke obrade, izolat KO4
znacajno je izgubio inhibitorna svojstva te nisu bila detektabilna, uz iznimku vrlo niske
inhibicije od 1,6 % za S. typhimurium. Izolat KO9 je uz statisticki zna¢ajno smanjenje
inhibicije, iskazao visoki postotak inhibicije S. typhimurim od 73 % nakon neutralizacije i
toplinske obrade. Prema ostalim patogenima, stupanj inhibicije je bio manji, no detektabilan za

sve patogene osim za C. albicans.

Izolati iz stolice dojenceta pokazali su razlicite stupnjeve inhibicije patogena (tablica
18). Sumarno gledajuci, inhibicije netretiranog supernatanta bile su visoke za sve ispitane
izolate. Izolati A4, B12 i B16 pokazali su skoro potpuni gubitak sposobnosti inhibicije nakon
neutralizacije i tretmana $to upucuje da je vjerojatno glavni mehanizam inhibicije navedenih
izolata utemeljen na snizavanju pH vrijednosti proizvodnjom organskih kiselina. Izolati A8 i
B2 zadrzali su sposobnost inhibicije svih patogena osim S. typhimurium i to u Sirem rasponu
postotka inhibicije (12 % - 37 %). Najznacajnije inhibicije odredene su za izolat A8 Koji je
nakon tretmana inhibirao E. coli preko 36 %, i C. albicans oko 30 %. Izolat B2 je naime, zadrzao
preko 30 % inhibirajue sposobnosti prema E. coli i C. albicans dok su inhibicije ostalih

patogena bile u rasponu od 11 do 15%.

Visok stupanj inhibicije netretiranog supernatanta svih izolata ukazuje kako je snizenje
pH proizvodnjom organskih kiselina najzastupljeniji mehanizam inhibicije ispitanih izolata.
Navedeno je u skladu s istrazivanjem Choi i sur. (2018), gdje je dokazano inhibitorno djelovanje
od prosje¢no 90 % patogenih bakterija E. coli 0157:H7 ATCC®35150™, Salmonella enteritidis
KCCM 12021, Salmonella typhimurium KCTC 1925 i S. aureus KCCM 11335 u prisutnosti
netretiranog supernatanta bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih iz fermentiranog proizvoda.
Navedeni autori takoder primjecuju gubitak inhibitorne aktivnosti nakon neutralizacije te
zakljucuju kako bakteriocini nisu ukljuceni u inhibiciju istraZivanih sojeva ve¢ da je mlijecna
kiselina glavni mehanizam inhibicije ispitivanih sojeva. U ovom istrazivanju, koriStenim
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metodama se ne moze potpuno iskljuciti potencijalna proizvodnja bakteriocina jer je dio izolata
zadrZao inhibitorno djelovanje nakon tretmana, $to daje naznaku kako su potencijalno prisutni
termostabilni  spojevi. Termostabilne bakteriocine mogu proizvediti bakterija roda
Lactobacillus te mogu imati inhibitorno djelovanje prema L. monocytogenes, S. aureus, E coli
i S. typhimurium (Ratsep, 2014). U rezultatima ovog istrazivanja, istice se zadrZana
antimikrobna aktivnost izolata M2, KO9, A8 i B2 prema istraZenim patogenima. Zadrzana
inhibitorna aktivnost izolata A8 i B2 prema kvascu C. albicans ukazuje na moguénost
antifungalne aktivnosti. Sli¢ne aktivnosti zabiljezene su u istrazivanju Jgrgensen i sur. (2017)
gdje je supernatant kulture oba istrazivana soja Lactobacillus reuteri uspjesno inhibirao rast C.
albicans u in vitro uvjetima te navode kako uz sniZzenje pH postoji moguénost inhibicije
proizvodnjom antifungalnih molekula. Takoder, ROnnqvist i sur. (2007) pokazali su zna¢ajnu
inhibiciju C. albicans izolatima bakterija roda Lactobacillus ljudskog podrijetla. Obzirom na
rezultate ovog istrazivanja moze se zakljuciti kako svi ispitani izolati znacajno inhibiraju
patogene mikoorganizme putem proizvodnje organskih kiselina uslijed snizenja pH, a izolati
M2, KO9, A8, i B2 pokazuju dodatnu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost prema ispitanim
patogenima te time iskazuju znacajan probioticki potencijal u suzbijanju infekcija i oboljenja

uzrokovanih ispitanim patogenima.

Kako bi se ispoljili korisni ucinci probiotika u donjem dijelu gastrointestinalnog
sustava, nuzan je zadovoljavajuci stupanj zadrzavanja na ciljanom mjestu, kako bi se unatoc¢
peristaltici, omogucéila njihova kompetitivna prednost (Kos i sur., 2003). Autoagregacija
probiotickih bakterija smatra se nuznom za adheziju na stanice epitela i mukozne povrSine stoga
ima vaznu ulogu u kolonizaciji gastrointestinalnog sustava i istrazivanja pokazuju kako je
kljuan fenotip za adheziju i prvi korak u procesu adhezije, omogucujuéi bakterijama
formiranja barijere i onemogucavanja adhezije nepozeljnih mikroorganizama (Krausova i sur.,
2019). Agregacija podrazumijeva proces reverzibilne akumulacije stanica bakterija istog soja
Sto rezultira talozenjem u suspenziji, dok je ekvivalentan proces koagregacije koja
podrazumijeva nakupljanje stanica razli¢itih mikroorganizama te se smatra da se posljedi¢no
koagregaciji formira barijera koja onemogucuje kolonizaciju patogenih mikroorganizama
(Jankovi¢ i sur., 2012).

U ovom istrazivanju, ispitana su autoagregacijska svojstva izolata bakterija mlijeCne
kiseline te njihova sposobnost koagregacije s patogenim test mikroorganizmima (E. coli
ATCC®25922™, S aureus ATCC®25923™, S  typhimurium ATCC®29631™, L.
monocytogenes ATCC®23074™ i C. albicans ATCC®10231™). Sposobnost autoagregacije
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izolata prikazana je na slici 3. 1z rezultata je vidljivo kako je autoagregacija ovisna o vremenu
te su navise vrijednosti detektirane u 24. satu inkubacije. NajviSe vrijednosti autoagregacije
primjecene su kod izolata M2, KO4, A8 i B2 te su iznosile preko 65 %. Rezultati su u skladu
s istrazivanjem Krausova i sur. (2019) gdje su zapazeni najvisi stupnjevi autoagregacije preko
60 % za izolate bakterija mlijecne kiseline iz stolice dojenceta i zivotinja. U navedenom
istrazivanju, kao i ovom, primjecene su razlike u stupnju autoagregacije medu sojevima iz cega
se zakljucuje kako je autoagregacijska sposobnost specifi¢na za pojedini soj. Sli¢ne vrijednosti
autoagregacije, koje su kod nekih sojeva dostizale i 95 % u 24. satu prikazali su Nikolic i sur.
(2010) za bakterije roda Lactobacillus i Leuconostoc. Obzirom na navedeno, istaknuti izolati u
ovom istrazivanju (M2, KO4, A8 i B2) pokazali su najvisi stupanj autoagregacije te se moze
smatrati kako time ispoljavaju najvisi potencijal za epitelnu adheziju i kompeticiju s patogenim

mikroorganizmima.

Iz rezultata je vidljivo kako je sposobnost koagregacije varijabilna medu sojevima, ali
ovisi i 0 patogenom mikroorganizmu. Prema rezultatima, stupanj koagregacije je ovisan 0
vremenu koinkubacije te je zamijeceni raspon koagregacije izolata iz mlijeka magarice i1 kobile
u 24. satu bio izmedu 31 % 1 58 %. Prilikom analize izolata iz stolice dojenceta, takoder je
primjecena ovisnost koagregacije o vremenu 1 o ispitivanim sojevima te je ukupni detektirani
raspon koaegregcije u 24. satu iznosio od 40 % do 62 %. Bakterijski izolati iz stolice dojenceta
pokazali su visi stupanj koagregacije nego izolati iz mlijeka magarice i kobile te se izolat A4
isti¢e jer je odreden postotak koagregacije sa S. typhimurium od 65 %. U usporedbi sa sli¢cnim
istrazivanjima, dobiveni rezultati ukazuju na probioti¢ki zadovoljavajuéi stupanj koagregacije
s patogenim mikroorganizmima (Choi i sur., 2018). Sli¢ne rezultate za koagregaciju bakterija
roda Lactobacillus dobili su Tareb i sur. (2013) ispitivajuci stupanj koagregacije s istim
patogenima S. typhimurium, E. coli i L. monocytogenes, te je raspon koagregacije iznosio od
30 % do oko 40 % za S. typhymurium, E. coli i L. monocytogenes te do 60 % za C. jejuni $to
potvrduje ovisnost koagregacije o soju probiotika. Takoder, izolati roda Lactobacillus su u
istrazivanju Pithva i sur. (2014) pokazali visok stupanj koagregacije s Candida spp. i
enterobakterijama te su ve¢ nakon 4 h iskazivali stupanj koagregacije u rasponu od 39 do 74 %.
Dobra sposobnost autoagregacije i koagregacije omogucava adheziju, Kkolonizaciju te
omogucuje korisne antipatogene ucinke na ciljanom mjestu. U ovom istrazivanju, ispitani
izolati pokazuju visoku sposobnost autoagregacije i koagregacije te ostvaruju preduvjete

probiotickog djelovanja na Zeljenom mjestu u domacinu.
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Osim autoagregacije, hidrofobnost stani¢ne povrsine stanica je takoder kljuc¢an faktor u
procjeni kolonizacijskog potencijala probiotika (Rokana i sur., 2018). Dosadasnja istraZivanja
pokazala su kako bakterije s ve¢im stupnjem hidrofobnosti povrSine stanice bolje adheziraju na
stanice epitela te se svojstvo izrazene hidrofobnosti smatra jednim od nuznih svojstava u prvom
kontaktu bakterija i stanica domacina (Krausova i sur., 2019). Pocetne nespecificne fizikalno-
kemijske interakcije mikroorganizama baziraju se na elektrostatskim, van der Waalsovim,
vodikovim i hidrofobnim interakcijama (Beaussart i sur., 2014). Navedene interakcije
definirane su sastavom i svojstvima bakterijske povrSine te uklju¢uju egzopolisaharide,
glikoproteine, lipoproteine, lipotei¢ne kiseline, proteine S sloja (Rokana i sur., 2018). Kako bi
se odredila hidrofobnost stani¢ne povrSine razvijene su razli¢ite metode, a jedna od cesto

koriStenih je odredivanje bakterijske adhezije na ugljikovodike (Otero i sur., 2004).

U ovom istrazivanju odredena je hidrofobost stani¢ne povrSine bakterijskih izolata
odredivanjem sposobnosti adhezije na dva alifatska (kloroform, heksan) i dva aromatska
(toulen i ksilen) otapala. Svi ispitani izolati osim A4, B12 i M1 pokazali su postotak
hidrofobnosti ve¢i od 50 % barem za jedan ugljikovodik (slika 6). 1zolati iz stolice dojenceta,
B2 i A8, pokazali su najviSe stupnjeve adhezije na kloroform, heksan i toulen, bez statisti¢ke
razlike medu ugljikovodicima, ali statisticki znacajno snizenu adheziju na ksilen iako je i ona
iznosila vise od 65 %. Izolati A4 1 B12 imaju najnizi stupanj hidrofobnosti te uz izolat iz mlijeka
magarice (M1) iskazuju manje od 35 % hidrofobnosti. Ostali izolati iz mlijeka magarice i kobile
pokazali su visok stupanj adhezije na ispitane ugljikovodike. Obzirom na rezultate moZe se
zakljuciti kako je svojstvo hidrofobnosti specifi¢no za pojedini soj, a ne za izvor izolacije.
Dobiveni rezultati su u skladu s Rokana i sur. (2018) gdje je raspon hidrofobnosti za izolate
bakterija roda Lactobacillus takoder varijabilan obzirom na ispitivani ugljikovodik te su najvisi
zabiljezeni postotci bili u rasponu od 75 % do 98 %. U navedenoj studiji, koja je u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja, sojevi koji su pokazali visok stupanj hidrofobnosti, iskazali su ga
prilikom ispitivanja adhezije na oba tipa ugljikovodika. Sirok raspon hidrofobnosti probiotickih
kandidata roda Lactobacillus primjecen je i u istrazivanju Kotzamanidis i sur. (2010) gdje je
uocena poveznica izmedu visoke hidrofobnosti i autoagregacije. U ovom istrazivanju, ta
pretpostavka je ispunjena za izolate A8 i B2 koji su bili visokog stupnja autoagregacije i

hidrofobnosti, dok su izolati B12 i A4 bili najniZeg stupnja u oba slucaja.

Kako bi probioticki sojevi uspjesno adhezirali te ispoljili korisne u¢inke u donjem dijelu
gastrointestinalnog sustava, nuzan je uvjet zadrzavanja vijabilnosti prolaskom kroz stresne

uvjete Zeludca i tankog crijeva. Stupanj prezivljenja nakon prolaska kroz stresne uvjete niskog
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pH Zeludca 1 u uvjetima prisutnosti Zu¢nih soli i probavnih enzima u tankom crijevu, kljucan je
parametar kod razvoja novih probiotika, ali i kona¢nog proizvoda, jer daje informaciju o potrebi
ugradnje bakterija u zastitne nosace. Tijekom karakterizacije potencijalnih probiotika, stavlja
se naglasak na ispitivanje dva fundamentalna svojstva: otpornost na pH Zeludca i zu¢ne soli

(Naissinger da Silva i sur., 2021).

U ovom istrazivanju, izolati su izlozeni simuliranim uvjetima usta, Zeludca i crijeva te
je odreden stupanj prezivljenja nakon izlaganja trima navedinim uvjetima (slike 7 i 8). Izolati
iz mlijeka magarice i kobile pokazali su sposobnost prezivljenja u svim ispitanim uvjetima.
Najveci pad broja vijabilnosti vidljiv je nakon izlaganja simuliranom soku zeludca. 1zolati M1
i M2 pokazali su najmanju osjetljivost na ispitane uvjete, s prezivljenjem ve¢im od 107 st mL"
! dok je kod izolata KO4 i KO9 vidljiv zna¢ajniji pad broja stanica s kona¢nim vrijednostima
oko 10° st mL. Obzirom da je u simuliranim uvjetima Zeludca pH sniZen na 2,0, te uz injenicu
da su svi ispitani sojevi navedenu pH vrijednost prezivjeli u postotku ve¢em od 95 % u
prethodnom eksperimentu, pad broja stanica na 85 % (M1, M2) i 64 % (KO4, KO9) u ovom
eksperimentu moze se pripisati prisutnosti pepsina. Kod izolata iz stolice dojenceta (slika 8)
zabiljeZen je manji pad broja stanica nakon izlaganja simuliranom Zelu¢anom soku. Izolati A8
i B2 pokazali su najvecu sposobnost prezivljavanja svih ispitanih uvjeta, dok je kod izolata B12
vidljiv pad broja stanica od 14 % u uvjetima zeluca. Svi izolati pokazali su dobro prezZivljavanje
u uvjetima usne Supljine te tankog crijeva gdje je kod veéine izolata primjecen i porast broja
stanica. Dobiveni rezultati su u skladu s Jang i sur. (2019) gdje su koristeni isti uvjeti te je
prezivljenje bakterija Lb. brevis KU15153 i L. rhamonsus GG iznosilo 71 % i 52 % nakon
izlaganja uvjetima zeludca, te se broj stanica u uvjetima tankog crijeva povecao. Sli¢ne podatke
su dobili i Son i sur. (2017) gdje je stupanj prezivljenja bakterija roda Lactobacillus nakon
izlaganja Zeludca iznosio preko 80 %, uz povecanje broja u prisutnosti Zu¢nih soli. Uz
navedeno, brojne druge studije takoder pokazuju kako je svojstvo otpornosti na uvjete
gastrointestinalnog sustava ovisno o soju te kako postoje sojevi koji pokazuju izvrsnu otpornost
na izlaganje navedenim stresorima (Vizoso Pinto i sur., 2006; Lo Curto i sur., 2011) te kako
ve¢ probioticki okarakterizirani sojevi pokazuju znatno visi stupanj prezivljenja nego druge
bakterije (Millette i sur., 2008), Sto ide u korist nuznog ispitivanja ovog Kriterija prilikom
razvoja novih probiotika. Bakterije mlijeCne kiseline su potencijalno dobar izvor takvih,
otpornih sojeva jer je dokazano da bakterije producenti mlijeéne kiseline podnose i rastu u
uvjetima niskog pH zbog pojacanog transporta mlije¢ne kiseline i protona van stanice

(Vijayakumar i sur., 2015). U usporedbi s navedenim podacima, rezultati ovog istrazivanja
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ukazuju kako su ispitani izolati sposobni u velikom broju preZivjeti izlaganje uvjetima
gastrointestinalnog sustava i time upu¢uju na potencijal ispoljavanja korisnih, probioti¢kih

ucinaka.

Probioticke bakterije dostupne su u koncentriranim formulacijama najéesc¢e priredenim
liofilizacijom, mikroinkapsulacijom ili suSenjem pomocu rasprsivanja jer se smatra kako su u
takvim oblicima stanice otpornije na stres tijekom proizvodnih postupaka (Her i sur., 2015).
Liofilizacija je postupak suSenja u smrznutom stanju, i jedan je od najceS¢e koriStenih
postupaka suSenja sastojaka osjetljivih na visoku temperaturu. Tijekom postupka, smrznuta
voda se uklanja procesom sublimacije stoga je smanjeno oSte¢enje bioloskih struktura (Capela
i sur., 2006). Liofilizacija omogucuje oCuvanje vijabilnosti stanica dulje vrijeme uz zadrzavanje
funkcionalnih svojstava (Reddy i sur., 2009). Razlike u svojstvima povrsine mikroorganizama
te u gradi stanicne stijenke i membrane rezultiraju razli¢itim razinama otpornosti probiotika na
uvjete liofilizacije (Capelai sur., 2006). Kako bi se smanjila oSte¢enja stanica tijekom postupka,
Cesto se koriste zastitni lioprotektanti kao primjerice obrano mlijeko, disaharidi, manitol,
sorbitol, proteini ili aminokiseline (Rathnayaka, 2013). Ispitivanje prezivljenja liofilizacije
vazan je probioticki kriterij jer omogucava procjenu tehnoloskih svojstava ispitivanog soja.
Zbog navedenih razloga provedena je liofilizacija izolata iz mlijeka magarice, kobile i stolice
dojenceta u prisutnosti obranog mlijeka kao lipoprotektora te je odreden stupanj prezivljenja
nakon postupka (slika 9). Svi izolati osim M1 i KO4 pokazali su visok stupanj prezivljenja s
viSe od 80 %. Najvecu otpornost na proces liofilizacije imali su sojevi M2 1 B2 te im je
prezivljenje iznosilo vise od 90 %. Dobiveni rezultati su u skladu s Reddy i sur. (2009) gdje je
prezivljenje bakterija roda Lactobacillus bilo vise od 90 % u procesu liofilizacije u obranom
mlijeku. Rezultati G-Alegria i sur. (2004) potvrduju kako je svojstvo prezivljenja ovisno o soju
te kako koriStenje obranog mlijeka §titi bakterijske sojeve od uvjeta liofilizacije. Obzirom na

navedeno, u ovom istraZivanju svi sojevi pokazuju zna¢ajnu otpornost na proces liofilizacije.

Vazno korisno svojstvo probiotika je sposobnost formiranja biofilmova jer im
omogucava otpornost na promjene u okoli$nim uvjetima $to dovodi do uspjesne kolonizacije,
kompetitivne inhibicije patogena i interakcije s imunosnim sustavom domacdina (Salas-Jara i

sur., 2016).

Biofilmovima se smatraju zajednice mikroorganizama pric¢vrS¢enih na podlogu koji u
procesu vezanja u biofilm prolaze promjene prelaskom iz planktonskog oblika u kompleksnu
zajednicu $to rezultira ispoljavanjem novih fenotipskih svojstava posebice u interakciji s
okolinom (Toole i sur., 2000). Kako se formacija biofilma smatra korisnim probioti¢kim
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svojstvom, mnoga istrazivanja su provedena kako bi se odredila sposobnost stanica probiotic¢kih
Lactobacillus sojeva da stvaraju biofilmove (Jones i Versalovic, 2009; Ambalam i sur., 2012;
Terraf i sur., 2012). U ovom istraZivanju ispitana je sposobnost formacije biofilmova te su
izolati, obzirom na formirani biofilm, klasificirani prema Borges i sur. (2012) kao snazni, slabi
ili umjereni producenti biofilma (tablica 19). Svi ispitani izolati klasificirani su kao snazni
producenti biofilma nakon 48 h inkubacije. Dobiveni rezultati su u skladu s Kubota i sur. (2008)
gdje je ispitano svojstvo proizvodnje biofilmova velikog broja izolata roda Lactobacillus i velik
broj izolata je pokazao kako su snazni producenti biofilma na razli¢itim supstratima te nije bilo
ovisnosti razvoja biofilma o prisutnosti kisika. Navedeno govori kako potencijal odreden
metodologijom u ovom istraZivanju zaista ukazuje na potencijal izolata za probioti¢ku primjenu
te kako postoje indikacije da bi i uvjetima u crijevima domacina ispitani izolati mogli formirati

biofilmove 1 ispoljavati korisne ucinke.

5.2. Probioti¢ka karakterizacija izolata za primjenu u zastiti zuba i usne Supljine

Vecina istrazivanja u podru¢ju probiotika usmjerena je na interakcije s crijevnom
mikrobiotom 1 opisivanje mehanizama ostvarenih korisnih ucinaka koji rezultiraju kao
posljedica tih interakcija. lako u porastu, istrazivanja uloge probiotika i njihova primjena za
zaStitu zuba i usne Supljine pridobiva znatno manje paznje (Chen i sur., 2020). Dosada$nja
istrazivanja ukazuju na tri klju¢na nacina djelovanja probiotika u usnoj Supljini: modulacija
upanih odgovora domacina te direktni i indirektni uéinci na patogene bakterije (Laleman i
Teughels, 2015). Klinicka ispitivanja su djelomi¢no dokazala kako se probioticka aktivnost
ostvaruje kroz antagonizam, koagregaciju, modulaciju biofilma, antikariogene ucinke te
posljedi¢no ogranicavanjem parodontitisa, gingivitisa te jaCanjem rezistencije na infekcije
(Mahasneh i Mahasneh, 2017). Iz navedenog je jasno kako je klju¢an parametar interakcija

probiotika s patogenim ili potencijalno patogenim mikroorganizmima u ustima.

S ciljem pronalaska bakterijskih sojeva koji bi mogli ispoljavati korisne u¢inke u zastiti
zuba 1 usne Supljine, odabrani su izolati koji su zadovoljili sve prethodno ispitane sigurnosne
kriterije, te s visokim stupnjem koagregacije s patogenima no pokazali najmanji stupanj
prezZivljenja u uvjetima u zeludcu 1 crijevima te time ostvarili potencijal za primjenu u zastiti
zuba. Kako bi se provela ciljana probioticka karakterizacija izoliranih sojeva u navedene svrhe,
odabran je pristup ispitivanja meduutjecaja izolata i bakterija koje najceS¢e uzrokuju
zdravstvene probleme povezane sa zubima i okolnim tkivima. Obzirom na navedeno, ispitana
su koagregacijska svojstva naspram test mikroorganizama S. intermedius, S. mutans, A.

actinomycetemcomitans i P. gingivalis, antimikrobna aktivnost proizvedenih metabolita izolata
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te sposobnost disrupcije biofilmova test mikroorganizama. U prethodnim eksperimentima svi
izolati su pokazali sposobnost prezivljavanja u simuliranoj slini §to je preduvjet za daljna
istrazivanja ispoljavanja korisnih u¢inaka u usnoj Supljini pacijenta. Uvjeti u usnoj Supljini, u
korelaciji s uvjetima u gastrointestinalnom traktu, nisu znacajno stresni, stoga je i ocekivan
rezultat prema kojem je ustanovljeno da svim ispitanim sojevima ne pada vijabilnost nakon
izlaganja. Navedeno potvrduje i istrazivanje Haukioja i sur. (2006) u kojem su svi ispitivani
sojevi rodova Lactobacillus (n=17) i Bifidobacterium (n=7) prezivjeli izlaganje u uvjetima

simulirane sline.

U svrhu potvrde eksperimentalnih uvjeta ispitivanja utjecaja na test mikroorganizme,
odredena je sposobnost formiranja biofilomva uzro¢nika oboljenja zubi i pridruzenih tkiva
(tablica 20). Svi ispitani patogeni mikoorganizmi su snazni producenti biofilma u
eksperimentalnim uvjetima te je time ostvaren preduvijet ispitavanja utjecaja na iste. U
bioloSkim sustavima svi ispitani mikroorganizmi pokazuju moguénost formiranja biofilmova
te posljedi¢no i negativne ucinke na zdravlje (Petersen i sur., 2004; Yoshida i Kuramitsu, 2002;
Alvarenga i sur., 2015; Gerits i sur., 2017).

Sposobnost koagregacije je jedan od klju¢nih mehanizama u razvoju biofilmova i vazna
prilikom stvaranja zubnog plaka stoga se smatra kao izraZzena koagregacijska svojstva
probiotickih bakterija onemogucavaju kolonizaciju patogenih bakterija (Twetman i sur., 2009).
U ovom radu ispitana je sposobnost autoagregacije i koagregacije test mikroorganizama
dentalnih patogena s izolatima M1 i KO4 (tablica 21). Oba izolata pokazala su visoki stupanj
koagregacije s test mikroorganizmima u uvjetima simulirane sline. Sposobnost koagregacije
izolata M1 je kod svih test mikroorganizama statisti¢ki znac¢ajno veca nego sama autoagregacija
test mikroorganizama. Kod izolata KO4 statisticki znacajno povecanje ustanovljeno je kod
bakterija roda Streptococcus. U slucaju takvog poveéanja rezultati ukazuju kako je formiranje
agregata izolat-patogen vece i brze nego formiranje agregata patogen-patogen $to je koristan
ucinak jer otezava formiranje biofilmova patogena. Rezultati su u skladu s istrazivanjem
Twetman i sur. (2009) u kojem je Sest probiotickih bakterija pokazalo znacajna koagregacijska
svojstva s uzroc¢nicima karijesa iz roda Streptococcus. U navedenom istrazivanju bile su
relativno male razlike u sposobnosti koagregacije, a soj najviseg potencijala, L. acidophilus
CUGS5917 koagregirao je s patogenima u rasponu od 38 % do 71 %. Istrazivanje Snel i sur.
(2011) pokazalo je visoku sposobnost bakterije L. salivarius da koagregira s P. gingivalis dok
je primjerice istrazivanje Samot i sur. (2017) dokazalo nemoguénost devet bakterija roda

Lactobacillus da koagregira s istim patogenom S§to ukazuje kako je sposobnost koagregacije
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svojstvo ovisno o soju. Visoka sposobnost koagregacije bakterija roda Lactobacillus s
uzro¢nikom parodontitisa, A. actinomycetemcomitans primjec¢ena je i u istrazivanju Sophatha
i sur. (2020).

Kako bi se ispitali ostali uéinci izolata na test mikroorganizme, odredena je
antimikrobna aktivnost supernatanta kulture izolata nakon prekono¢nog uzgoja (slika 10).
Takoder, ispitana je i inhibitorna aktivnost neutraliziranog supernatanta kako bi se utvrdio
utjecaj snizenja pH na inhibitornu aktivnost (Slika 11). Ispitani izolati pokazali su najvecu
inhibitornu aktivnost prema bakterijama roda Streptococcus dok su zna¢ajno slabije inhibirali
ostale test mikroorganizme. Medu izolatima nije bilo znacajne razlike u inhibiciji svih test
mikroorganizama. Nakon neutralizacije supernatanta, inhibitorna aktivnost znacajno je
smanjena. Najvisa inhibitorna vrijednost nakon neutralizacije ustanovljena je za S. mutans i S.
intermedius koje je izolat KO4 znacajnije inhibirao s maksimalnom inhibicijom kariogenog S.
mutans (21 %). Takoder, izolat M1 je nakon neutralizacije ostvario 12 %-tnu inhibiciju A.
actinomycetemcomitans. Prethodne studije potvrduju kako je primarna antimikrobna aktivnost
bakterija mlijeCne kiseline uzrokovana snizenjem pH kao posljedice proizvodnje mlijecne
kiseline (Bungenstock i sur., 2020). Unato¢ tome, istrazivanje inhibitornog utjecaja
Lactobacillus reuterii na dentalne patogene ukazuje kako snizenje pH nije jedinstven
mehanizam inhibitornog djelovanja (Yang i sur., 2021). Ovo istrazivanje to potvrduje jer je

zadrZana znacajna inhibitorna aktivnost S. mutans nakon neutralizacije supernatanta.

Kako je supernatant kulture izolata pokazao antimikrobni potencijal, i uz pretpostavku
tranzitne kolonizacije probiotika u ustima na koju ukazuju neka istrazivanja (Ravn i sur., 2012),
istrazena je sposobnost inhibicije formiranja biofilmova test mikroorganizama pomocu
razli¢itih razrijedenja supernatanta izolata M1 i KO4 (tablica 22). Razrijedenjem je znacajno
smanjena sposobnost inhibicije $to direktno upucuje na koncentracijsku ovisnost inhibicije.
Inhibicija je direktno vezana uz antimikrobnu aktivnost supernatanta Sto se ocituje u
podudaranju visoke antimikrobne aktivnosti prema bakterijama roda Streptococcus te
inhibicijom njihovih biofilmova. Rezultati ukazuju kako je antimikrobna aktivnost snizavanja
pH glavni mehanizam inhibicije biofilmova no ne iskljucuju druge mehanizme djelovanja.
Inhibicija formiranja biofilmova ¢esto ukljucuje kompleksne mehanizme i posljedica je mnogih
molekularnih i1 okolisSnih parametara. Navedeni mehanizmi nisu do kraja razjasnjeni no moze
se pretpostaviti kako su ovisni i o probiotiCkom soju i o patogenu. Ishikawa i sur. (2020) otkrili
su redukciju biofilma P. gingivalis uzrokovanu probioticima te pretpostavili mehanizam koji

ukljuCuje regulaciju transkripcije 1 virulentne faktore. Literatura upucuje na potencijal
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probioticke redukcije oralnih patogenih biofilmova. Primjerice, u skladu s ovim istrazivanjem,
i ranije je primjecena visoka sposobnost inhibicije biofilmova S. mutans u prisutnosti bakterija
roda Lactobacillus (Jeong i sur., 2018) kao i smanjenje kolonizacijske sposobnosti A.
actinomycetemcomitans u prisutnosti probiotickih metabolita. Obzirom na navedeno oba
izolata (M1 1 KO4) ispunila su kriterije za upotrebu u zastiti zuba i pridruzenih tkiva s

potencijalom redukcije patogenih bakterija i disrupcijom njihovih biofilmova.

5.3. Probioti¢ka karakterizacija sojeva za primjenu u redukciji Helicobacter plyori

Patogena bakterija Helicobacter pylori smatra se klju¢nim ¢imbenikom u razvoju
gastritisa 1 ulkusne bolesti te predstavlja faktor rizika u razvoju malignih oboljenja Zeludca
(Hamilton-Miller, 2003). Mnoga istrazivanja opisuju procjenu probioticke uloge u tretmanu
protiv H. pylori. Primjerice, sojevi bakterija roda Lactobacillus i njihovi metabolicki produkti,
pokazali su sposobnost inhibicije H. plyori (Lorca i sur., 2001; Boyanova i sur., 2009; Midolo
i sur., 1995). Iako mnoga istrazivanja ukljuCuju probiotic¢ke sojeve iz razli¢itih izvora, u
literaturi je istaknut potencijal probiotika izoliranih iz stolice dojenceta (Gao i sur., 2021; Nam
i sur., 2002).

Obzirom na navedeno, u ovom je istrazivanju ispitana antimikrobna aktivnost izolata iz
stolice dojenceta (A4, A8, B2 i B12) i koagregativna svojstva naspram Helicobacter pylori
DSM®10242™. Qdredena je antimikrobna aktivnost supernatanta kulture izolata prema H.
pylori (slika 12). Kako bi se pretpostavio nacin inhibicije ispitana je moguénost rasta H. pylori
u prisutnosti netretiranog, neutraliziranog i termicki obradenog supernatanta. Najmanja
sposobnost rasta H. pylori bila je u prisutnosti netretiranog, kiselog supernatanta kod svih
izolata. UoCene su znacajne razlike u sposobnosti inhibicije medu izolatima te su izolati A8 i
B2 najviSe inhibirali rast patogene bakterije. Nakon neutralizacije, sposobnost rasta H. pylori
znacajno se povecala kod svih izolata, no izolati A8 i B2 zadrzali su oko 30 % inhibicije
patogena. Termicka obrada je samo kod izolata A8 i B2 statisticki znacajno smanjila sposobnost
inhibicije te je rast H. pylori iznosio oko 80 % kontrolnog rasta. Kod izolata A4 i B12 nakon
neutralizacije gotovo je izgubljena moguénost inhibicije te je ostala nepromijenjena i nakon
termiCke obrade. Iz rezultata se moze zakljuciti kako je osnovni mehanizam inhibicije
uzrokovan snizenjem pH uslijed proizvodnje organskih kiselina, no kod odredenih sojeva
postoje naznake kako su uz navedeno potencijalno prisutni i drugi mehanizmi djelovanja.
PrijaSnja istrazivanja o utjecaju bakterija roda Lactobacillus na H. pylori takoder potvrduju
kako sniZenje pH proizvodnjom mlije¢ne kiseline ¢ini veéinski udio antimikrobne aktivnosti

(Bhatia i sur., 1989; Aiba i sur., 1998), no novije studije ukazuju kako postoje i dodatni

104



mehanizmi djelovanja kao §to su autolizini (Lorca i sur., 2001). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su s Boyanova i sur. (2009) gdje je takoder zadrzan dio inhibitorne aktivnosti te su
inhibitorna svojstva specificna za pojedini soj. [z rezultata ovog istrazivanja moze se potvrditi
kako bi u inhibiciju mogle biti ukljucene proteinske molekule obzirom da se nakon termicke

obrade znac¢ajno gubi inhibitorna aktivnost.

Osim antimikrobne aktivnosti, odredena je sposobnost koagregacije izolata s H. pylori
(slika 13). Svi izolati pokazali su visok stupanj koagregacije te vremensku ovisnost navedenog
procesa. Izolati A8 i B2 pokazali su navisi stupanj koagregacije koja je u 24. satu iznosila preko
60 % za oba izolata. Rezultati koagregacije prate najvise razine antimikrobne aktivnosti istih
izolata te se na osnovu rezultata moze pretpostaviti kako medusobne interakcije izolata A8 i B2
s H. pylori sudjeluju u ukupnom antagonistickom djelovanju. Koagregacija bakterija roda
Lactobacillus s H. pylori smatra se rijetkim specifiénim svojstvom, neovisna je o prisutnosti
Secera i pH vrijednosti okoline te je ovisna o povrSinskim svojstvima laktobacila (Holz i sur.,
2015). Istrazivanje Chen i sur. (2010) pokazuje kako je sposobnost koagregacije bakterija roda
Lactobacillus s H. plyori nakon 24 sata inkubacije u intervalu od 48 % do 60 % S$to je usporedivo
s rezultatima ovog istrazivanja. Smatra se kako stupanj koagregacije ima vaznu ulogu u
uklanjanju patogena iz gastrointestinalnog sustava (Todorov i sur., 2008) i moze se koristiti za
preliminarnu selekciju probiotika u suzbijanju patogena (VIkova i sur., 2008). Dostupna
literatura ukazuje kako se koristenje probiotika u eliminaciji H. pylori bazira na nekoliko
mogucih mehanizama: proizvodnja antimikrobnih molekula §to ukljucuje organske kiseline i
moguce proteinske molekule, kompeticija za adheziju, indukcija gena za sekreciju mukusa te
moguci imunoloski mehanizmi koji ukljucuju regulaciju upalnih odgovora domacina (Lesbros-
Pantoflickova i sur., 2007). Obzirom na rezultate ovog istrazivanja i literaturno dostupne
podatke moze se smatrati kako izolati A8 i B2, izolirani iz stolice dojenceta, pokazuju naveci
probioticki potencijal upotrebe u redukciji H. pylori koji ostvaruju antimikrobnom aktivno$¢u

I visokim stupnjem koagregacije s navedenim patogenom.

5.4. Probioti¢ka karakterizacija sojeva s protuupalnom aktivnoscu

Probioticki sojevi koji u dovoljnom broju prezive stresne uvjete probavnog sustava i
uspjes$no koloniziraju crijevni epitel, osim direktnih interakcija s potencijalnim patogenim
mikroorganizmima, u kontaktu su s imunosnim sustavom domacina. Interakcije probiotika i
imunosnog sustava su kompleksne te su osnovni mehanizmi nedovoljno istrazeni. Pojedina
istrazivanja upucuju kako probioti¢ke bakterije imaju potencijalnu protuupalnu primjenu
(Isolauri i sur., 2002; O’Sullivan i sur., 2005; Lorea Baroja i sur., 2007). Istrazivanja su
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pokazala kako bakterija Lb. reuteri proizvodi molekule koje moduliraju proizvodnju TNF-a u

uvjetima inducirane upale (Liu i sur., 2010).

Obzirom na dobivene rezultate i1 indikacije prethodnih istraZivanja o protuupalnim
svojstvima mlijeka magarice i kobile (Kushugulova i sur., 2018; Yvon i sur., 2018; Li i sur.,
2021) odabrani su izolati M2 i KO9 te su se istrazila njihova protuupalna svojstva. Eksperimenti
su provedeni temeljem hipoteze kako je barem dio dokazanih i tradicionalno poznatih
zdravstveno korisnih ucinaka mlijeka magarice i kobile povezan sa prirodno prisutnim
probiotickim bakterijama. Odredeni korisni uéinci ve¢ su prethodno navedeni i potvrdeni

rezultatima ovog rada, te su jos dodatno ispitana moguca protuupalna svojstva.

Ispitana je sposobnost proizvodnje malih metabolita, veli¢ine do 2000 Da, koji mogu
proé¢i crijevni epitel i do¢i u kontakt s imunostanicama (Ménard i sur., 2004). Navedeni
metaboliti izolata M2 i KO9 stavljeni su u okruzenje ljudskih mononuklearnih stanica kojima
je inducirana upala LPS-om E. coli te je odredena razina proupalnog citokina TNF-a (slika 14).
Oba izolata zna¢ajno su suprimirala proizvodnju TNF-a te time ostvarili protuupalni ucinak.
Izolat M2 pokazao je najveci protuupalni potencijal suprimirajuci lu¢enje TNF-a za vise od 65
%. Rezultati su u skladu s Ménard i sur. (2004) gdje su takoder bakterije mlije¢ne kiseline
inhibirale proizvodnju TNF-a u uvjetima inducirane upale, statisticki znacajnije nego
komenzalne bakterije. Prethodna istrazivanja ukazuju kako navedena supresija proupalnih
citokina nije ograni¢ena samo na TNF-a nego ukljucuje i interleukine. Upravo prema De Marco
I sur. (2018) jedan od mehanizama imunomodulacijskog djelovanja je direktni kontakt
metabolita sa stanicama epitela i makrofagima. lako je veliki broj istraZivanja usmjeren na
kontakt samih probiotickih stanica i epitela, postoje studije koje ukazuju na protuupalna
svojstva samih metabolita. Primjerice, prema istrazivanju Maghsood i sur. (2018) supernatant
laktobacila modulira imunosni odgovor u stanju upale preko modulacije expresije gena

ukljucenih u upalne procese.

Kako bi se detaljnije ispitao sastav frakcija metabolita provedena je metabolomicka
analiza te su statistickom obradom detektirani metaboliti ¢ija je koncentracija znacajno veca u
frakcijama koje su pokazale protuupalnu aktivnost naspram neaktivne kontrole. Analiza glavnih
komponenti (engl. principal component analysis, PCA) potvrdila je kako zna¢ajno odvajanje
metaboli¢kih produkata aktivnog uzorka i kontrole (slika 15). Heatmap analiza (slika 16) i
metoda najmanjih parcijalnih kvadrata (slika 17) odvojile su statisticki znacajne metabolite.

Identificirani metaboliti prikazani su u tablici 23.
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Iz tablice 23 je vidljivo kako navedeni metaboliti pripadaju razli¢itim metabolickim
putevima. Navedeni se metaboliti mogu grupirati u cetiri okvirna segmenta: vezani uz
metabolizam i pregradivanje aminokiselina (f-hidroksi-p-metil-butirat, formil-L-metionin, 2-
metil-3-hidroksibutirat, N-acetilleucin, glutamat, indol-3-laktat), metabolizam polifenola (p-
hidroksi-fenil laktat, 4-vinilfenol), metabolizam Kkarnitina (acetilkarnitin) i metabolizam
mlije¢ne kiseline (DL-laktat). Iako je glutamat sastavni dio RPMI 1640 medija, znac¢ajno je visa
koncentracija pronadena u aktivnom uzorku u kojem je bila prisutna metaboli¢ka aktivnost
bakterija. Navedeno sugerira kako je potencijalno doslo do sineze glutamina pomocu izolata.
Prisutnost gdh gena odgovornog za sintezu glutamata ve¢ je ranije dokazana kod bakterija
mlijecne kiseline te je prekursor drugih aminokiselina no i bioloski aktivnih molekula kao §to
su y-aminobutiri¢na kiselina 1 glutation. Ranija istraZivanja su pokazala kako hidroksibutiratni
spojevi imaju protuupalni ucinak te je u in vitro uvjetima djelovanjem B-hidroksibutirata
smanjena razina mRNA proupalnih citokina, ukljuc¢ujuéi i TNF-a (Kim i sur., 2019). Bakterije
roda Lactobacillus, Lactococcus i Streptococcus i ranije su pokazale sposobnost proizvodnje i
akumulacije hidroksibutirata (Ylksekda i sur., 2003). Indol-3-laktat je protuupalna molekula
proizvedena od triptofana koju proizvodi Bifidobacterium infantis ATCC®15697™ (Meng i
sur., 2020). Nastanak p-hidroksi-fenil laktata u domaéinu detektiran je kod rodova
Lactobacillus i Bifidobacterium te se smatra kako je jedan od mogucih nacina nastajanja preko
metabolizma razgradnje fenolnih spojeva i preko intermedijera 3,4 — dihidroksifenil acetata
(Beloborodov i sur., 2009). U istrazivanju je pokazano kako su bakterije rodova Lactobacillus
i Bifidobacterium in vitro proizvele znatne koli¢ine hidroksifenillaktata te kako navedeni spoj
smanjuje proizvodnju reaktivnih Kisikovih radikala u mitohondrijima i neutrofilima
(Fedotcheva i sur., 2012). Lb. reuteri jer pokazao sposobnost pozitivne regulacije proizvodnje
acetil karnitina kod miseva (Yuying Liu i sur., 2019). U istrazivanju je dokazana protuupalna i
antioksidativna aktivnost acetil-karnitina i utvrdeno je kako se navedeni uéinci ispoljavaju
preko inhibicije ekspresije gena za upalne faktore i oksidativni stres tj. smanjenjem razine
MRNA i proteina za CRP, TNF-o, i IL-1B (Wang i sur., 2020). Laktat je i u ranijim
istrazivanjima prepoznat kao potencijalna efektorska molekula u prijensu upalnih procesa.
Laktat ima ulogu u modulaciji nekoliko signalnih puteva i transkripcijskih faktora te dostupni
dokazi upucuju kako laktat sudjeluje u stimulaciji razlicitih proton-osjetljivih receptora te je
uklju¢en u modulaciju imunosnih odgovora i onemoguéava provodenje odredenih signalnih
kaskada upalnih procesa (Monosalva i sur., 2021). Mehanizmi ispoljavanja protuupalnih

ucinaka su kompleksni i najées¢e ukljucuju vise od jednog faktora, stoga su potrebna daljnja
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istrazivanja kako bi se za svaki od relevantnih metabolita istrazio mehanizam djelovanja i

interakcija s mononuklearnim stanicama u upali.

Nakon analize bakterijskih metabolita, pri istoj indukciji upale provedena je
ekspresijska analiza tretiranih mononuklearnih stanica. Kako je najve¢u sposobnost redukcije
TNF-a u proslom eksperimentu pokazao izolat M2, provedena je analiza stanica nakon tretmana
metaboli¢kim frakcijama navedenog izolata. Primarno je analiziran broj detektiranih
eksprimiranih gena po kategorijama bioloskih procesa zadanih u mreznom sustavu Panther
(tablica 24). U uvjetima inducirane upale najveca razlika u broju eksprimiranih gena bila je u
procesima bioloSke regulacije, stani¢nih procesa, metabolickih procesa te odgovora na
stimulus. U uvjetima upale u prisutnosti metabolita izolata M2 dogodile su se promjene u broju
eksprimiranih gena kod vecine bioloskih procesa. Kako bi se iz dobivenih podataka pronasli
najznacajniji geni za upalni proces, provedeno je funkcionalno Kklasteriranje uzoraka u upali
pomoc¢u mreznog sustava David. U anotacijskom klasteru detektiran je metaboli¢ki proces
vezan za upalu s E. coli §to je potvrda upale inducirane LPS-om u uzorcima u eksperimentu. U
kontrolnom uzorku niti u prisutnosti metabolita izolata M2, ovaj put infekcije nije detektiran.
Detektirani upalni geni kodiraju za beta podjedinicu integrina, tubulin alfa 1a, tubulin alfa 4a,
tubulin alfa 1c i aktin beta. Integrini spadaju u porodicu ubikvitiranih heterodimernih receptora
te imaju kljuénu ulogu u stani¢noj proliferaciji, infekciji, upali i oporavku tkiva (Mezu-
Ndubuisi i Maheshwari, 2021). Beta integrini mogu inducirati unutarstani¢ne signalne puteve
neutrofila i makrofaga te posljedi¢no stimulirati proizvodnju i otpustanje citokina direktno ili
preko toll-like receptora (Wolf i sur., 2018). Remodeliranje aktinskog citoskeleta sudjeluje u
mehanizmu odgovora na disrupciju epitelne barijere u upanim procesima mukoznog tkiva
(Lechuga i Ivanov, 2021). U upalnom procesu izazvanim C. difficile dokazano je kako toksin
A mozZe uzrokovati deacetilaciju tubulina $to dovodi do depolimerizacije i narusavanja funkcije
epitelnih stanica (Nam i sur., 2010). Povec¢ana razina tubulina u skladu je s istrazivanjem gdje
je dokazano kako vezanje LPS-a inducira agregaciju tubulina te postoje odredeni dokazi kako
tubulin ima ulogu u LPS induciranoj aktivaciji stanica no mehanizmi 1 na¢in vezanja jo$ nisu
dovoljno istrazeni (Dziarski i sur., 2000). Rezultati ovog istrazivanja utvrdili su najvaznije
upalne procese u tretiranim stanica te su ti procesi utiSani u uzorcima s bakterijskim
metabolitima. Buduca istrazivanja trebaju se usredotoCiti na mehanizam onemogucéavanja

prijenosa upalnog signala koji je u uvjetima eksperimenta detektiran.
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5.5. Probiotic¢ka karakterizacija sojeva s antioksidativnom aktivnoSéu

S ciljem pronalaska izolata s najve¢im antioksidativnim potencijalom, provedeno je
preliminarno ispitivanje ukupne antioksidativne aktivnosti kao sposobnosti uklanjanja DPPH
slobodnih radikala. Izolat S1 iz fermentirane sirutke pokazao je najveéi potencijal
antioksidativnog djelovanja (slika 18). Mlije¢ni proizvodi, fermentirani s pomocu probiotic¢kih
bakterija i ranije su pokazali antioksidativni potencijal (Osuntoki i Korie, 2010). Takoder,
fermentacija pomocu bakterija roda Lactobacillus moZe pojacati antioksidativna svojstva i

smanjiti o$tecenje DNA (Xiao i sur., 2015).

Osim detekcije potencijala, u ovom je istrazivanju ispitan utjecaj uvjeta uzgoja za
ispoljavanje antioksidative aktivnosti. Ispitana je sposobnost rasta i provodenja fermentacije u
aerobnim, anaerobnim i respiratornim uvjetima (slika 19). lzolat je tolerantan na Kisik i
sposoban provoditi respiraciju te im je najveci rast zabiljezen u aerobnim uvjetima. Sli¢no je
ranije zapazeno kod sojeva izoliranih iz stolice dojenceta (Maresca i sur., 2018). Literatura
navodi rast u aerobnim uvjetima moze izazvati oste¢enja stanica, ali u nekih sojeva to moze
potaknuti otpornost na oksidativni stres (Amaretti i sur., 2013). Kako bi se navedeno svojstvo
ispitalo za izolat S1, stanice su izloZene uzgoju u uvjetima oksidativnog stresa (slika 20).
Vodikov peroksid i menadiona dokazani su uzro¢nici oksidativnog stresa na bakterijske stanice
(Arcanjo i sur., 2019; lanniello i sur., 2015). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako izolat
S1 pokazuje navecu otpornost na oksidativni stres u uvjetima aerobnog rasta. Pri koncentraciji
vodikova peroksida od 5 mM uocen je pad broja stanica za otprilike 50 % dok je pri visim
koncentracijama znacajno slabiji rast te je iznad 20 mM rast manji od 10 % naspram kontrole.
Pri izlaganju razli¢itim koncentracijama menadiona, pad manji od 10 % uocen je kod
koncentracija od 20 do 40 mM. Rezultati su u skladu s Maresca i sur. (2018) gdje je utvrdena
maksimalna koncentracija pri kojoj je detektirano preZivljenje bakterija mlije¢ne kiseline te je

iznosila 20 mM za vodikov peroksid i 10 mM za menadion u aerobnim uvjetima.

Kako bi se utvrdila ovisnost uvjeta uzgoja i sposobnost vezanja radikala inaktiviranih
stanica, ponovno je ispitana sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala za sve navedene
uvjete rasta 1 za termicki inaktivirane stanice. Odabrana su tri na¢ina zagrijavanja kako bi se
ispitalo koji na¢in povecava potencijal uklanjanja radikala (tablica 25). Izolat S1 uzgojen u
aerobnim uvjetima pokazao je znacajno najvecu sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (68
%). Druga najvisa vrijednost primjecena je kod termicki inaktiviranih stanica na 100°C tijekom
10 minuta obrade (59 %). Probioticka antioksidativna svojstva termicki inaktiviranih stanica

roda Lactobacillus primjec¢ena su i ranije u istrazivanju Jang i sur. (2018). Obzirom da se radi
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0 mrtvim stanicama, vezanje slobodnih radikala direktno je povezano sa stanicnom povr§inom.
Istrazivanje Li i sur. (2012) pokazalo je kako uklanjanje povrsinskih proteina zna¢ajno smanjuje
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala. Moze se zakljuciti kako je antioksidativna aktivnost
specifi¢na za pojedini soj, te da nain inaktivacije utjeCe na razinu antioksidativne aktivnosti.
Navedeno je dokazano u istrazivanju Song i sur. (2020) gdje su inaktivirane stanice (85 °C, 30
min) uklonile znacajno manje DPPH radikala nego vijabilne stanice, a suprotno tome, u
istrazivanju Ramalho i sur. (2019) inaktivirane stanice su uklonile viSe radikala, no inaktivacija
je bila pri viSoj temperaturi od 95 °C kroz 30 min $to je temperatura bliza koriStenoj u ovom

istrazivanju.

Obzirom da promjene na povrSini stanice utjeCu na antioksidativnu sposobnost, ispitan je
utjecaj prolaska kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog sustava na antioksidativni kapacitet
(slika 21). Nakon aerobnog uzgoja i izlaganja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava
primjecen je pad antioksidativne aktivnosti i broja stanica. Prolaskom kroz stresne uvjete pad
antioksidativne aktivnosti prati pad broja stanica $to je i oCekivano jer je ukupna aktivnost

uklanjanja DPPH slobodnih radikala direktno vezana uz broj stanica (Li i sur., 2012).

Daljnja analiza obuhvatila je izolaciju metabolita manjih od 2000 Daltona te ispitivanje
citotoksi¢nosti na ljudske stanice, takoder, ispitana je genotoksi¢nost bakterijskih metabolita na
stanice ljudske krvi. Ovaj stani¢ni model odabran je zbog svoje relativno lake dostupnosti,
stabilnog genoma, sinkroniziranoj fazi stani¢nog ciklusa te dobroj ekstrapolaciji rezultata za
druga tkiva. Metaboliti izolata S1 nisu pokazali citotoksi¢an ucinak na stanice ljudske krvi

(Slika 22A) niti je zapazena genotoksi¢nost metabolita naspram kontrole (slika 22B).

Mononuklearnim stanicama izoliranima iz ljudske krvi izazvani su uvjeti oksidativnog stresa
indukcijom pomoc¢u vodikovog peroksida te je mjerena genotoksi¢nost u prisutnosti metabolita,
toplinski inaktiviranih stanica te kombinacijom inaktiviranih stanica i metabolita (slika 30C).
Oste¢enja DNA vidljiva su kao povecanje intenziteta repa kometa. Uocena oStecenja posljedica
su jednolancanih i dvolancanih lomova u DNA, lomovi povezani s nepotpunim ekscizijskim
popravkom, unakrsna povezivanja u DNA i mjesta osjetljiva na luzine (Tice i sur., 2000). Prema
rezultatima ovog istrazivanja oksidativno oStecenje je vidljivo u induciranom uzorku te kako je
znacajno smanjeno oStecenje DNA u prisutnosti metabolita izolata S1 i inaktiviranih stanica.
Izrazit potencijal uocen je analizom uc¢inka kombinacije inaktiviranih stanica i metabolita, jer
je ustanovljeno znacajno smanjenje oStecenja Nego upotrebom zasebnih komponenti. Moguc¢i
mehanizam spomenutog djelovanja potencijalno ukljucuje simultano vezanje reaktivnih

kisikovih radikala (Nataraj i sur., 2020) i indukciju gena za popravak DNA. Znacaj ovakvih
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rezulatata je u mogucoj primjeni inaktiviranih paraprobiotika koji su otporniji na procesne

parametre (de Almada i sur., 2016).

Dodatno je ispitana protuupalna aktivnost metabolita S1 u indukciji upale LPS-om (slika 23).
Metaboliti su zna€ajno inhibirali proizvodnju TNF-a te su time rezultati sliéni onima vec
objasnjenima za izolat M2. Prema rezultatima se moZe zakljuciti kako izolat S1 izoliran iz
sirutke ima znacajan potencijal primjene kao paraprobiotik te u kombinaciji inaktiviranih
stanica 1 metabolita moze se primjenjivati za obranu od nastalog oksidativnog i upalnog stresa

u crijevima.

5.6. ViSeslojna mikroinkapsulacija odabranih probioti¢kih sojeva

Obzirom na rezultate istrazivanja, najpotentniji izolati (M1, M2, KO4, A8, B2 i S1)
uspjeSno su inkapsulirani u alginatni 1 kitozanski nosa¢. PovrSina kapsula obloZena je
biomasom izolata M1 1 KO4 kako bi se osiguralo njihovo brzo otpustanje u ustima jer su
pokazali potencijal primjene u zastiti zuba i pridruzenih tkiva. Ispod sloja biomase navedenih
sojeva, nalazi se kitozanski omota¢ u kojemu su sadrzani izolati A8 1 B2 koji su pokazali
znacajnu antimikrobnu aktivnost prema H. pylori. Iako postoje indikacije da kitozan ne pruza
mehanicku zastitu od uvjeta gastrointestinalnog sustava (Suvarna i sur., 2018), racunajuci na
svojstvo otapanja u kiselom mediju (Pardo-Castafio i Bolafios, 2019) u ovom je istrazivanju
odabran kao nosac izolata Cije je otpusanje u kiselom mediju zeluca potrebno kako bi se ispoljili
dokazani ucinci u inhibiciji H. pylori. Naposlijetku, u treCem dijelu mikroinkapsulata nalazi se
alginatna jezgra u kojoj su imobilizirani izolati M2 i S1 kako bi se ciljanim otpuSanjem u
crijevima ispoljili protuupalni i antioksidativni u¢inci. Pripremljene mikrokapsule prikazane su

na slici 24.

Kako bi se utvrdilo otpustanje zeljenih izolata u ciljanom dijelu gastrointestinalnog
sustava, pripremljene su testne mikrokapsule koje su sadrzavale sve spomenute slojeve
matriksa, ali su za svaki tip sadrzavale izolate u jednom sloju, dok su druga dva bila prazna
kako bi se preciznije izmjerilo otpustanje iz svakog sloja. Broj otpuStenih stanica iz 1,30 g
mikrokapsula (Sto odgovara jednoj dozi) u svakom dijelu simuliranog gastrointestinalnog
sustava prikazan je naslici 25. U prva dva odjeljka broj stanica veéi je od 10° stoga je zadovoljen
preduvijet za probioticke preparate jer se generalno smatra kako broj stanica > 10° omoguéuje
ispoljavanje korisnih probiotickih u¢inaka (Nualkaekul i sur., 2012). Najmanje otpustanje
zabiljeZeno je u simuliranom soku tankog crijeva Sto je u skladu s literaturom jer se alginatne

kapsule razgraduju tek u debelom crijevu te se ondje ciljano otpustaju probioticke bakterije
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(Zhang i sur., 2021). Obzirom na rezultate moze se zakljuciti kako je ostvareno ciljano
otpustanje dovoljnog broja inkapsuliranih izolata u domacinu, te su probioticke bakterije
sadrzane u alginatnom sloju u ve¢em postotku ostale u nosacu te se njihovo otpustanje provodi

u debelom crijevu gdje mogu ispoljiti dokazane korisne ucinke.

Pripremljene mikrokapsule skladistene su 15 dana na razli¢itim temperaturama (-20 °C,
+4°C te na sobnoj temperaturi). Nakon vremena skladistenja, kapsule su depolimerizirane te je
odreden broj stanica i mikrobioloska ispravnost kapsula (tablica 26). Iz rezultata je vidljivo
kako je broj bakterija mlijecne kiseline zadovoljavaju¢i na svim ispitanim temperaturama.
Najveci pad detektiran je na sobnoj temperaturi no ukupan broj stanica zadovoljava probioticki
kriterij. U uzorcima nije detektirana prisutnost patogenih bakterija te se postupak moze smatrati

mikrobioloski ispravnim.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Uspjesno je izolirano 60 izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz uzoraka mlijeka magarice i
kobile te stolice dojenceta te su izolati koji su iskazali najveci probioticki potencijal (M1, M2,
KO4, KO9, A4, A8, B2, B12, B16) nakon osnovne karakterizacije identificirani kao pripadnici

roda Lactobacillus kojima je provedena usmjerena probioticka karakterizacija.

2. Lactobacillus plantarum M1 i Lactobacillus plantarum KO4 pokazali su znacajan potencijal
primjene u zastiti zuba i pridruzenih tkiva preko visokog stupnja koagregacije s patogenim
bakterijama uzro¢nicima oboljenja zuba te antimikrobne aktivnosti i sposobnosti inhibicije

biofilmova patogena.

3. Izolati A8 i B2 izolirani iz stolice dojenceta pokazali su najbolju sposobnost u inhibiciji rasta
Helicobacter pylori te visokim stupnjem koagregacije stoga iskazuju potencijal u zastiti od

zelucanih oboljenja uzrokovanih tom patogenom bakterijom.

4. Izolati M2 i KO9 iskazali su protuupalni potencijal suprimiraju¢i proizvodnju proupalnog
citokina TNF-a u uvjetima inducirane upale. Kako je izolat M2, iz mlijeka magarice, pokazao
veci stupanj protuupalne aktivnosti, metabolomi¢kom analizom je detektirano deset metabolita
koji su prisutni u aktivnoj frakciji metabolita te potencijalno sudjeluju u protuupalnim

mehanizmima.

5. Ekspresijskom analizom limfocita izoliranih iz ljudske krvi u uvjetima upale u prisutnosti
metabolita izolata M2 ustanovljeno je da blokiraju metaboli¢ki proces infekcije s patogenom E.
coli. Navedeno je zakljuceno jer ekspresija gena koji sudjeluju u tom procesu (beta podjedinica
integrina, tubulin alfa 1a, tubulin alfa 4a, tubulin alfa 1c, aktin beta), a vidljivi su u kontrolnom

uzorku, nisu detektirani u prisutnosti metabolita izolata M2.

6. Izolat S1 pokazao je naveci antioksidativni potencijal te su u aecrobnom uzgoju bakterijske
stanice najotpornije na oksidativni stres. S1 proizvodi metabolite manje od 2000 Daltona koji
u uvjetima oksidativnog stresa imaju protektivan uc¢inak na DNA ljudskih mononuklearnih
stanica. Najveci stupanj zastite pri oksidativnom stresu zabiljeZen je u prisutnosti metabolita
izolata S1 i termicki inaktiviranih stanica. Osim antioksidativnog, izolat S1 pokazao je i

protuupalni potencijal inhibiraju¢i proizvodnju TNF-a u induciranoj upali.
7. Izolati koji su pokazali najveci potencijal prilikom ciljane probioti¢ke karakterizacije (M1,
KO4, A8, B2, M2, S1) uspjesno su mikroinkapsulirani u viseslojnu probioticku kapsulu
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koriStenjem matriksa, alginata i kitozana. Proizvedene kapsule ciljano su otpustile izolate M1 i
KO4 u simuliranim uvjetima usne Supljine, izolate A8 i B2 u simuliranom Zelu¢anom soku te

izolate M2 i S1 u simuliranom soku tankog crijeva.
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