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1. UvOD

Dugo se vremena smatralo da je majéino mlijeko sterilno, a pretpostavljalo se da je
prisutnost bakterija rezultat kontaminacije. Smatralo se da mikroorganizmi u mlijeku potjecu
od trudnica s mastitisom, iz kozZe, vagine, crijeva ili usne Supljine. Prvi opisi bakterijske
raznolikosti humanog mlijeka zdravih Zena 2003. godine temeljili su se na in vitro metodama
uzgoja (Heikkilda i Saris, 2003). Od tada su objavliene mnoge studije o bakterijskim
zajednicama humanog mlijeka, koje koriste metode ovisne o kulturi i neovisne o kulturi (Kozak
i sur., 2015; Ruiz i sur., 2019).

Autohtono prisutne bakterije u humanom mlijeku pripadaju ve¢inom sojevima Lactobacillus
i Bifidobacterium, koje su korisne bakterije, te se istrazuju kao kandidati za probiotike (Ruiz i
sur., 2019). Mikrobiom maijcinog mlijeka izvor je sojeva za formiranje intestinalne mikrobiote
novorodenceta.

Upravo Lactobacillus bakterije, imaju kapacitet prezivljavanja nepovoljnih uvjeta
gastrointestinalnog trakta, kao sto su kiseli pH, Zuéne soli, oksidativni i osmotski stres. Takoder
se prilagodavaju uvjetima izgladnjivanja pri iscrplienosti odgovaraju¢ih supstrata, te se
specificnim staniénim mehanizmima adaptiraju na razli€ite stresne uvjete.

Bani¢ i suradnici (2022) su potvrdili prisutnost Levilactobacillus brevis i Limosilactobacillus
fermentum sojeva u humanom mlijeku, koji su identificirani pristupima slijede¢e generacije
sekvenciranja. Primjer su korisnih bakterija koje se izolirane iz mikrobiote maj¢inog mlijeka te
se pretpostavlja njihova funkcionalna uloga u zdravlju dojenceta (Bani¢ i sur., 2022).

Cilj ovog rada bio je odrediti in vitro preZivljavanje sojeva Lactobacillus brevis i
Limosilactobacillus fermentum, prethodno izoliranih iz mikrobiote maj¢inog mlijeka, te
procijeniti zatitni u€inak dojenacke formule prilikom tranzita analiziranih sojeva u simuliranim
uvjetima gastrointestinalnog trakta. Da bi korisne bakterije pozitivno djelovale na organizam
domacina, vazno je da preZive prolazak kroz gastrointestinalni trakt, te je za ispitivanje korisSten
gastrointestinalni model. Dodatno je analizirana tolerancija sojeva na Zu€ne soli. To je Cimbenik
koji smanjuje koli€inu prezivjelih bakterija nakon in vitro simulacije gastrointestinalnog trakta,
te pomaze predvidjeti potencijal bakterija da preZive specifiCnije uvjete in vivo. Zato je u svrhu
daljnje karakterizacije odabranih sojeva, ispitano prezivljavanje sojeva pri specificnoj

koncentraciji Zu€nih soli primjenom in vitro metodologija (Charteris i sur., 2000).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA NOVOROBENCADI - ULOGA | METABOLICKA
AKTIVNOST

Majcino mlijeko je optimalan izvor nutrijenata i bioloski aktivnih tvari potrebnih za prehranu,
rast i razvoj novorodenceta. Sastoji se od to€ne koli€ine hranjivih tvari i bioaktivnih spojeva
kako bi se osigurala potpuna prehrana za dojence u razvoju, kao i od korisnih bakterija koje
Stite osjetljivi imunoloski sustav od bolesti (slika 1) (Lyons i sur., 2020). Unato¢ tome §to se
dugo vremena smatralo sterilnom tekucinom, istrazivanja su pokazala da maj¢ino mlijeko
sadrzi niz korisnih bakterija, tj. vlastiti mikrobiom (Hennet T i Borsig, 2016). Mikroorganizmi su
vazne bioaktivhe komponente ljudskog mlijeka i postoji sve veci interes za istrazivanje ucinka
ljudskog mlijeka na zdravlje majke i djeteta. Prirodno prisutne bakterije u ljudskom mlijeku
imaju GRAS (engl. Generally recognized as safe) status i potencijalno probiotiCko djelovanje.
(Ruiz i sur.,, 2019). Mikrobiom maj¢inog mlijeka vazan je za ranu Kkolonizaciju
gastrointestinalnog sustava dojenceta korisnim bakterijama. Kada maj€ino mlijeko nije opcija,
dojenacka nadomjesna formula primjenjuje se kao alternativna prehrana za opskrbu djeteta
osnovnim hranjivim tvarima. Dodavanje probiotika u formulu koristi se za poticanje rasta
bakterija u crijevima.

Prema definiciji probioticki sojevi su Zivi mikroorganizmi koji primijenjeni u dovoljno visokoj
koncentraciji mikrobnih stanica doprinose zdravlju domacdina (Kaur Sarao i Arora, 2017;
FAO/WHO, 2002). Vecina probiotiCkin bakterija su sojevi iz rodova Lactobacillus i
Bifidobacterium (Guarner i sur., 2005; Sanders, 2003; Salminen i von Wright, 1998). Da bi se
pojedini soj smatrao probiotikom mora ispuniti stroge kriterije, kao §to su otpornost na
nepozeljne uvjete gastrointestinalnog trakta (otpornost na Zelu€anu kiselinu i Zuéne soli), ne
smiju biti toksi¢ni, ne smiju imati prenosive gene odgovorne za antibiotiCku rezistenciju tj.
sigurni su za humanu upotrebu. Uz to, odabrani sojevi moraju pokazati sposobnost adhezije i
kolonizacije u gastrointestinalnom traktu (GIT) (Kaur Sarao i Arora, 2017; Guarner i sur., 2005;
Morelli, 2000).

Uspostavljeni intestinalni mikrobiom ima klju¢nu ulogu u odrzavanju cjelokupnog zdravlja
djeteta, te sudjeluje u raznim metabolickim aktivhostima koje znacCajno utjeCu na tjelesne
funkcije (Lyons i sur., 2020).

Prvenstveno, jedna od klju¢nih uloga mikrobioma je pomo¢ u probavi i apsorpciji hranjivih
tvari. Mikrobiom je ukljuen u sintezu i apsorpciju esencijalnih vitamina i poveéava njihovu
bioraspolozivost, te je vazan za razgradnju lijekova i toksina. Bakterije u majCinom mlijeku
doprinose probavi dojen€adi razgradnjom Secera i proteina. Ta je mogucénost posebno vazna,
jer je prolazak hrane kroz gastrointestinalni trakt kod dojencadi kraéi nego kod odraslih, te je

pH Zeluca dojenceta visi nego kod odrasle osobe. Zbog toga se u crijevima dojencadi sojevi



Lactobacillus iz ljudskog mlijeka smatraju metaboliCki aktivnima i povecavaju proizvodnju
funkcionalnih metabolita. Kao rezultat toga, oni poboljSavaju rad crijeva i povecavaju
uCestalost i volumen stolice. (Fernandez i sur., 2013.)

Osim §to je vazan za razvoj gastrointestinalnog sustava, mikrobiom ima zastitnu ulogu i
sudjeluje u razvoju i modulaciju imunoloskog sustava djeteta. Njihova interakcija pomaze
imunoloskom sustavu dojenéeta razlikovati Stetne patogene od vlastitih stanica ili korisnih
bakterija. Time se smanjuje rizik od pretjeranih reakcija poput alergija, infekcija i autoimunih
bolesti. Uz to, mikrobiom proizvodi metabolicke nusprodukte koji utje€u na imunolosku
aktivnost, $to pomaze regulirati ravnotezu izmedu proupalnih i protuupalnih signala. To je bitno
za odrzavanje zdravog imunoloskog sustava i zastitu od bolesti (Yang i sur., 2016).

Potpuna kolonizacija crijeva dogada se unutar otprilike 3 godine Zivota, kada se postize
homeostaza. Brojna istrazivanja su pokazala da je rani razvoj zdravog crijevnog mikrobioma i
odrzavanje homeostaze povezano s dugoroCnim zdravstvenim prednostima, kao 3to su
smanjeni rizik od pretilosti, dijabetesa i drugih metaboli¢kih poremeéaja kasnije u Zivotu
(Cabrera-Rubio i sur., 2012).
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2.2. PROBAVA HRANE U GASTROINTESTINALNOM TRAKTU DOJENCADI

Gastrointestinalni trakt (GIT) Covjeka najveca je dinamicka barijera tijela s okolinom koja
sadrzi slozenu mikrobnu zajednicu. Crijevni epitel omogucuje unos hranjivih tvari, lu€i vodu i
elektrolite, a istovremeno djeluje kao barijera za patogene i toksine (Sengupta i sur., 2013).
Zdrava probava je klju¢na jer razgraduje hranu na hranijive tvari koje tijelo treba za energiju i
rast. Omogucuje apsorpciju vitamina, minerala i drugih vitalnih tvari uz eliminaciju otpada.
Pravilna probava takoder podupire imunoloski sustav, odrzava zdravlje crijeva i osigurava
opcu dobrobit (Botes, 2008).

Probava pocinje u ustima, gdje slina sadrzi enzim amilazu za razgradnju $kroba i mucin za
podmazivanje hrane. Hrana se gutanjem pomice kroz jednjak u zeludac, pomocu valovitih
miSicnih pokreta (peristaltika). Na kraju jednjaka, hrana se prazni u gornji dio zeluca: korpus i
fundus. Zeludac mije$a hranu sa Zelu¢anim sokovima, pri &emu se stvara smjesa polutekuéeg
sadrzaja, himus. Sokovi sadrze klorovodi¢nu kiselinu, pepsinogen (za razgradnju proteina) i
hormone poput gastrina koji reguliraju probavni proces (Guyton, 1991). Pri donjem dijelu
Zeluca ili pilorusa, miSi¢ni ventil kontrolira otpustanje himusa u prvi dio tankog crijeva koji se
naziva dvanaesnik. Duodenum je dugaak samo 25 cm, ali najveci dio probave odvija se u
ovom podrucju. Himus se u dvanaesniku mije$a s enzimima iz gusterace i zuci, omogucujuci
razgradnju ugljikohidrata, masti i proteina.

Apsorpcija hranjivih tvari odvija se u crijevima. Sluznica crijeva ima mnogo nabora
(Kerckringovi nabori) koji povecavaju povrsinu sluznice priblizno tri puta. Ti se nabori protezu
kruzno duz veceg dijela crijeva i dobro su razvijeni u duodenumu i jejunumu. Male resice
pokrivaju cijelu povrSinu tankog crijeva (Kerckringovi nabori). Resice i mikrovilli poveéavaju
apsorpcijsku povrsinu sluznice do 600 puta.

Neprobavljeni sadrzaj dospijeva peristaltikom u debelo crijevo gdje je prisutna visoka
koncentracija mikrobne, pretezito bakterijske populacije, crijevne mikrobiote. Bakterije
fermentiraju dio neprobavljenog materijala, proizvodeci kratkolan¢ane masne kiseline. Kratko
lan€ane masne kiseline koriste se kao izvor energije za bakterije i stanice koje oblazu debelo

crijevo. Na kraju, preostali dio sadrzaja eliminira se fecesom (Botes, 2008).

2.2.1. Bakterijske vrste u gastrointestinalnom traktu dojencadi

Ljudski gastrointestinalni trakt, kao jedan od najslozenijih ekosustava u tijelu, sadrziizmedu
500 i 1000 razli¢itih vrsta bakterija (filotipova) te €ak do 7000 razli€itih bakterijskih sojeva. Ove
bakterije neprestano medusobno djeluju i komuniciraju s domacinom. Takva interakcija
rezultira stvaranjem raznolike i dinamicne mikrobiote, Ciji se sastav stalno prilagodava
razliitim unutarnjim i vanjskim Cimbenicima. Vazno je napomenuti da je svaka osoba

jedinstvena po sastavu svoje crijevne mikrobiote, $to ovisi o nizu faktora poput genetskih



karakteristika, prehrambenih navika, te opéeg zdravstvenog i fizioloSkog stanja. Osim toga,
urodena i steCena obiljezja imunoloSkog sustava takoder imaju kljuénu ulogu u oblikovanju
mikrobiote (Pelaseyed i sur., 2014).

lako se bakterije smatraju dominantnim stanovnicima gastrointestinalnog trakta, ovaj
ekosustav uklju€uje i druge vrste mikroorganizama. Uz bakterije, u probavnom traktu mogu se
naci i eukariotski virusi, bakterijski virusi poznati kao bakteriofagi, gljive te arheje, $to dodatno
doprinosi slozenosti ovog mikrobioma (Lim i sur., 2015).

Bakterijske vrste koje su izolirane iz ljudskog gastrointestinalnog trakta mogu se grupirati
u tri osnovne skupine prema njihovoj prisutnosti i funkciji u mikrobioti:

1. Autohtona ili rezidentna flora — Ovo su mikroorganizmi koji su gotovo uvijek prisutni u
velikom broju u probavnom sustavu i predstavljaju stabilan, dugotrajan dio mikrobiote.
Primjeri takvih bakterija ukljuéuju rodove Bacteroides, Bifidobacterium i druge sliéne
mikroorganizme koji igraju kljuénu ulogu u odrZzavanju zdravlja probavnog sustava.

2. Rezidentna flora prisutna u manjim ili umjerenim koli¢inama — Ova skupina ukljuéuje
bakterije koje su prisutne u normalnoj mikrobioti, ali u zna¢ajno manjim brojevima. To
su, primjerice, Clanovi obitelji Enterobacteriaceae, te rodovi poput Streptococcus i
Lactobacillus, koji i dalje pridonose ravnotezi mikrobiote.

3. Prolazna flora — Mikroorganizmi iz ove skupine povremeno su prisutni u probavnom
sustavu, ali ne tvore stabilni dio mikrobiote. Oni obi¢no dolaze iz vanjskih izvora, poput
okolisa ili drugih dijelova tijela, i ukljuCuju rodove kao Sto su Staphylococcus,

Haemophilus, Bacillus i Corynebacterium (Mitsuoka, 1992).

Razvoj crijevne mikrobiote zapocinje odmah nakon rodenja i podlozan je brojnim
promjenama tijekom prvih mjeseci i godina zivota. Do kraja prve godine Zivota, u crijevima
dojencadi dominiraju bakterije iz rodova Bacteroidetes i Firmicutes. Na redoslijed kolonizacije
bakterija uvelike utjeCu cCimbenici poput naCina poroda, prehrane dojenceta i primjene
antibiotika. Primjerice, vaginalni porod omogucuje kolonizaciju crijeva bakterijama iz
vaginalnog trakta majke, poput rodova Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella,
Escherichia i Streptococcus. S druge strane, djeca rodena carskim rezom ¢&esto imaju
mikrobiotu sli€niju koznoj mikrobioti majke, s povecanom prisutno$¢u bakterija poput
Staphylococcus te smanjenim udjelom Bifidobacterium i Bacteroides (Biasucci i sur., 2010;
Dominguez-Bello i sur., 2010).

Prehrana ima kljuénu ulogu u oblikovanju crijevne mikrobiote tijekom ranih faza Zivota.
Maijcino mlijeko, kao prvi i prirodni izvor prehrane za novorodenc¢ad, pruza jedinstvene sastojke
koji poti€u rast korisnih bakterija. Medu njima su oligosaharidi, slozeni Seceri koji hrane korisne
bakterije, zatim lizozimi i laktoferin, koji imaju antimikrobna svojstva i Stite od Stetnih

mikroorganizama, te antitijela i citokini koji jacaju imunoloSki sustav. Zajedno, ovi spojevi



stvaraju optimalne uvjete za rast bakterija kao Sto su Bacteroides, Bifidobacterium i
Lactobacillus, koje su poznate po svom pozitivnom ucinku na zdravlje (Bertelsen i sur., 2016).

lako se pokazalo kako dojenje ima koristan u€inak na razvoj i sazrijevanje crijevne
mikrobiote dojen¢adi, vec je poznato kako postoje situacije u kojima ono nije uvijek moguce.
U takvim slu¢ajevima se koriste adaptirane djecje formule koje nastoje biti Sto sli¢nije maj¢inom
mlijeku. Medutim, crijevna mikrobiota dojen€adi hranjene majcinim mlijekom razlikuje od
crijevne mikrobiote dojen€adi koja je hranjena adaptiranim dje¢jim formulama. Djecjim
formulama cesto nedostaju razliCite bakterijske zajednice prirodno prisutne u majéinom
mlijeku. Kako bi se nadomijestile, dodavanje prebiotika u nadomjesnu formulu uobi¢ajena je
praksa za poticanje rasta korisnih bakterija i podrzavanje razvoja neonatalne mikrobiote
(Lyons i sur., 2020).

2.3. MEHANIZMI ADAPTACIJE STANICE LACTOBACILLUS NA UVJETE
GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

U majcinom mlijeku postoji viSe od 200 sojeva bakterija, ukljuéujuéi i Lactobacillus
bakterije. Njihova prisutnost je iznimno vrijedna u oblikovanju pravilne mikrobiote djeteta.
Probioti¢ki potencijal Lactobacillus sojeva dobivenih iz maj¢inog mlijeka sli¢an je potencijalu
sojeva koji se koriste u komercijalnim probioti¢kim proizvodima. Imaju sposobnost prianjanja i
interakcije s epitelom i slojevima sluznice, dok prezivljavaju neprijateljske uvjete
gastrointestinalnog trakta i konkurentsku mikrobiotu. Takoder, cijeni se njihova sigurnost zbog
prirodnog podrijetla, antiinfektivnih i imunomodulacijskih svojstava. (Lubiech i Twaruzek,
2020).

Tijekom svog prolaska kroz gastrointestinalni trakt, stanice laktobacili izlozeni su
¢imbenicima stresa iz okoliSa kao $to su nizak pH, zuéne soli, oksidativni i osmotski stres,
nedostatak nutrijenata. Lactobacillus bakterije su razvile strategije za prezivljavanje stresnih
uvjeta, tako da se oslanjaju na koordiniranu ekspresiju ili potiskivanje odredenih gena. Takva
prilagodba na stres moze promijeniti stani€ne procese poput staniChe diobe, sastava
membrane, transportnih sustava i metabolizma DNA. Regulaciju ovih gena provode ¢imbenici,
poput proteina, koji mogu kontrolirati viSe gena odjednom. Nacin na koji Lactobacillus reagiraju
na stres ovisi o specificnom soju ili vrsti bakterije i vrsti stresa s kojim se suoCavaju (Sengupta
i sur., 2013).

2.3.1. Adaptacija na uvjete visokih koncentracija kiselina i Zucni stres

Prezivljavanje kiselih uvjeta Zeluca Lactobacillus vrste postizu prilagodbom na niski pH
putem mehanizma koji se naziva reakcije tolerancije na Kkiselinu (engl.acid tolerance

response , ATR). Studije s varijantama L. acidophilus otpornim na kiselinu i Zu¢ sugeriraju da



dva sustava rade zajedno kako bi pruzila zastitu od kiselog stresa. Jedan od njih je vec¢
postojeci sustav prisutan u bakterijama i aktivira se kao odgovor na kiselinu, te drugi De novo
mehanizam sinteze proteina, gdje se proizvode novi proteini koji pomazu bakterijama da se
prilagode kiseloj sredini (Sengupta i sur., 2013).

Jedan od kljuénih mehanizama za toleranciju zuci kod vrsta Lactobacillus je proizvodnja
enzima hidrolaze Zuénih soli. Zuéne kiseline su konjugirane s glicinom ili taurinom u jetri i ulaze
u crijeva, gdje ih enzimi mogu hidrolizirati u slobodne zucéne kiseline, smanjujuéi njihova
svojstva sliCna deterdzentu i sprieCavajuci ostecenje stanicne membrane bakterija (Sengupta
i sur., 2013).

Tijekom prilagodbe bakterijskih stanica na zu€ni i kiseli stres uklju¢eni su mnogi mehanizmi
rezistencije koji rezultiraju promjenom povrSinskih  struktura stanica laktobacila.
Makromolekule koje sacinjavaju stanic¢nu stijenku i membranu bakterijske stanice pridonose
odrzavanju cjelovitosti stanice u ovim stresnim situacijama. Lactobacillus bakterije modificiraju
sastav masnih kiselina svoje stani¢éne membrane kao odgovor na nizak pH i Zu¢ne soli, te tako
odrzavaju integritet i funkcionalnost stanice pod stresom. Pokazalo se da Zuéne soli i kolesterol
izazivaju promjene u lipidnoj stani¢noj membrani L. reuteri, dok nizak pH uzrokuje promjene u
sastavu masnih kiselina oralnog soja L. casei (Fozo i sur., 2004.).

Takoder, istrazivanja odgovora na kiselinu i Zu¢ne soli u razli¢itim vrstama Lactobacillus
identificirali su gene ukljuéene u biosintezu peptidoglikana (PG) i drugih funkcija stani¢ne
ovojnice. Peptidoglikan (PG) je kriti€na komponenta bakterijske stani¢ne stijenke koja pruza
strukturnu potporu i pomaze u zastiti stanice od stresa iz okoliSa. Kada su bakterije
Lactobacillus izloZene kiselini ili zu€i, one reguliraju gene koji pomazu ojacati njihove stani¢ne
stijenke, €inedi ih otpornijim na uvjete. Analiza ekspresije gena L. acidophilus identificirala je
velik broj gena uklju€enih u biosintezu PG i proteina na povrSini stanice koji se razli¢ito
eksprimiraju nakon izlaganja zuci. SrtA (engl. Sortase A) je protein koji pomaze priCvrstiti
odredene povrSinske proteine na stani¢nu stijenku, te ima ulogu u interakciji bakterije s
okolinom i tako pomaze odrzati integritet stanice (Sengupta, 2013).

Za druge strukture stani¢ne povrSine, kao $to su lipoteihonska kiselina (engl. Lipoteichoic
acids, LTA), teihonske Kkiseline stani¢ne stijenke (engl. Wall teichoic acids, WTA) i
egzopolisaharidi (engl. Exopolysaccharides, EPS), takoder se pretpostavlja da imaju ulogu u
pravilnom funkcioniranju integriteta stanice u kiselim uvjetima i u prisutnosti zuc¢i. To su
molekule koje su dio bakterijske stani¢ne stijenke i ukljuéene su u odrzavanje stani¢nog oblika,

stabilnosti i sposobnosti prianjanja na povrSine (Sengupta, 2013).



2.3.2. Adaptacija na oksidativni i osmotski stres

Uz kiselinski i Zu€ni stres, vazna je sposobnost prezivljavanja laktobacila u oksidativnom i
osmotskom stresu u gastrointestinalnom traktu. Oksidativni stres uzrokovan je izlaganjem
stanice reaktivnim metabolitima kisika (engl, reactive oxydative species, ROS), te moze
nepovoljno utjecati na staniénu funkciju. Reaktivni metaboliti kisika nastaju kao rezultat
djelomi¢ne redukcije kisika na superoksidne anionske radikale (03), hidroksilne radikale (OH™)
i vodikov peroksid (H,0,). ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline, u stanicnoj membrani,
osjetliive su na izlaganje ROS-u, $to dovodi do procesa koji se naziva peroksidacija
membranskih lipida i do promjene proteina. Peroksidacija membranskih lipida i promjene
proteina mogu utjecati na propusnost stanichne membrane i osmoregulaciju (Miyoshi i sur.,
2003).

Kako bi se smanjila Steta uzrokovana ROS-om, laktobacili se suprotstavljaju stvaranju
ROS-a uz pomo¢ enzima kao $to su katalaza, NADH oksidaza/peroksidiza i superoksid
dismutaza (SOD) ili uz pomoé neenzimskih spojeva kao $to su askorbat, glutation i Mn?*.
Otpornost na oksidativni stres uvelike varira izmedu vrsta i sojeva. Mehanizmi upravljanja
stresom kreéu se od sprjeCavanja stvaranja ROS-a, eliminacije ROS-a i obrane od
oksidativnog osteéenja do popravka oksidativnog ostecenja (Guchte i sur., 2002).

Laktobacili su Cesto izlozeni promjenama u osmolarnosti u svojoj okolini, $to moze ugroziti
bitne stani¢ne funkcije. Promjene u koncentraciji otopljenih tvari u okoliSu uzrokuju promjene
u stani€nom turgorskom tlaku, $to dovodi do promjena u stanichom volumenu. Kako bi odrzali
tlak turgora i zadrzali vodu u stanici, laktobacili u hiperosmotskim uvjetima, kada okolina ima
viSu koncentraciju otopljenih tvari nego unutrasnjost stanice, nakupljaju kompatibilne otopljene
tvari. Nasuprot tome, u hipoosmotskim uvjetima, kada okolina ima manju koncentraciju
otopljenih tvari nego unutar stanice, laktobacili oslobadaju kompatibilne otopljene tvari
(Sengupta, 2013).

2.3.3. Adaptacija na uvjete nedostatka hranjivih tvari

Izgladnjivanje, tj. nedostatak hranjivih tvari je jedan od naj¢e$c¢ih vrsta stresa s kojima se
suoCavaju laktobacili. Sposobnost prilagodbe specifi€noj prehrambenoj okolini vazna je za
laktobacile i osigurava im vrijeme zadrzavanja i preZivljavanje u gastrointestinalnom traktu.
NestaSica hranjivih tvari kod laktobacila uglavnom je proucavana ograniCavanjem opskrbe
ugljikohidratima, fosfatima i duSikom. Laktobacili se prilagodavaju ovim nutritivnim
nedostatcima regulacijom sinteze nukleinskih kiselina i proteina i/ili razgradnjom vec¢ postojecih
proteina i sintezom aminokiselina (Chatterji i Kumar, 2001).

Uvjeti ekstremnog stresa u okoliSu mogu neizravno izazvati gladovanje smanjenjem
aktivnosti prijenosnika, proteina koji pomaZzu bakterijama da apsorbiraju hranjive tvari iz svoje

okoline (Konings i sur., 1997). NestaSica hranjivih tvari dovodi do zaustavljanja rasta. Kada



udu u stacionarnu fazu, stadij ciklusa rasta u kojem se prestaju dijeliti zbog nedostatka hranjivih
tvari, mogu smanijiti veli¢inu svoje stanice kako bi smanijili potrebe za energijom i resursima.
Ova promjena stani¢ne morfologije i diobe pomaZze bakteriama u oCuvanju resursa i
omogucuije dulje prezivljavanje u stresnim uvjetima. Takoder, poznato je da kada bakterije udu
u stacionarnu fazu opcéenito postaju otpornije na razne stresore, kao Sto su toplina, kiselost i
oksidativni stres (Guchte i sur., 2002.).

lako neki proteini mogu biti inducirani visestrukim stresnim uvjetima, samo nekoliko njih je
zajedni¢ko svim vrstama stresa. Ovo sugerira da iako bakterije imaju specificne odgovore na
pojedinacne stresove, one takoder dijele neke opce mehanizme koji im pomazu da se nose s

razli¢itim izazovima okolia (Sengupta, 2013).

2.5. MEHANIZMI ADHEZIJE BAKTERIJA LACTOBACILLUS U
GASTROINTESTINALNOM TRAKTU

Prianjanje bakterija na sluznicu gastrointestinalnog trakta vazan je Cimbenik za kolonizaciju
i boravak u crijevima. Njihovo prianjanje za sluznicu GIT-a dovodi do izravnih interakcija s
domacinom, §to mozZe rezultirati kompetitivnim iskljuivanjem patogena i modulacijom

imunoloskog odgovora domacina (tablica 1).

Tablica 1 . Cimbenici staniéne povrsine laktobacila ukljuéeni u interakcije mikroba i

domacina (prema Sengupta, 2013).

Lactobacillus soj Mehanizam i Cimbenici Ciljne Referenca
ucinak stani¢ne stanice ili
povrsine ¢imbenici
domacdina
Levilactobacillus Adherencija, proteini S-sloja | Intestinalne Avall-
brevis zastita od stresora epitelne Jaaskelainen i
i poboljSanje stanice sur., 2003;
funkcije barijere Garcia-

Lafuente i sur.,

2001
Limosilactobacillus Adherencija Sluz koja veze sluz Macias-
fermentum protein Rodriguez i
sur., 2009




Adhezivni mehanizmi humanih patogenih bakterija opsezno su proucavani upotrebom in
vitro modela sustava. Medutim, znanje o specificnim molekulama stani€ne povrsine koje
omogucuju Lactobacillus da se zalijepi za sluznicu crijeva jo$ uvijek je ograniceno. Istrazivanja
su otkrila nekoliko proteina na povrsini bakterijske stanice koji se vezu na sluz i crijevne
stanice. Lactobacillus adhezini su molekule na povrsini bakterija koje im pomazu da se
pri¢vrste na sluznicu crijeva. Oni su grupirani u nekoliko kategorija na temelju svojih funkcija:
proteini koji vezu sluz; proteini ovisni o sortazi; proteini S-sloja; proteini koji posreduju pri
adheziji na komponente izvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) i
neproteinski adhezini (LTA i EPS) (Sengupta i sur., 2013).

Epitelne stanice crijeva €ine barijeru izmedu domadina i sadrzaja lumena i prekrivene su
zastitnim slojem sluzi. Sloj sluzi se dinami¢no proizvodi, razgraduje i erodira. Dinamicnost
omogucuje bakterijama samo kratko vrijeme zadrZavanja u GIT-u nakon adhezije, ¢ime &titi
domacina od patogena i nepoZeljne bakterijske kolonizacije. Medutim, sloj sluzi takoder
predstavlja staniSte za komenzalne bakterije, kao Sto su laktobacili (MacKenzie i sur., 2010).

Adhezija Lactobacillus na sluz ukljuCuje proteine koji veZu sluz (engl. Mucus binding
proteins, Mubs). Studije s L. fermentum pomogle su identificirati i karakterizirati protein koji
veze sluz (32-mMubp) za koji se pretpostavlja da posreduje pri adheziji na sluz (MacKenzie i
sur., 2010).

Neki laktobacili imaju fimbrije, takoder zvane pili, koje navodno poboljSavaju adheziju na
glikoproteine sluzi stanica domacina $to poboljSava naknadnu kolonizaciju GIT-a (Kankainen
i sur., 2009). Studije s L. rhamnosus GG pokazale su faktor vezanja sluzi (engl. Mucus binding
factor, MBF). Smatra se da MBF djeluje uz fimbrije, povecavajuci sposobnost bakterija da se
pri€vrste za sluznicu crijeva (Ossowski i sur., 2011).

Takoder, u laktobacila, na povrsini bakterije postoje proteini ovisni o sortazi koji igraju ulogu
u adheziji i interakciji s okolinom domacina. lako mnoge proteine ovisne o sortazi kodiraju
laktobacili, ve¢ina nema dodijeljenu funkciju. Neki od poznatih proteina ovisnih o sortazi, a koji
imaju ulogu u prijanjanju na sluz ukljuuju: Mub u Lactobacillus reuteri i Lactobacillus
acidophilus, Msa u Lactobacillus plantarum i LspA u Lactobacillus salivarius (Canchaya i sur.,
2006).

U razli¢itim vrstama laktobacila, proteini S-sloja tvore krajnju vanjsku povrSinu za
interakciju. Pokazalo se da djeluju kao adhezini na epitelne stanice i komponente poput sluzi
i proteina izvanstani¢nog matriksa.

Osim proteina koji pomaZzu pri prianjanju, vrste Lactobacillus takoder koriste neproteinske
komponente poput LTA i EPS za prianjanje na stanice u gastrointestinalnom traktu (Sengupta
i sur.,2013).

Opisani mehanizmi omogucuju Lactobacillus bakterijama da stvore fizicku barijeru koja
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sprje€ava kolonizaciju patogenih bakterija i doprinosi odrzavanju zdravlja domacina. lako su
mnogi proteini koji sudjeluju u adheziji identificirani, njihova to€na funkcija i nacin djelovanja

Cesto ostaju nedovoljno istrazeni i zahtijevaju daljnja istrazivanja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom dijelu provedeno je ispitivanje tolerancije odabranih bakterijskih sojeva

na uvjete u gastrointestinalnom traktu dojenceta. Postupak je obuhvaéao:

1.
2.
3.

Inokulacija i kultivacija bakterijskih sojeva

Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Procjena prezivljavanja bakterijskih sojeva in vitro u simuliranom probavnom traktu
dojenc¢adi

Praéenje prezivljavanja u 0,3 % otopini Zu¢nih soli u MRS-u

Obrada podataka

3.1. MATERIJALI

U ovom poglavlju navedeni su koristeni bakterijski sojevi kojima je odredeno preZivljavanje

u simuliranom probavnom traktu, te koji su materijali koridteni u provodenju eksperimenta.

3.1.1

. Bakterijski sojevi

U ovom radu koristene su Ciste bakterijske kulture izolirane iz majCinog mlijeka:

Limosilactobacillus fermentum MCL1 i Levilactobacillus brevis MB13 prikazane u tablici 2.

Cuvane su u 15 % (v/v) glicerolu u hladnjaku Eppendorf Cyrocube F101h pri -80 °C.

Tablica 2. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu i uvjeti rasta

Naziv i oznaka soja Hranjive podloge i uvjeti rasta
Limosilactobacillus fermentum MC1 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno

3.1.2.

Laboratorijski uredaiji

Analiticka vaga, Sartorius, Hrvatska

Vaga, Tehtnica, Slovenija

Termostat, Instrumentarija, Hrvatska

Anaerobni sistem inkubacije — anaerobna komora sa atmosferom koja sadrzi oko 5 %
ugljikovog dioksida

Centrifuga, Digitor21R, OrtoAlersa, Spanjolska)

Zamrzivac (-80 °C), Eppendorf Cyrocube F101h, SAD

Brojac€ kolonija BZG30, Colony Counter, WTW, Njemacka

Bunsenov plamenik, OMM Laboratory Equipment, Italija

Spektrofotometarm, BioSpec-nano, Shimadzu, Japan

Hladnjak, Gorenje, Slovenija
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pH metar, Metrohm, Svicarska

3.1.3 Laboratorijski pribor

Automatske pipete (500 — 5000 uL), Eppendorf, SAD
Eppendorf Epruvete, Eppendorf, SAD (1,5 mL; 2 mL; 5 mL)
Petrijeve zdjelice, Golias, Slovenija

Epruveta za centrifugu tipa Falcon, neoLab, Njemacka (50 mL)
staklene epruvete, Scherf Prazision Europe GmbH, Njemacka
stalci za mikroepruvete, neoLab, Njemacka

stalci za epruvete, neolLab, Njemacka

plo&a za ispitivanje kulture tkiva 96F, TPP, Svicarska, Europa
Staklene ¢ase

Erlenmeyerova tikvica

3.1.4. Kemikalije

MRS (Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvasSCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80; MgSO4x7H20 0,2;
MnSO4x7H20 0,05; Na-acetat 5; agar 13. pH vrijednost podloge je 6,5; sterilizacija je
provedena u autoklavu pri 121 C/15min.

MRS (Man, Rogosa i Sharpe) bujon je istog sastava kao MRS-agar, samo bez dodanog
agara.

Anaerocult® reagens za stvaranje anaerobnog medija u anaerobnim posudama, Merck
KGaA, Njemacka

etanol, Kemika, Hrvatska

FizioloSka otopina, 0,9 % otopina natrijeva klorida

Klorovodi¢na kiselina, Sigma-Aldrich, SAD

Natrijeva luZina, Kemika, Hrvatska

0,5 % otopina natrijeva klorida, Kemika, Hrvatska

M17 agar

Pepsin, Sigma, SAD

Pankreatin, Fluka, Svicarska

Zuéne soli govede Zugi, Difco, SAD

Aptamil Pronutra 1, Nutricia Milupa GmbH, Frankfurt, Njemacka
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3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i Euvanje mikroorganizama

Svi koristeni probioticki sojevi su ¢uvani pri -80 °C u MRS odgovarajuéoj hranjivoj podlozi
uz dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije ekperimenta probiotiCki sojevi su inokulirani u svjezu
optimalnu hranjivu podlogu te inkubirani pri optimalnoj temperaturi rasta prema uvjetima

navedenim u tablici 2.

3.2.2. Inokulacija i kultivacija bakterijskih sojeva

Ciste, smrznuto uvane, bakterijske kulture L. fermentum MC1 i L. brevis MB13 inokulirane
su u 5 mL MRS tekuce hranjive podloge optimalne za rast Lactobacillus pri strogo sterilnim
uvjetima.

Inokulacija je provedena tako da se s vrhom sterilne pipete zagrabe smrznute kulture i
nacijepe se 2x svaka u 5 mL MRS-brotha. Teku¢i MRS s bakterijskim kulturama je stavljen na
inkubaciju na 37°C u anaerobnim uvjetima uz dodan Anaerokult, na 48 sati.

Zatim su napravljena decimalna razrjedenja kultura MC1 i MB13, mijeSanjem 100 pl kulture
s 900 pl fizioloSke otopine. Pripremljeno je zatim 9 decimalnih razrjedenja inokuliranih na MRS
agar u rasponu od -4 do -9 u obliku kapi (10 yL) u dvije paralele za svaku kulturu. PloCe su

inkubirane anaerobno na 37 °C, 48 ili 72 sata.

3.2.3. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Nacijepljena decimalna razrjedenja koriStena su za odredivanje broja zivih bakterija (engl.
Colony-forming units, CFU) po mililitru uzorka. Nakon 48 h inkubacije pri 37 °C izbrojane su
porasle kolonije. Brojanje bakterijskih kolonija potvrdeno je koriStenjem brojaca kolonija
(BZG30 Colony Counter, WTW) prikazanog na slici 2. Za izraCun kona¢nog CFU, izbrojane

kolonije pomnozene su s faktorom razrjedenja i izracunat je prosjek izmedu ponavljanja.
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Slika 2. Brojanje poraslih bakterijskih kolonija nakon 48h inkubacije pri 37 °C
koriStenjem brojac¢a kolonija (BZG30 Colony Counter, WTW)

3.2.4 Procjena preZivljavanja bakterijskih sojeva u simuliranom probavnom traktu dojen¢adi

Ispitivanje prezivljavanja bakterijskih sojeva MC1 i MB13 u simuliranim uvjetima GIT
provedeno je prema protokolu Charteris i sur. (1998) uz manje izmjene. Pripremljene su
probavne tekucine: Zelu€ani sok i sok tankog crijeva za simulaciju uvjeta probavnog trakta.

Simulirani Zelu€ani sok pripremljen je suspendiranjem pepsina (3 g/L) (Sigma, SAD) u 0,5
%-tnoj otopini natrijeva klorida (Kemika, Hrvatska), te je pH vrijednost podeSena na 2,0
dodavanjem 50 ul koncentrirane klorovodi€ne kiseline (Sigma-Aldrich, SAD).

Simulirani sok tankog crijeva pripremljen je suspendiranjem pankreatina (1 g/L) (Fluka,
Svicarska) i zuénih soli (3 mg/mL) (Difco, SAD) u 0,5 %-tnoj otopini natrijeva klorida, te je pH
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vrijednost podeSena na 8,0 dodavanjem par kapi natrijeve luzine (Kemika, Hrvatska).

Ciste kulture pojedinacnih sojeva su inokulirani u 5 mL MRS tekuée hranjive podloge i
inkubirane pri 37°C tijekom 18 sati. Prekonoc¢ne bakterijske kulture su centrifugirane na 5 min
pri 3500 okretaja. Nakon ispiranja bakterijskih stanica s 1 mL sterilne fizioloSke otopine,
resuspendirane su u formuli za dojen€ad, a zatim u 5 mL simuliranog zZelu¢anog soka.
Bakterijske stanice inkubirane su u zelu€anoj tekuéini na 37 °C. Alikvoti (100 uL) su uzeti nakon
0., 1., 2. sata te su nacijeplieni na MRS agar za odredivanje broja poraslih kolonija. Stavljeni
su na inkubaciju pri 37 °C, 48 h.

Nakon 2h inkubacije u zelu¢anom soku, bakterijske stanice su izdvojene centrifugiranjem
(3500 okretaja na 5 min), i prebagene u 5 mL soka tankog crijeva. Inkubirane su pri 37 °C na
4h. Alikvoti (100 pL) bakterijske suspenzije uzeti su nakon 1., 2., 3. i 4. sata te nacijepljeni na
ploCe s MRS agarom i stavljeni na inkubaciju pri 37 °C, 48 h. Nakon toga su koriteni za
brojanje prezivjelih bakterijskih kolonija (Slika 3). Pokus je izveden u nekoliko ponavljanja. Broj
prezivjelih stanica odreden je indirektnom metodom brojanja, te je izraCunat broj poraslih

kolonija (CFU) po mL uzorka.
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0,5% otopina NaCl
+

0,5% otopina NaCl pankreatina (1 g/L)
+ +
pepsin (3 g/L) zucnih soli (3 mg/ml)
1 3. 4
Izolirane bakterijske  Simulirani zelu¢ani Izolirane bakterijske Simulirani sok
stanice sok stanice nakon tankog crijeva
resuspendirane u (5ml, pH2.0) inkubacije u zelu¢anom (5ml, pH 8.0)
formuli za dojencad soku
2. l Inkubacija 2 h, S. l DR A
37°C
CFU/ml na MRS CFU/ml na MRS
agar agar

Slika 3. Slikovni prikaz provedbe ekperimenta procjene prezivljavanja bakterijskih sojeva u

simuliranom probavnom traktu dojen¢adi

3.2.5. Pracenje prezivljavanja bakterijskih kultura u 0,3% otopini Zu¢nih soli

Pracenje prezivljavanja bakterijskih kultura u otopini Zu€nih soli provedeno je prema in vitro
metodologiji Charteris i sur (1998). Prekonoéne bakterijske kulture, inokulirane MRS bujonu,
centrifugirane su i isprane 2 puta s 1 mL fizioloSke otopine. Zatim je priredena 0,3 %-tna
otopina zucnih soli dodavanjem 0,3 g zucnih soli u 100 mL MRS bujona. Oba soja su
inokulirana u otopinu zucnih soli, te su pripremljene i kontrole koje su sadrZzavale bakterijsku
kulturu i MRS bujon (slika 4).
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Slika 4. Pripremljene otopine Zuénih soli u MRS bujonu s bakterijskim kulturama MC1 i

MB13 (lijevo), te pripremljene kontrole MRS bujon s bakterijskim kulturama (desno)

Dodano je 250 uL svake otopine u mikrotitarsku plocicu (slika 5). Oc€itane su vrijednosti
apsorbancije pri 620 nm nakon ¢ega su plo€ice s uzorcima inkubirane na 37 °C, a vrijednosti

apsorbancije o€itavane su u intervalima od sat vremena tijekom 7 sati.
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Slika 5. Sojevi MB13 i MC1 inokulirani u MRS tekucu hranjivu podlogu s 0,3% zu¢nh soli i
kontrolni rast u mikrotitarskoj plo€ici 96F
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANALIZA BAKTERIJSKOG RASTA LEVILACTOBACILLUS BREVIS MB13 i
LIMOSILACTOBACILLUS FERMENTUM MC1

Glavni cilj bio je odrediti ukupan broj poraslih kolonija iz bakterijskih sojeva MB13 i MC1,
kako bi se omogucila njihova daljnja analiza prezivljavanja bakterijskih stanica u simuliranim
uvjetima gastrointestinalnog trakta in vitro. Za ovu analizu koristena je MRS hranjiva podloga,
koja se pokazala idealnom za poticanje rasta bakterija roda Lactobacillus. Ova hranjiva
podloga pruza potrebne nutrijente i uvjete koji podrzavaju rast ovih probioti¢kih bakterija
(Davis, 2014).

Nakon inkubacije bakterijskih sojeva u optimalnim uvjetima za rast roda Lactobacillus,
tocnije bez prisutnosti kisika (anaerobni uvjeti) i na optimalnoj temperaturi rasta od 37 °C

rezultati su pokazali znaCajan rast bakterija. Koncentracija bakterija u uzorcima dosegnula je

vrijednosti viSe od 10" CFU/mL, a primjer je prikazan na slici 6.

MRS MC1

Slika 6. Porasle pojedinacne bakterijske kolonije MC1 kultivirane na MRS agaru za
uzgoj velikog broja bakterijskih stanica (engl. colony forming units CFU/mL) nakon
anaerobne inkubacije 48 h pri 37 °C
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Rezultati poraslih kolonija potencijalnih probiotika MB13 i MC1 na MRS agaru prikazani su

u tablicama 3 i 4.

Tablica 3. Analiza broja poraslih kolonija bakterijskog soja MC1 na MRS agaru nakon

anaerobne inkubacije pri 37 °C

Razrjedenje CFU/mL CFU/mL Log (CFU/mL) | Log (CFU/mL) | Prosje¢na
(I. (. (I. (1. vrijednost
ponavljanje) | ponavljanje) | ponavljanje) ponavljanje)
-9 1x 10t 1 x 10 11 11 11
-8 1x 10% 1x 10%° 10 10 10
-7 5,5 x 10° 7,5 x 10° 9,740 9,875 9,808
-6 2,6 x 10° 2,4 x10° 9,415 9,380 9,632

Tablica 4. Analiza broja poraslih kolonija bakterijskog soja MB13 na MRS agaru nakon

anaerobne inkubacije pri 37 °C

Razrjedenje CFU/mL CFU/mL Log (CFU/mL) | Log (CFU/mL) | Prosje¢na
(I. (. (I. (. vrijednost
ponavljanje) | ponavljanje) | ponavljanje) ponavljanje)
-9 9 x 10*? 9,1 x 10*? 12,954 12,959 12,957

Prilikom brojanja kolonija na mediju, neke vrijednosti nije bilo moguée zabiljeziti jer je

prekomjerni rast kolonija onemogucio razlikovanje pojedinacnih kolonija, te su priredena

razrjedenja suspenzije stanica kojima je procijenjen broj kolonija (slika 7).
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Slika 7. Porasle pojedinacne bakterijske kolonije MB13 porasle na MRS agaru nakon
anaerobne inkubacije 48 h pri 37 °C

Kvantifikacija bakterija postignuta je brojanjem ukupnog broja jedinica koje stvaraju
kolonije (CFU) na MRS agaru, koristeéi serijska razriedenja. Rezultat se izrazava kao CFU/mL,
Sto predstavlja procjenu broja bakterijskih stanica na temelju interpretacije broja kolonija na
ploci. Ova metoda daje samo procjenu, jer se broje samo stanice koje mogu formirati kolonije
u specifiCnim uvjetima eksperimenta kao $to su medij za inkubaciju, temperatura, prisutnost
kisika. U ovom slu€aju to su MRS agar, pri 37 °C i anaerobnim uvjetima (Davis, 2014).

Rezultati pokazuju jasan trend smanjenja broja bakterija (CFU/mL) kako se faktor
razriedenja povecCava. To je oc€ekivano jer serijska razriedenja postupno smanjuju
koncentraciju bakterija u uzorku. Rezultati ponavljanja vrlo su bliski jedni drugima, §to ukazuje
na visoku ponovljivost i pouzdanost eksperimentalnih postupaka.

Primjenom neizravne metode brojanja bakterijskih kolonija utvrdeno je da izolirane
bakterijske kulture sadrze vise od 10° CFU/mL, $to je prema FAO/WHO (2002) minimalna
koncentracija bakterijskih stanica po gramui ili mililitru, kako bi se pokazalo njihovo probioticko
djelovanje. Ukupan broj poraslih kolonija koristi se za kasniju analizu prezivljavanja bakterijskih

stanica u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta.
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4.2. PREZIVLJAVANJE LACTOBACILLUS SOJEVA U SIMULIRANIM UVJETIMA
GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Mikrobna populacija u ljudskom intestinalnom traktu iznimno je kompleksna i raznolika, te
je crijevna mikrobiota danas priznata kao vazan metaboli¢ki organ koji igra kljuénu ulogu u
zdravlju domacina (Martin i sur., 2009). Mikroorganizmi koji obitavaju u crijevima, poznati kao
intestinalna mikrobiota, koriste razne izvore hranjivih tvari, uklju€ujuéi slozene ugljikohidrate,
proteine i masti, kao i komponente koje dolaze iz sekreta domacina i epitelnih stanica, kao
izvor ugljika i energije potrebnog za njihov rast i prezivljavanje (Walsh i sur., 2014).

lako se najveca koli¢ina nutrijenata nalazi u zZelucu i tankom crijevu, ti dijelovi intestinalnog
trakta sadrzavaju relativno mali broj mikroorganizama. Ovaj ograni¢eni broj mikroorganizama
posljedica je nepovoljnih uvjeta, kao sto su niska pH vrijednost u Zelucu, prisutnost Zu¢nih soli
i relativno brz protok sadrzaja kroz probavni sustav tijekom procesa probave (Walsh i sur.,
2014).

ProbiotiCke bakterije roda Lactobacillus, koje imaju ciljano mjesto djelovanja na crijevnom
epitelu domacina, trebaju prezivjeti ove nepovoljne uvjete u gastrointestinalnom traktu kako bi
ostvarile pozitivhe u€inke na zdravlje domacina. Nakon oralnog unosa probiotiCkih bakterija,
njihovo prezivljavanje ovisi o tome hoce li u dovoljno visokom broju Zivih stanica prebroditi
Stetne faktore kao Sto su kiselo okruzenje Zeluca i djelovanje Zuénih soli.

U ovome radu koriSteni su Levilactobacillus brevis MB13 i Limosilactobacillus fermentum
MC1 te je ispitano njihovo prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
novorodenceta s ciliem njihove karakterizacije kao potencijalnih probiotika. Praceno je
prezivljavanje prilikom direktnog prijelaza iz simuliranog Zelu¢anog soka, kojemu je pH iznosio
2,0, u simulirani sok tankog crijeva, Ciji je pH bi 8,0. Vrijeme zadrzavanja u simuliranom
Zelu€anom soku iznosilo je 2 sata, dok je u simuliranom soku tankog crijeva iznosilo 4 sata.
Sojevima je dodano 1 mL formule za dojentad Aptamil Pronutra 1, pripremlijene prema
uputama proizvodaca.

Na slikama 8 i 9 prikazane su porasle kolonije MB13 na MRS agaru nakon izlaganja

simuliranom Zelu€anom soku i soku tankog crijeva i inkubacije 48 h pri 37 °C.

23



E MB13 7S
MB13 %5 oh
1h

—

FE
Slika 8. Porasle bakterijske kolonije MB13 na MRS agaru nakon 1h (lijevo), 2h (sredina) i 3h
(desno) izlaganja simuliranom Zelu¢anom soku i inkubacije 48 h pri 37 °C

Slika 9. Porasle bakterijske kolonije MB13 na MRS agaru nakon 1h (gore, lijevo), 2h (gore,

desno), 3h (dolje, lijevo) i 4h (dolje, desno) izlaganja simuliranom soku tankog crijeva i
inkubacije 48 h pri 37 °C
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Ucinak simuliranih uvjeta gastrointestinalnog trakta na odrzivost i prezivljavanje odabranih

sojeva prikazan je u tablicama 5, 6, 7 i 8.

Tablica 5. Analiza prezivljenja bakterijskog soja MB13 (uz dodatak formule za dojenc¢ad)

nakon inkubacije u simuliranom Zelu€anom soku, izrazena kao broj poraslih kolonija na MRS

agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme l. Il Il. Prosje¢na SD
inkubacije | Ponavljanje | Ponavljanje | Ponavljanje | vrijednost | (standardna
CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL devijacija)
Oh 7,855x1011 | 3,471x10'? | 3,105x10'? | 2,453x10'? 0,147
1h 7,500x10° 1,481x1012 1,098x1012 8,622x101! 0,701
2h 6,862x101° | 1,719x10'° | 1,679x10'° | 3,420x10'° 0,086

*analize su provedene kao tri bioloSka neovisna eksperimenta s kulturama sojeva inokulirani u

razli¢itim danima

Tablica 6. Analiza prezivljenja bakterijskog soja MB13 (uz dodatak formule za dojenc¢ad)

nakon inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izraZzena kao broj poraslih kolonija na
MRS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme l. Il. Il. Prosje¢na SD
inkubacije | Ponavljanje | Ponavljanje | Ponavljanje | vrijednost | (standardna
CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL devijacija)
1h 2,212x10° 2,187x10° 1,234x10° 1,878x10° 0,092
2h 1,781x10° 1,807x10° 2,702x10° 2,097x10° 0,047
3h 1,708x108 1,685x108 1,912x108 1,768x108 0,058
4h 1,109x108 1,086x108 2,178x108 1,458x108 0,047

*analize su provedene kao tri bioloska neovisna eksperimenta s kulturama sojeva inokulirani u

razli¢itim danima

Tablica 7. Analiza preZivljenja bakterijskog soja MC1 (uz dodatak formule za dojenc¢ad)

nakon inkubacije u simuliranom Zelu¢anom soku, izrazena kao broj poraslih kolonija na MRS

agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme l. Il. Il Prosjec¢na SD
inkubacije | Ponavljanje | Ponavljanje | Ponavljanje | vrijednost | (standardna
CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL devijacija)
Oh 9,381x101! 2,007x1012 4,291x10%t 1,125x1012 0,124
1h 2,567x101° 8,436x10"! 7,496x1011 5,396x101! 0,627
2h 2,490x10%° | 2,209x10'° | 1,942x10'° | 2,214x10'° 0,029

*analize su provedene kao tri bioloska neovisna eksperimenta s kulturama sojeva inokulirani u

razli¢itim danima
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Tablica 8. Analiza prezivljenja bakterijskog soja MC1 (uz dodatak formule za dojenc¢ad)

nakon inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izrazena kao broj poraslih kolonija na
MRS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme l. Il Il. Prosje¢na SD
inkubacije | Ponavljanje | Ponavljanje | Ponavljanje | vrijednost | (standardna
CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL devijacija)
1h 5,648x108 1,667x10° 1,458x10° 1,229x10° 0,116
2h 3,292x108 1,435x10° 1,183x10° 0,982x10° 0,371
3h 4,495x108 1,748x108 1,620x108 2,621x108 0,170
4h 1,179x108 1,324x108 2,272x108 1,592x108 0,013

*analize su provedene kao tri bioloSka neovisna eksperimenta s kulturama sojeva inokulirani u
razli¢itim danima

U tablici 5 prikazano je da populacija bakterija MB13 pokazuje stalan pad tijekom vremena
provedenog u simuliranom zZelu¢anom soku, $to ukazuje na osjetljivost ovih bakterija na kiselo
prvog sata izlaganja simuliranom Zelu¢anom soku, $to sugerira da upravo pocetno izlaganje
kiselim uvjetima predstavlja najveci stres za bakterijsku populaciju.

Nakon proteka 1 sata, stopa prezivljavanja bakterija postaje nesto stabilnija, $to implicira
da su bakterijske stanice, koje prezive inicijalni stres otpornije, na dugotrajnije izlaganje kiselim
uvjetima. U ovoj fazi dolazi do usporavanja pada broja bakterijskih stanica, ¢ime se moze
zakljuciti da preostala populacija ima vecu sposobnost prilagodbe nepovoljnim uvjetima.

Najveca varijabilnost izmedu uzoraka primijecena je nakon 1 sata inkubacije, kada
standardna devijacija (SD) iznosi 0,701. Ova vrijednost sugerira da uvjeti u simuliranom
Zelu€anom soku u tom vremenskom trenutku induciraju izrazito heterogene odgovore medu
bakterijskim stanicama, pri ¢emu neke stanice pokazuju vecéu otpornost od drugih.

U tablici 6 prikazano je da bakterijska populacija MB13 pokazuje minimalan pad tijekom
prvog i drugog sata inkubacije u simuliranim uvjetima tankog crijeva, $to upucuje na njihovu
sposobnost prilagodbe i visoku otpornost na uvjete u ovom dijelu gastrointestinalnog trakta.
Stovise, nakon dva sata opaZen je ak i blagi porast broja bakterija, $to sugerira da je ovaj soj
dobro prilagoden ranim fazama tranzita kroz crijeva te da uspijeva odrzati visoku razinu
vitalnosti unato¢ potencijalno nepovoljnim uvjetima.

Nakon dva sata, primjecuje se stabilno smanjenje rasta bakterijske populacije, sto ukazuje
na to da produljena izlozenost simuliranim uvjetima tankog crijeva ipak uzrokuje stres kod
bakterija i dovodi do postepenog smanjenja njihovog prezivljavanja. Ipak, pad broja Zzivih
bakterija nakon dva sata ostaje umjeren, Sto ukazuje na iznimnu sposobnost ovog soja da se

prilagodi i prezivi u nepovoljnim uvjetima.
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Standardna devijacija (SD) za rezultate u ovoj tablici je niska, Sto pokazuje da su mjerenja
vrlo pouzdana i da se rezultati mogu smatrati ponovljivima. Sposobnost Lactobacillus brevis
MB13 da odrzi vitalnost €ak Cetiri sata u simuliranim uvjetima tankog crijeva predstavlja
obecCavajuéu karakteristiku ovog soja, jer sugerira da znaCajan dio pocCetne bakterijske
populacije moze prezivjeti i potencijalno kolonizirati crijeva domacina.

Stabilnost broja poraslih bakterija tijekom ranih faza ukazuje na to da je soj MB13 iznimno
dobro prilagoden da izdrzi uvjete simuliranog gastrointestinalnog trakta. Medutim, uzimajuci u
obzir opazeni postepeni pad broja zivih stanica nakon dva sata, preporuca se da probiotiCke
formulacije koje sadrze ovaj soj uklju€uju vece pocetne doze kako bi se osigurala dostatna
koli¢ina zivih bakterija koja ¢e sti¢i do crijeva.

Otpornost soja MB13 na nepovoljne uvjete u ZeluCanom i crijevnom okruzenju ¢ini ga
posebno pogodnim za primjenu kod dojen&adi. Probavni sustav dojen¢adi karakterizira manja
kiselost i opéenito manje grubi uvjeti u usporedbi s probavnim sustavom odraslih osoba, §to
dodatno povecava potencijal ovog soja kao uc€inkovitog probiotika za ovu dobnu skupinu. Na
temelju dobivenih rezultata, Levilactobacillus brevis MB13 pokazuje potencijal da bude
ucinkovit probiotik za dojencad, pruzajuéi pozitivhe zdravstvene ucinke putem kolonizacije
crijeva i odrzavanja ravnoteze mikrobiote.

U tablici 7 prikazano je da bakterijski soj Limosilactobacillus fermentum MC1 pokazuje
stalan pad prezivljavanja tijekom vremena provedenog u simuliranom Zelu¢anom soku, pri
¢emu se najznacajniji gubitak broja Zivih bakterijskih stanica javlja u prvom satu inkubacije.
Ovaj inicijalni pad sugerira da pocetna izlozenost kiselim uvjetima Zeluca predstavlja
najintenzivniji stres za bakterijsku populaciju. Unato€ ovom gubitku, bakterije MC1 i dalje
pokazuju samo umjerenu osjetljivost na zelu€ane uvjete.

Na pocetku eksperimenta, standardna devijacija (SD) iznosi 0,124, dok je nakon 2 sata
smanjena na 0,029, Sto ukazuje na vrlo visoku razinu dosljednosti u eksperimentu. S druge
strane, nakon 1 sata izlaganja simuliranom ZeluCanom soku, standardna devijacija iznosi
0,627, $to ukazuje na vecu varijabilnost izmedu uzoraka. Ovaj poveéani SD nakon 1 sata
sugerira da bi ovo vremensko razdoblje moglo predstavljati prijelaznu fazu u kojoj se
bakterijska populacija prilagodava stresu uzrokovanom kiselim uvjetima Zeluca, $to dovodi do
heterogenijih odgovora medu pojedina¢nim bakterijskim stanicama.

Unato¢ stalnom smanjenju broja zivih stanica, bakterijski soj MC1 pokazuje dobro
prezivljavanje nakon 2 sata izlaganja simuliranim Zelu€anim uvjetima, pri ¢emu zadrzava
znacajan dio svoje poCetne populacije. Ovo prezivljavanje, unato¢ produzenoj izlozenosti
kiselom okruzenju, ukazuje na sposobnost ovog soja da tolerira nepovoljne uvjete i oCuva
svoju vitalnost. Razina tolerancije na kiseline koju pokazuje Limosilactobacillus fermentum
MC1 predstavlja kljuCnu karakteristiku za ucinkovit probiotik. Ova otpornost omoguéava

bakterijama da prezive prijelaz kroz Zzeludac i potencijalno ostvare svoje probioticke ucinke u
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crijevima domadina.

U tablici 8 prikazano je da bakterijski soj MC1 pokazuje postupni pad prezivljavanja tijekom
Cetiri sata izlozenosti simuliranom soku tankog crijeva. Tijekom ovog razdoblja, najizrazeniji
pad broja zivih stanica dogada se izmedu prvog i tre¢eg sata, $to ukazuje na to da produljena
izlozenost uvjetima simuliranog tankog crijeva predstavlja izazov za prezivljavanje bakterija.
Medutim, izmedu treéeg i Cetvrtog sata stopa smanjenja prezivljavanja usporava, §to sugerira
da se preostala bakterijska populacija uspijeva bolje prilagoditi tim uvjetima.

Opcenito, bakterijski soj MC1 pokazuje snaznu sposobnost prezivljavanja tijekom cijelog
trajanja eksperimenta, zadrzavajuci znacajan dio svoje pocetne populacije ¢ak i nakon Cetiri
sata izlozenosti simuliranom intestinalnom okruzenju. Ova karakteristika ukazuje nato da MC1
ima velik potencijal za uspjesno prezivljavanje u probavnom traktu.

Na temelju tih rezultata, ¢ini se da je bakterijski soj MC1 vrlo prikladan za uklju€ivanje u
mlije€ne formule za dojen¢ad. Njegova sposobnost da preZivi u znaajnom broju osigurava
prisutnost Zivih probiotika, koji mogu pruziti korisne u€inke na zdravlje crijeva dojenéadi.

Usporedbom ovih podataka s ranijim rezultatima o prezivljavanju bakterija MC1 u
simuliranom Zelu€anom soku, vidljivo je da ovaj soj zadrZzava nesto vecu vitalnost u
simuliranom soku tankog crijeva. To sugerira da je MC1 jo$ otporniji na uvjete tankog crijeva,
Sto je kljuCna prednost za probiotik.

Niske vrijednosti standardne devijacije (SD) dobivene tijekom eksperimenta ukazuju na
visoku razinu dosljednosti i ponovljivosti rezultata. Ovo dodatno potvrduje pouzdanost
podataka o sposobnosti prezivljavanja soja Limosilactobacillus fermentum MC1 u uvjetima
simuliranog soka tankog crijeva.

Slike 10 i 11 prikazuju ovisnost prezivljavanja MB13 i MC1 (prosje¢na vrijednost log
CFU/mL) u simuliranom Zelu¢anom soku i simuliranom soku tankog crijeva (uz dodatak

formule za dojencad) o vremenu.
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Slika 10. Ovisnost prezivljavanja probioti¢kih sojeva MB13 i MC1 , u simuliranom

Zelu¢anom soku (uz dodatak formule za dojen¢ad) o vremenu.
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Slika 11. Ovisnost prezivljavanja probiotiCkih sojeva MB13 i MC1 u simuliranom soku

tankog crijeva (uz dodatak formule za dojen¢ad) o vremenu.

UspjeSnim prezivljavanjem probioti¢kih sojeva u simuliranim uvjetima GIT-a smatra se
prezivljavanje iznad 1076 CFU/mL (log CFU/mL=6). To je minimalan broj bakterija za
postizanje funkcionalnih probiotickih ucinaka in vivo. Prema rezultatima, broj poraslih
bakterijskih kolonija nakon inkubacije u uvjetima GIT-a in vitro, za oba bakterijska soja, bio je
iznad navedene vrijednosti.

Soj L. brevis MB13 je bolje prezivio simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta od L.
fermentum MC1. Unato¢ tome Sto grafovi prikazuju pad rasta, prema rezultatima, broj poraslih
bakterijskih kolonija nakon inkubacije u uvjetima GIT-a in vitro, za oba bakterijska soja, bio je
iznad navedene vrijednosti. Oba soja pokazuju visoke razine prezivljavanja u simuliranom
Zelu¢anom soku, ¢ak i nakon 2 sata. Ovo ukazuje na to da sojevi Lactobacillus imaju dobru
toleranciju na kisele zelu€ane uvjet. Prezivljavanje MB13 nadmasuje MC1, §to sugerira da bi
mogao biti malo bolji kandidat za probioti¢ke primjene. Takoder, oba soja pokazuju otpornost
u okruzenju simuliranog soka tankog crijeva, ¢ak i nakon 4 sata. Opcenito soj L. brevis MB13
je bolje prezivio simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta od L. fermentum MC1.

Rezultati istrazivanja su podrzani istrazivanjem kojeg su proveli Soltan Dallal i sur. (2021).
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Ispitali su sposobnost preZivljavanja 122 bakterijska soja vrste Lactobacillus izoliranih iz
uzoraka maj¢inog mlijeka u GIT uvjetima in vitro. Od toga, 19 izolata: sojevi L. casei, L. brevis,
L. rhamnosus, L. fermentum, L. actobacillus, L. fermentum i L. paracasei, uspjesSno su prezivijeli
simulirane uvjete.

Istrazivanje Horackova i sur. (2011) ispitalo je stabilnost odabranih Lactobacillus sojeva (L.
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus i L. fermentum) u simuliranim GIT uvjetima. Svi sojevi su
uspjesno prezivjeli uvjete osim L. rhamnosus. Medutim, dobili su bolje rezultate kada su
bakterijske stanice zajedno s fermentiranim mlijekom podlozili uvjetima gastrointestinalnog
trakta. Ovi rezultati pokazuju da je mlijeko imalo snazan zastitni u€inak protiv stresnih stanja
probavnog trakta.

Nasuprot tome, istraZivanje Charteris i sur. (1998) je pokazala kako je vecina (14 od 15)
izolata Lactobacillus i Bifidobacterium izgubila vise od 90 % vitalnosti tijekom simuliranog
Zelu€anog tranzita. Samo je L. fermentum pokazao je znac€ajnu razinu prezivljavanja (oko 30
% pocetnog broja) i smatra se intrinzi¢no tolerantnim na Zelu€ani tranzit. Lactobacillus casei i
Lact. rhamnosus GC zadrzali su vitalnost tijekom simuliranog prolaska kroz tanko crijevo do 4
sata i smatraju se tolerantnim. Medutim, u istom istraZivanju je opc¢enito, dodatak mlijeCnih
proteina pobolj$ao toleranciju simuliranog Zelu€anog tranzita. Neki sojevi L. casei te B. bifidum
pokazali su jako dobro prezivljavanje tijekom simuliranog Zelu€anog tranzita u prisutnosti
natrijeva kazeinata, izolata proteina sirutke. Pretpostavija se kako proteini mlijeka imaju
zastitni u€inak, mogu djelovati kao puferska sredstva i inhibitori aktivnosti probavne proteaze
in vivo, ¢ime se $tite uneseni bakterijski sojevi tijekom gornjeg gastrointestinalnog prolaska.
(Charteris i sur., 1998).

Dok rezultati ne usporeduju izravno prezivljavanje bez formule za dojen¢ad, relativho
visoko prezivljavanje oba soja sugerira da ima zastitne ucinke, potencijalno puferiranjem
kiselih uvjeta ili osiguravanjem hranjivih tvari, podrZavajuci prezivljavanje bakterija. UspjeSno
prezivljavanje ispitivanih sojeva potvrduje da njihov unos, putem majcinog mlijeka ili dodatkom
u formulu za dojenad, omogucava njihovu kolonizaciju GIT-a novorodenceta, gdje mogu
iskazati probioti¢ka svojstva. (Jost i sur., 2014).

U istrazivanju Fernardes i sur. (2003) Lactobacillus acidophilus i Lact. gasser, bile su
otporne na gastrointestinalne uvjete (na pH 2 i 3 i na prisutnost pepsina, pankreatina ili zu¢nih
soli). Njihova otpornost je takoder bila pojatana u prisutnosti obranog mlijeka. Botes (2008)
smatra da ovi in vitro testovi oduzimaju puno vremena i nisu pravi prikaz stanja in vivo.
Prednost in vitro modela lezi u procjeni svih komponenti u jednom sustavu.

Sli¢ni rezultati opisani su i za vrste L. acidophilus, L. rhamnosus i L. plantarum. Postotak
prezivljavanja spomenutih sojeva bila je oko 50 % nakon 120 min kontakta sa simuliranim
Zelu€anim sokom pri pH 2 (Ashraf i Smith, 2016). Isti su autori izvijestili da je pri pH 3 postotak

prezivljavanja bio znacajno vedi, €ak i nakon 120 min. Stoga su zaklju€ili da neki od testiranih
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Lactobacillus sojeva imaju potencijal prezivjeti u stvarnim ZeluCanim uvjetima. U istom
istrazivanju simulacija uvjeta koji odgovaraju onima u tankom crijevu ucinjena je inkubacijom
sojeva u otopini pankreatina €iji je pH iznosio 8,0. Broj prezivjelih stanica odreden je nakon 1
i 240 minuta. Sojevi su bili manje osjetljivi u tim uvjetima nego u uvjetima simuliranog
zelu€anog soka. Bakterijske stanice pokazale su bolju otpornost i smanijile su se za oko 2 —
5 % od pocetnog broja. Na kraju prou¢avanog razdoblja postotak prezivjelih stanica smanjio
se na oko 30%.

Jensen i sur. proveli su sli¢an eksperiment, takoder pokazujuéi da su sojevi koje su koristili
Zznatno otporniji na pankreatin nego na pepsin. Prema njima, neki od sojeva L. plantarum, L.
sakei i L. reuteri ¢ak ostaju nepromijenjeni tijekom 240-minutnog razdoblja kontakta sa
simuliranim sokom tankog crijeva ili nakon 240 minuta pokazuju smanjenje postotka broja Zivih
bakterija 10 do 20 %.

Medutim, prema istrazivanju Marinove i sur. (2019), testirani Lactobacillus sojevi pokazali
su nisku toleranciju na uvjete simuliranog Zelu¢anog soka (pH 2,0). Vecina stanica je izumrla
nakon 90 minuta inkubacije. Samo su sojevi Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus N2, L.
acidophilus 64 i L. plantarum 84 mogli prezivjeti 90 min u simuliranoj Zelu€anoj otopini pepsina,
ali se broj stanica smanijio u usporedbi s kontrolom. Nijedan od sojeva nije preZivio nakon 180
minuta inkubacije. Testirani sojevi bili su tolerantniji na simulirani sok tankog crijeva (pH 8,0).

Medutim, istrazivanje Marinove i sur. (2019) imao je preniski pocetni broj bakterijskih
stanica u probioti¢kim suplementima ispitivanim u radu. Takoder, izravno su dodali stanice u
simulirani sok tankog crijeva. Nasuprot tome, u ovom istrazivanju stanice su prvo izlozene
simuliranom Zelu¢anom soku, a zatim simuliranom soku tankog crijeva, Sto potencijalno

objasnjava razliku izmedu rezultata istraZivanja.

4.2.1. Prezivljavanje Lactobacillus sojeva u 0,3 % otopini Zu€nih soli

Zug je zuto-zelena otopina koju proizvodi jetra, a zatim se izluéuje u gornji dio tankog
crijeva putem Zuénog kanala. Zuéne soli su natrijeve ili kalijeve soli konjugirane s glicinskim ili
taurinskim ostacima i zu¢nim kiselinama, te sudjeluju u procesima probave i apsorpcije masti.
Glavni organski sastojci zu€i su zu¢ne soli i, u manjoj mjeri, kolesterol, fosfolipidi i pigment
biliverdin. Zu¢ predstavlja znagajan izazov za bakterije koje prolaze kroz probavni trakt (Jesus
i sur., 2005). Zuéne soli su amfipatske molekule i jedna su od glavnih komponenti Zugi. Zug
ima antimikrobno djelovanje protiv brojnih mikroorganizama, uglavnom putem razgradnje
njihovih stani€nih ovojnica. Koncentracija Zuénih soli u tankom crijevu moze se kretati u
rasponu od priblizno 0,2 % do &ak 2 %, a ta koncentracija ovisi o razli¢itim ¢imbenicima,
uklju€ujuci individualne karakteristike pojedinca, vrstu unesene hrane i koliinu obroka (Begley
i sur., 2005).

Jednom kada bakterije dospiju u crijevni trakt, njihova sposobnost preZivljavanja uvelike
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ovisi 0 njihovoj otpornosti na prisutnost Zu¢nih soli. To potvrduju istraZivanja koja su pokazala
da izlozenost zudi koja ulazi u duodenalni dio tankog crijeva znatno smanjuje prezivljavanje
bakterija. Smatra se da je taj u€inak povezan s ¢injenicom da bakterijske stani€éne membrane,
koje se sastoje od lipida i masnih kiselina, vrlo osjetljivo reagiraju na djelovanje zuénih soli.
Zuéne soli djeluju kao deterdZenti, narusavajudi lipidnu strukturu membrana, $to rezultira
osteéenjem stanica i smanjenjem njihove vitalnosti (Begley i sur., 2005).

Kako bi se bolje razumjela otpornost probioti¢kih bakterijskih sojeva na zu€ne soli,
provedeno je ispitivanje prezivljavanja sojeva MB13 i MC1 u prisutnosti 0,3 % Zucnih soli u
MRS hranijivoj podlozi.

Rezultati ispitivanja tolerancije bakterijskih sojeva na zuéne soli prikazani su na slikama 12
i 13 Prezivljavanje potencijalnih probioti¢kih bakterija u otopini Zuénih soli, praceno je

mjerenjem apsorbancije uzoraka svakih sat vremena tijekom 7 sati.

Levilactobacillus brevis MB13
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Slika 12. Vrijednosti apsorbancije (620 nm) uzorka Levilactobacillus brevis MB13 u MRS te u

MRS + 0,3 %-tnoj otopini zu¢nih soli ( MRS 0,3 %), u ovisnosti o vremenu inkubacije
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Limosilactobacillus fermentum MC1
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Slika 13. Vrijednosti apsorbancije (620 nm) uzorka Limosilactobacillus fermentum MC1 u
MRS te u MRS + 0,3 %-tnoj otopini zu¢nih soli ( MRS 0,3 %), u ovisnosti o vremenu
inkubacije.

Pocetna faza (0-1 sat):

Raspon izmjerene apsorbancije na 620 nm za uzorak s MC1 tijekom perioda inkubacije,
od trenutka inokulacije (0. sat) do zavrSetka u 7. satu, iznosio je od 0,2 do 1,0, a za MB13
iznosio je od 0,2 do 0,6.

Unato€ Cinjenici da je rast bakterija bio veci u kontrolnim uzorcima, rezultati ispitivanja
jasno su pokazali relativno visoku stopu prezivljavanja bakterijskih sojeva Limosilactobacillus
fermentum i Levilactobacillus brevis. Rezultati su takoder pokazali da je Limosilactobacillus
fermentum pokazao viSu razinu rezistencije tijekom izlaganja 0,3 %-tnoj otopini Zu€nih soli u
usporedbi sa sojem Levilactobacillus brevis, $to ga &ini otpornijim na stresne uvjete izazvane
prisutno$¢u zuénih soli.

Na slici 12. na samom pocetku eksperimenta, moze se primijetiti kako vrijednosti
apsorbancije u oba medija ostaju niske, uz vrlo malu i zanemarivu razliku izmedu njih. Ova
pocetna slinost u rastu upucuje na to da prisutnost zu€nih soli u mediju ne uzrokuje
neposrednu Stetu bakterijskim stanicama, niti zna¢ajno utje€e na njihovu pocetnu
metaboli¢ku aktivhost MB13.
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Medutim, nakon prvog sata inkubacije, bakterijski rast u MRS mediju s dodatkom Zuénih
soli (prikazan naran€astom linijom) postaje znatno sporiji u usporedbi s rastom u
standardnom MRS agaru. Ova razlika ukazuje na to da zu¢ne soli postupno stvaraju stresne
uvjete za bakterijske stanice.

Smanjena apsorbancija pokazuje da zu¢ne soli ograni¢avaju rast bakterija ili zahtijevaju
od bakterija da troSe dodatnu energiju na mehanizme prezivljavanja, a ne na rast. lako
prisutnost zu€nih soli usporava bakterijski rast, €injenica da MB13 ipak nastavlja rasti u ovim
nepovoljnim uvjetima jasno pokazuje njegovu otpornost na Zuéne soli, $to je klju€na osobina
za probiotike.

Na slici 13. prikazana je poCetna apsorbancija uzorka MC1 u standardnom MRS mediju,
koji se koristi kao kontrolni medij, te uzorka MC1 u MRS-u koji sadrzi 0,3 %-tnu otopinu Zu¢nih
soli. 1z prikazanih podataka jasno je vidljivo da su pocetne vrijednosti apsorbancije u oba
uzorka vrlo slicne. To upucuje na €injenicu da prisutnost Zuénih soli neposredno nakon
izlaganja ne uzrokuje inhibiciju bakterijskog rasta. To sugerira da bakterije u po¢etnoj fazi nisu
odmah podlozne Stetnim ucincima koje prisutnost Zu¢nih soli moze izazvati. Umjesto toga,
bakterije prolaze kroz odredeno razdoblje prilagodbe prije nego §to se manifestiraju bilo kakvi
negativni ucinci. Ova sposobnost prilagodbe mozZe igrati kljuénu ulogu u prezivljavanju
bakterijskih sojeva u izazovnim uvjetima.

Nakon pocetnog razdoblja prilagodbe, bakterije u standardnom MRS agaru, Sto je
prikazano plavom linijom, pokazuju znacajno brzi i intenzivniji rast u usporedbi s bakterijama
u MRS-u s dodatkom Zu€nih soli, §to je prikazano naran€astom linijom. Ova razlika u brzini i
intenzitetu rasta jasno ukazuje na to da prisutnost Zucnih soli stvara stresno stanje za bakterije.
Stres izazvan zu¢nim solima potencijalno uzrokuje oste¢enja stani¢nih membrana bakterijskih
stanica, $to moze narusSiti njihovu strukturalnu stabilnost. Uz to, ovakvo stanje moze ometati
normalan unos esencijalnih hranjivih tvari potrebnih za rast i metabolizam bakterija, dodatno
oteZavajuci njihovo prezivljavanje.

Ipak, unato€ Cinjenici da je rast bio smanjen u MRS-u koji sadrzi Zu¢ne soli, bakterije su i
dalje nastavile rasti, $to sugerira da soj MC1 posjeduje specificne mehanizme prilagodbe za
toleriranje prisutnosti Zu¢nih soli. Ovi mehanizmi omogucuju prezivljavanje i rast unato¢
nepovoljnim uvjetima. Sposobnost Limosilactobacillus fermentum MC1 da raste u prisutnosti
zu¢nih soli, prirodnoj komponenti gastrointestinalnog trakta, je kljuéna za prezivljavanje i
kolonizaciju.

Ovi rezultati potvrduju sposobnost ovih sojeva da prezive i djelomi¢no se prilagode
nepovoljnim uvjetima koji nalikuju onima u probavnom sustavu.

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Jin i sur. (1998) koji su ispitivali toleranciju
12 izoliranih Lactobacillus sojeva u 0,3 %-tnoj otopini Zuc€nih soli. Njihova detaljna usporedba

stope rasta sojeva Lactobacillus u kontrolnim i 0,3% zu€nim kulturama tijekom 6 sati, takoder

35



je otkrila da je zu€ imala samo blagi inhibitorni u€inak. Rezultati tog istrazivanja pokazuju da
je zu€ imala najmaniji u€inak na dva soja: Levilactobacillus brevis (123) i Limosilactobacillus
fermentum (124).

Cilj istrazivanja Fuochi i sur. (2015), bila je procjena rezistencije sedam nasumicno
odabranih Lactobacillus sojeva izoliranih iz ljudskih fekalnih i oralnih uzoraka, ukljucujuéi L.
jensenii, L. gasseri, L. salivarius, L. fermentum, L. rhamnosus, L. crispatus i L. delbrueckii.
Njihov ucinak usporedivan je s komercijalnim probioti¢kim proizvodom. Rezultati istrazivanja
takoder su pokazali da se 7 Lactobacillus sojeva uspjelo razmnozavati ¢ak i u prisutnosti
najvece koncentracije zu¢nih soli (0,5 %, 0,25 % i 0,12 %). L. fermentum i L. gasseri pokazali
su najve¢u otpornost na tretman pri niskom pH 3,0, ali su svi ostali sojevi pokazali
podnosljivost.

IstraZzivanje Zoumpopoulou i sur., 2007, prou€avalo je Limosilactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum zbog njihovog probiotickog potencijala. Dobivena je zna¢ajna razlika
u vrijednostima ovih sojeva prilikom analize prezivljavanju uz dodatak zucnih soli. L. plantarum
zadrZao je svoju vitalnost do 1 h, a 3,8 % bakterija prezZivjelo je nakon 3 h. Nasuprot ovom
radu, broj bakterijskih stanica L. fermentum opala je nakon 1 h, dosegnuvsi postotak Zivih
bakterija od 0,0057 % prezivljavanja i 0,0007 % preZivljenja nakon 2 i 3 sata. Stoga se mozZe
procijeniti da je izlaganje probiotiCkih stanica sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i
Limosilactobacillus fermentum MC1, koncentracijama Zucnih soli prisutnih prema procjeni u
probavnom sustavu utjecalo je na smrtnost odredenog postotka bakterijskih stanica, no jos
uvijek je postotak prezivjelih stanica visok, te pretpostavlja uCinkovite stanicne mehanizme
adaptacije odabranih sojeva na visoke koncentracije zu€nih soli in vivo. Mehanizmi tolerancije
bakterija mlije€ne kiseline pripisuju se enzimskoj aktivnosti hidrolaze Zu€nih soli koja konvertira
toksicne primarne Zu€ne soli u manje Stetne sekundarne zuéne soli, $to moze biti C¢imbenik
prezivljavanja probioti¢kih stanica. Opisani su i Bifidobacterium i Lactobacillus sojevi koji

eksprimiraju enzim zZuénu liazu (Liu i sur., 2020).
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5. ZAKLJUCCI

1. Izlaganje probiotickih stanica sojeva Levilactobacillus brevis MB13 [
Limosilactobacillus fermentum MC1, koncentracijama zuc€nih soli u probavnom sustavu,
utjecalo je na smrtnost odredenog postotka bakterijskih stanica, no rezultati potvrduju da je
postotak prezivjelih stanica visok, te pretpostavlja u€inkovite staniéne mehanizme adaptacije

odabranih sojeva na visoke koncentracije zu¢nih soli in vivo.

2. Sojevi Levilactobacillus brevis MB13 i Limosilactobacillus fermentum MC1, izolirani iz
mikrobiote majc¢inog mlijeka, prezivljavaju uCinkovito uvjete GIT, te se pretpostavlja pojacana
otpornost analiziranih sojeva uslijed zastitnog ucCinaka dojenacke formule u simuliranim

uvjetima gastrointestinalnog trakta.
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