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1. UVOD



Ljudsko tijelo sadrzi oko 10'* mikrobnih stanica (Clemente i sur., 2012). Velik dio tih
mikroorganizama ¢ine bakterije u gastrointestinalnom traktu (GIT-u), ¢ija je brojnost najveca
u debelom crijevu (Eckburg i sur., 2005; Ley i sur., 2006). Kompleksnim medudjelovanjem
eukariotskih 1 prokariotskih stanica unutar ekosustava ljudskog tijela, dolazi do biosinteze
esencijalnih vitamina (Yatsunenko i sur., 2012), metabolickih produkata koji stimuliraju
zdravlje (Schroeter i Klaenhammer, 2009), esencijalnih organskih tvari (Hattori 1 Taylor,
2009) te dolazi do stimulacije imunosustava domacina bez kojeg on ne bi mogao normalno
zivjeti (Erturk-Hasdemir i Kasper, 2013). Ljudski mikrobiom ¢ini sloZeni sustav raznovrsnih
mikroorganizama, njihovih interakcija s domacinom 1 jedinstvenih gena koje ti

mikroorganizmi eksprimiraju.

Iako postoje zajednicka obiljezja humane intestinalne mikroflore, svaki covjek ima
vlastitu, unikatnu intestinalnu mikrofloru, koja je u zdravih pojedinaca stabilna. Njen sastav
ovisi o genotipu domacina, stilu Zivota i prehrani te zdravstvenom i fizioloSkom stanju
domacina, uklju¢ujué¢i urodena i steCena svojstva imunoloSkog sustava. Postoji nebrojeno
mnogo komensalnih, mutalistickih 1 drugih interakcija izmedu korisnih, Stetnih i
oportunistickih  mikroorganizama u ljudskoj mikrobioti. Veliki broj patogenih
mikroorganizama pronadenih u hrani, moZe narusiti ravnoteZzu komensalizma te dovesti do
disbioze (Brown i sur., 2012). UvrijeZeno je misljenje da poremecaji u raznovrsnosti crijevne
mikroflore dovode do razvoja razlicitih poremecaja kao §to su Chronova bolest, upalne bolesti
crijeva, pretilost, alergije, dijabetes pa €ak 1 karcinom (Packey i1 Sartor, 2009; David 1 sur.,

2014).

Kad alohtone probioticke bakterije dospiju u debelo crijevo, moraju se vezati za
crijevne resice ili adhezirati na mukozni sloj kako ne bi bile uklonjene iz crijeva uslijed
peristaltike (Fernandez i sur., 2003). Adhezija bakterijskih stanica na epitelne stanice GIT-a je
neophodan preduvjet za kolonizaciju i jedan je od najvaznijih izbornih kriterija pri odabiru
probiotickih sojeva, stoga je cilj ovog zavrSnog rada ispitati utjecaj glutena na adheziju
probiotickih sojeva na Caco-2 crijevne epitelne stanice. Brojne slozen efizikalno-kemijske
interakcije, ¢iji mehanizam nije u potpunosti razjasnjen, sudjeluju u adheziji stanica
mikroorganizama putem adhezina (najéeS€e proteina) na receptore crijevnog epitela. Na
ucinkovitost procesa adhezije utjeCe mnogo faktora poput pH vrijednosti, poCetnog broja
dodanih bakterijskih stanica i uvjeta reakcije. Budu¢i da je gluten vazan dio svakodnevne
ljudske prehrane jer je prisutan u razi, pSenici, piru i jemu, potrebno je ispitati kako utjece na

mikrobiotu GIT-a 1 njezina svojstva, izmedu ostalog 1 sposobnost adhezije.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Utjecaj crijevne mikrobiote na zdravlje domadina

Crijevna mikrobiota predstavlja skup zivih mikroorganizama u probavnom sustavu
domacina (Falk i sur., 1998), koji je prirodno staniSte za brojne vrste mikroorganizama,
vec¢inom bakterije, koje su se prilagodile zivotu na povrSini ili u lumenu crijeva (Guarner i
Malagelada, 2003). Crijevna mikrobiota ima vaznu ulogu u odrzavanju funkcije mukozne

barijere i ukljucena je u sustav obrane od alergena te odrzavanje imunoodgovora.

Ljudska mikrobiota se oblikuje od rodenja utjecajem raznih faktora. Razlikuje se
ovisno o nacinu poroda (Robinson i sur., 2010), sanitarnom stanju bolnice u kojoj je dijete
rodeno (Leahy i sur., 2005) te o tome je li novorodence hranjeno maj¢inim mlijekom ili
dojenackom formulom (Hattori i Taylor, 2009). Djeca rodena carskim rezom imaju manje
“korisnih” anaeroba iz rodova Bacteroides i Bifidobacterium, a vise Clostridium spp. u
odnosu na djecu rodenu vaginalnim putem. Razlike su vidljive i ovisno o nacinu prehrane jer
dojena djeca primaju razli¢ite oligosaharide, imunoregulatorne tvari i esencijalne masne
kiseline iz maj¢inog mlijeka. Djeca hranjena dojenackom formulom imaju ukupno veci broj
Siroko rasprostranjenih komensalnih bakterija, ukljucujuéi koliformne bakterije, vrste iz roda
Streptococcus, Clostridium difficile 1 ostale vrste klostridija (Kligler 1 sur., 2007). Prve
bakterije koje nastanjuju crijevo su najvaznije jer mogu mijenjati ekspresiju gena u epitelnim
stanicama domacina 1 na taj nacin sebi stvoriti odgovarajuci okoliS. Isto tako, mogu sprijeciti

rast ostalih bakterija koje kasnije ulaze u ekosustav (Guarner i Malagelada, 2003).

NajceS¢e prisutni sojevi bakterija u ljudskoj prehrani pripadaju rodovima
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, kao 1 sojevi roda Propionibacterium 1i
probiotiCkog kvasca Saccharomyces boulardii (Sanchez 1 sur., 2009). Tijekom niza godina,
proveden je velik broj istrazivanja na zivotinjama, kako bi se proucili potencijalni korisni
ucinci bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) u lijecenju i prevenciji raznih bolesti (Tojo 1 sur.,
2014). Probiotici iskazuju pozitivne ucinke razliCitim mehanizmima djelovanja:
interferencijom s patogenim bakterijama (kompeticija za nutrijente 1 vezna mjesta na
crijevnom epitelu, poboljSavanjem funkcije barijere epitelnog sloja,imunomodulacijom te
djelovanjem na druge organe u ljudskom tijelu stimulacijom imunoodgovora i proizvodnjom

neurotransmitera (GABA, serotonin) (Hill i sur., 2014).

Uloga crijevne flore moze se podijeliti u tri kategorije:

a) Metaboli¢ka uloga



Metabolicka uloga crijevne flore se ocituje kroz fermentaciju neprobavljenih
ugljikohidrata i endogene sluzi. Genska raznovrsnost unutar bakterijskog ekosustava
osigurava mno$tvo enzima i biokemijskih puteva koji su razli¢iti od onih domacina, ali
istovremeno 1 za njega korisni. Za domacina, spomenuta slozena metabolicka aktivnost
rezultira obnovom energije i apsorpcijom tvari koje se ne bi mogle apsorbirati bez djelovanja
bakterija. Takoder, na taj nain se osigurava energija i hranjive tvari potrebne za rast i
razmnoZzavanje bakterija. Razgradnja ugljikohidrata je glavni izvor ugljika i energije za rast
bakterija u crijevima, a osim toga, razgradnjom ugljikohidrata nastaju i kratkolan¢ane masne
kiseline (octena, propionska i maslac¢na kiselina) koje se apsorbiraju u crijevima domacina i
imaju koristan ucinak na njegovo zdravlje (Guarner, 2006). Isto tako, metaboli¢ka aktivnost
crijevne mikrobiote pomaze pri apsorpciji kalcija, magnezija i zeljeza u cekumu te doprinosi
sintezi nekih vitamina (vitamin K, B12, biotin i folna kiselina) i aminokiselina iz amonijaka

ili uree (Hooper i sur., 2002).
b) Trofi¢ka uloga

Crijevne bakterije imaju ulogu u proliferaciji 1 diferencijaciji epitelnih stanica crijeva,
Sto potvrduje 1 Cinjenica da je u kriptama crijeva Zivotinja, koje su uzgojene u sterilnim
uvjetima, oslabljeno obnavljanje epitelnih stanica (Falk 1 sur., 1998). Troficka uloga
podrazumijeva homeostatsku regulaciju imunoloSkog sustava, povecanje broja mukoznih
limfocita i serumskih imunoglobulina. Takoder, ukljucuje utjecaj na aktivnost limfaticnog
tkiva probavnog sustava, tj. na regulacijske T-stanice koje sudjeluju u esencijalnim
homeostatskim mehanizmima, pomoc¢u kojih domacin moze tolerirati stalnu prisutnost
neSkodljivih antigena u intestinalnom traktu a da oni ne izazovu upalne procese u organizmu.
Vaznu ulogu u razvoju crijevne imunosti imaju bakterije. Primjerice, Zivotinje koje su
uzgojene u sterilnim uvjetima imaju manju gustocu limfocita u crijevnoj sluznici, limfni
folikuli su mali, a cirkulirajue razine imunoglobulina su niske. Odmah nakon izlaganja
zivotinja mikrobima, broj limfocita u sluznici se povecava, stvaraju se germinativni centri u
limfaticnim folikulima 1 dolazi do povecanja razine imunoglobulina u serumu (Fagarasan 1

sur., 2002).
¢) Zastitna uloga

Crijevna mikrobiota djeluje kao glavna linija obrane kojom se sprjecava kolonizacija
patogenih bakterija i oportunistiCkih mikroorganizama koji su povremeno prisutni u

intestinalnom traktu. Nekoliko je mehanizama upleteno u djelovanje zaStitne barijere;



ukljucuju kompetitivnu ekskluziju, tj. natjecanje za nutrijente i prostor, stimulaciju sekrecije
imunoglobulina A, stvaranje mukoznog sloja i antimikrobnih supstanci (bakteriocina), ¢ime

se aktivno djeluje na zaustavljanje upale crijeva (Lievin-Le Moal i Servin, 2006).

U posljednje vrijeme se intenzivno prouc¢ava mogucéa upotreba probiotika za razlicite
terapeutske svrhe. Zdravstveni ucinci probiotika specifi¢ni su o soju. Niti jedan probioticki soj
nema sve pozeljne i iste karakteristike, ve¢ one variraju ¢ak 1 unutar sojeva iste vrste
(Figueroa-Gonzalez i sur., 2011), pa se odabir probiotika vr$i s obzirom na stanje koje
zahtjeva probioticki tretman. Unutar skupine BMK, probioticki sojevi L. rhamnosus GG 1 L.
casei Shirota su pokazali najbolji utjecaj na zdravlje ljudi koji boluju od intolerancije na

laktozu, dijareje i dijareje uzrokovane koristenjem antibiotika (Shah, 2007).

Dokazano je da ucinak probiotika ne ovisi samo o vrsti koriStenih probiotickih
bakterija ve¢ 1 o upotrebljenoj dozi. Probioticki pripravak treba sadrzavati odredeni minimum
kolonija po dozi, tj. CFU (eng. colony-forming units), kako bi se postigao pozitivan u¢inak na
zdravlje Govjeka (Coeuret i sur., 2004), koji nije mogué¢ bez dnevnog unosa od 10° do 10
CFU. Za terapijski u¢inak potrebne su veée doze probiotika, od 10° do 10'° CFU, dok se u
preventivne svrhe upotrebljavaju doze od 10° do 10° CFU (Bernardeau i sur., 2006).

Probiotici se sve ¢eSc¢e koriste 1 u zivotinjskoj prehrani jer pozitivno utjecu na zdravlje
Zivotinja 1 pomazu suzbiti patogene bakterije iz hrane poput Salmonella 1 Campylobacter, $to
je nuzno za proizvodnju sigurnog mesa i mesnih proizvoda (Vila i sur., 2010). Probioticke
bakterije mogu kolonizirati GIT tovljenih pilica od prvog dana njihovog Zivota, S§to
omogucuje brze postizanje stabilnosti mikroflore. Takoder, dodatak probiotika u mlijeko za

prehranu teladi, moZe poboljSati njihov rast i razvitak (Frizzo i sur., 2011).

Tablica 1. Pozitivni u€inci probiotika na zdravlje Covjeka (preuzeto od Florou-Paneri i sur.,

2013).

Bakterija mlijecne kiseline Utjecaj na zdravlje

Lactobacillus rhamnosus GG | Ublazava simptome ulceroznog kolitisa 1 dermatitisa te

skracuje ciklus rotavirusa koji uzrokuje proljev

Lactobacillus casei Smanjuje vrijeme trajanja proljeva, stimulira imunosustav

crijeva te ublazava simptome Chronove bolesti

Lactobacillus acidophilus Lu¢i mlijecnu kiselinu koja snizava pH crijeva te tako

inhibira razvoj patogena (Salmonella spp, E. coli). Smanjuje




razinu kolesterola prisutnog u krvi.

Lactobacillus johnsonii Ucinkovit kod inhibicije patogena H. pylori te djeluje
protuupalno.
Lactobacillus plantarum Proizvodi kratkolancane masne kiseline koje blokiraju

stvaranje karcinogenih spojeva smanjenjem aktivnosti

enzima koji sudjeluju u njihovoj sintezi.

Lactobacillus fermentum Ucinkovit pri obnovi normalne mikroflore i suzbijanju

patogene vaginalne mikroflore.

Lactobacillus reuteri Smanjuje vrijeme trajanja proljeva.

Enterococcus faecium Smanjuje razinu kolesterola u krvi 1 time pomaze pri

smanjenju krvnog tlaka.

2.2. SloZene interakcije mikrobiote u tijelu domacéina

Kompetitivne interakcije izmedu autohtonih mikroorganizama koji prirodno
nastanjuju ljudsko tijelo te onih alohtonih koji se svakodnevno unose, veoma su dinamicne.
Kompeticija izmedu autohtonih i alohtonih organizama, uzrokuje da visoko specijalizirani
organizmi s vremenom formiraju svoje vlastite niSe. Komensalni organizmi, kao primjerice
bakterije iz roda Bifidobacterium (Packey and Sartor, 2009), dokazano sprjecavaju
kolonizaciju stranih patogena poput Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni i
Bacteroides vulgatis (Leahy 1 sur., 2005) raznim kompetitivnim interakcijama koje ukljucuju
faktore stani¢ne adhezije, stimulaciju antitijela domacina i otpustanje tvari koje poboljSavaju
cjelokupni zdravstveni sustav Covjeka (Schroeter 1 Klaenhammer, 2009; Erturk-Hasdemir 1
Kasper, 2013). S vremenom, ekoloski sustav prisutan u tijelu ¢ovjeka u obliku mikrobiote
postaje sekundarni imunosustav. Ravnotezu unutar crijevne mikrobiote moze lako narusiti
neadekvatan nacin prehrane te razni faktori iz okoline (Slika 1). Kako su ljudi dinamicni
domacini s razli¢itim primjerima stila zivota, mikroorganizmi moraju stvoriti interakcije sa
svojim domacinom i velikim brojem mikroorganizama, kako bi se bolje i lakSe prilagodili na
okolinu u kojoj se nalaze. Na mikroorganizme utjeCe genetika te metabolizam njihovog
domacina, §to je istodobno i prednost 1 nedostatak takve zajednice (Ley i sur., 2006; Backhed,
2011; Le Chatelier i sur., 2013). Prehrambeni izbori domacina mogu ograniciti 1 diktirati
funkciju komensalne mikrobiote te utjecati na ravnoteZu i stabilnost mikrobne zajednice, §to

je nuzno za funkcioniranje zdrave mikrobiote.
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Slika 1. Promjene u sastavu ljudske mikrobiote povezane s prehranom, nainom Zzivota te

bolestima (Josephs-Spaulding i sur., 2016).

2.3. Antimikrobno djelovanje probiotickih sojeva

Primarni antimikrobni u¢inak probiotickih BMK je snizavanje pH vrijednosti uslijed
nakupljanja organskih kiselina. BMK proizvode 1 razli¢ite visokomolekularne (bakteriocini) 1
niskomolekularne supstance s antimikrobnim djelovanjem poput vodikovog peroksida (H202),
ugljicnog dioksida (CO,), diacetila (2,3-butandion) i drugih sastojaka niske molekularne mase
s antimikrobnom aktivnoS¢u (npr. reuterina 1 reutericiklina). Svi oni mogu djelovati
antagonisticki na rast patogena u GIT-u (Ammor 1 sur., 2006.). Bakterije mlijecne kiseline
tijekom rasta i fermentacije proizvode organske kiseline, medu kojima su najznacajnije octena
1 mlijecna kiselina, koje inhibicijski djeluju na rast i razmnozavanje mikroorganizama.
Inhibicijsko djelovanje organskih kiselina potje€e od njihovog nedisociranog oblika, koji
difundira kroz stanicnu membranu mikroorganizma te interferira s esencijalnim
metabolizmom. Toksi¢ni u¢inak octene i mlijeCne kiseline ostvaruje se kroz smanjenje
intracelularnog pH te promjenu membranskog potencijala (Lorca, 2009). U usporedbi s
mlije¢nom kiselinom, octena kiselina ima jaci inhibicijski utjecaj na rast kvasaca, plijesni i

bakterija.



Nadalje, bakterije mlijecne kiseline u prisutnosti kisika mogu proizvesti vodikov
peroksid (H202) pomocu enzima NADH peroksidaze ili flavoprotein oksidaze. Antimikrobna
aktivnost H>O> moze se pripisati njegovom snaznom oksidacijskom djelovanju na bakterijsku
stanicu te naruSavanju molekularne strukture stani¢nih proteina (Lindgren, 1990). Naime,
H>0O; uzrokuje oksidaciju sulthidrilnih skupina, a posljedicno i denaturaciju vitalnih enzima
metabolizma kao primjerice; heksokinaza, aldolaza i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(Bjorck, 1985). H2O», §to ga proizvode baterije mlijecne kiseline, pomaze u zastiti od

urogenitalnih infekcija, posebice kod bakterijske vaginoze (Reid, 2008).

Heterofermentativne BMK proizvode COz koji djelovanjem na stani¢cnu membranu
moze direktno stvoriti anaerobne uvjete toksi¢ne za neke aerobne mikroorganizme iz hrane.
Antimikrobno djelovanje je rezultat inhibicije enzimske dekarboksilacije i nakupljanja
uglji¢nog dioksida u membranskom lipidnom dvosloju, $to uzrokuje disfunkciju membranske

propusnosti.

Diacetil (2,3-butandion) je metabolit kojeg proizvode mnogi rodovi BMK
metaboliziranjem citrata. Za vrijeme katabolizma, nastajanje diacetila je reprimirano. Smatra
se da su na diacetil osjetljivije Gram-negativne bakterije, kvasci i1 plijesni. Proizvodnja
specificnih inhibicijskih supstancija, kao Sto su bakteriocini, takoder je osobina bakterija
mlijecne kiseline. Bakteriocini su ekstracelularne proteinske supstancije s antimikrobnim
djelovanjem prema srodnim bakterijskim vrstama soja producenta. Nisin je najpoznatiji

bakteriocin BMK kojeg proizvodi Lactococcus lactis subsp. lactis (Suskovi¢ i sur., 2010).

2.4. Dinamicke promjene ljudskog mikrobioma

Ljudski mikrobiom je skup genoma svih mikroorganizama prisutnih u ljudskom tijelu.
Dosada$njim istrazivanjima utvrdeno je da humani mikrobiom sadrzi 100 puta veci broj gena
nego humani genom, a broj bakterijskih stanica u ljudskom organizmu je 10 puta veéi od
broja stanica ljudskog tijela pa bi se moglo re¢i da humani mikrobiom cini ¢ovjeka ,,viSe

prokariotskim nego eukariotskim bi¢em* (Suskovié, 2014).

Ovisno o uvjetima u okolini, ljudski mikrobiom se mijenja velikom brzinom, posebice
mikrobiom crijeva, koji se moze promijeniti ¢ak i kroz jedan dan ako je prehrana
promijenjena (David i sur., 2014). Ljudski mikrobiom oblikuje hrana koju ¢ovjek konzumira
te organizmi koji koloniziraju ljudsko tijelo i pritom mogu uzrokovati razli¢ita stanja. Ukoliko

unesena hrana sadrzi probiotike, pomaze oblikovati ljudski mikrobiom poboljSanjem



raznolikosti mikrobiote ¢ime se posljedi¢no poboljSava njezina metabolicka produktivnost
(Rosendale 1 sur., 2008), a samim time i zdravlje domacina (Kim 1 sur., 2007). Probavljena
hrana moze uzrokovati promjene u ravnotezi mikrobne zajednice GIT-a covjeka, a ukoliko su
te promjene minimalne, pogodena zajednica moze brzo vratiti ravnotezu u stabilno stanje.
Stabilnost je sposobnost zajednice velike mikrobne raznolikosti da se vrati u normalno stanje
nakon poremecaja te sposobnost da se odupre promjeni i kolonizaciji stranih patogena ili
invazivnih mikrobnih vrsta (Robinson i sur., 2010). Nadalje, hrana koja se konzumira moze
sadrzavati patogene organizme koji mogu dovesti do disbioze unutar mikrobne zajednice.
Ako patogeni mikroorganizmi nisu suprimirani ili izbaceni iz kompeticije pomocu mikrobiote
domacina, moze do¢i do smanjenja raznolikosti mikrobiote domacina te do pojave raznih

bolesti (Carriere i sur., 2015).

2.5. Poremecaj ravnoteZe mikrobiote i bolesti GIT-a

Ljudi imaju oko 150 puta vise bakterijskih gena svoje mikrobiote nego vlastitih gena
(Backhed, 2011). Smanjenjem raznolikosti mikroorganizama unutar mikrobne zajednice,
narusava se stabilnost i ravnoteZza takvog sustava te on postaje osjetljiviji na invaziju
potencijalno patogenih mikroorganizama za ljudski organizam (Robinson i sur., 2010).
Raznolikost mikroorganizama unutar ljudskog mikrobioma moze se smanjiti koriStenjem
antibiotika ili konzumacijom hrane s visokim udjelom Secera ili masti, koja smanjuje
raznovrsnost komensalnih mikroba, dok povecava osjetljivost domacina na patogene
organizme poput Bacteroidales 1 Clostridium spp. (Jakobsson 1 sur.. 2010). Oportunisticke
bakterije, poput Salmonella enterica serovar Typhimurium, pokazuju sposobnost kompeticije
medu vrstama 1 mogu prerasti autohtonu mikrobiotu u crijevima Covjeka te dovesti do
naruSavanja ravnoteze 1 bolesti (Stecher 1 Hardt, 2011). Ako oportunisticki organizmi
kompeticijom nadvladaju autohtone mikroorganizme domacina, preuzimaju njihovu nisu,
apsorbiraju nutrijente na mjestu kolonizacije i Stetno utjecu na domacina i njegovu mikrobiotu
(Ley 1 sur., 2006). Ljudski organizam raznovrsnim interakcijama odrzava ravnoteZu izmedu
sebe kao domacina 1 svoje specificne mikrobiote. Interakcije nuzne za odrZzavanje stabilnosti
zajednice ukljucuju mutualizam, intenzivnu kompeticiju, otpornost i prilagodljivost
komensalnih organizama te mno$tvo metabolickih 1 drugih medustani¢nih interakcija

(Robinson i sur., 2010; Stecher 1 Hardt, 2011).

Neuravnotezenost bilo kojeg od prethodno navedenih faktora unutar mikrobne

ekologije ljudskog sustava, definira se kao disbioza. MoZe biti uzrokovana promjenom



povezanom su okoliSnim i1 ekoloskim faktorima koja naruSava stabilnost ljudske mikrobiote 1
vodi k raznim oboljenjima. Disbioza je ravnotezna promjena unutar zajednice, koju zajednica
nije uspjela ispraviti. Ta promjena ukljucuje gubitak raznovrsnosti vrsta unutar komensalne
mikrobiote §to rezultira povec¢anjem osjetljivosti ljudskog tijela na kolonizaciju, rast i razvoj
invazivnih ili oportunisti¢kih patogena poput C. jejuni, Clostridium spp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli i L. monocytogenes, koji se nalaze u kontaminiranoj hrani. Kad je
stabilnost mikrobiote narusena, postoji veliki potencijal da patogeni mikroorganizmi
koloniziraju gastrointestinalni trakt i1 kompeticijom nadvladaju autohtonu mikrobiotu
domacina (Packey 1 Sartor, 2009). Ravnoteza podrazumijeva odrzavanje stalne raznolikosti 1
funkcionalnosti zajednice tijekom vremena usprkos poremecajima koji mogu narusiti
strukturu mikrobiote (Robinson i sur., 2010). Neprikladno odrzavanje mikrobiote povezano je
s razvitkom razli¢itih bolesti poput upalnih bolesti crijeva, Chronove bolesti te kroni¢nog

enteritisa.

N

Pathogen Mutualistic
microhiota

Slika 2. Uzajamni utjecaj crijevne mikrobiote i domacina. Poremecaji u sastavu mikrobiote
povezani su s razli¢itim nuspojavama, upalnim procesima 1 bolestima. Razjasnjavanje
metaboli¢kih puteva unutar mikroba i domacina omogucdit ¢e otkrivanje novih terapijskih

lijekova u svrhu poboljSanja zdravlja covjeka (Althani i sur., 2016).



2.6. Klini¢ki dokazani ucinci probiotika na bolesti crijeva

Veliki broj crijevnih poremecaja povezan je s neuravnotezenom GIT mikrobiotom.
Znanstveni dokazi potvrduju vaznu ulogu koju probiotici imaju u probavnom sustavu covjeka,
posebno pri ublazavanju simptoma raznih bolesti. Konzumacija probiotika ima dokazano

pozitivne ucinke na prevenciju ili lijecenje nekih bolesti GIT-a covjeka, kao npr.:
1) Dijareja

a)Infektivna dijareja: najcesc¢i uzorcnik je rotavirus. Akutna infektivna dijareja novorodencadi
je najviSe istraZzeno stanje GIT-a koje se lije¢i probioticima. Djeca su glavni predmeti
istrazivanja zbog vaznosti sprjecavanja Sirenja bolesti i smanjenja potrebe za konzumacijom
antibiotika (Aureli i sur., 2011). Bakterijski patogeni koji uzrokuju infektivnu dijareju su
bakterije iz roda Escherichia, Salmonella, Campylobacter 1 Shigella, testirani u velikom broju
klinickih istrazivanja kao suplementi u rehidracijskoj terapiji lijeCenja infektivne dijareje.
Dobiveni rezultati su pokazali znacajno i dosljedno skra¢enje vremena trajanja i ucestalosti
dijareje. Za lijecenje i prevenciju dijareje uzrokovane koriStenjem antibiotika, koriste se razne
probioticke bakterije, posebice laktobacili. U posljednjim istraZivanjima, L. acidophilus 1 L.
casei pokazali su se najucinkovitijim vrstama za smanjenje rizika pojave dijareje (Yoon,

2011).

b) Dijareja uzrokovana bakterijom Clostridium difficile: Clostridium difficile oportunitetni je
patogen Cesto odgovoran za dijareju kod ljudi s osjetljivim probavnim sustavom. Bakterija L.
rhamnosus GG pokazala je pozitivhe u€inke kod lijecenja takvih pacijenata (O’May i

Macfarlane, 2005).

c) Dijareja uzrokovana putovanjem: BMK iz roda Lactobacillus, nisu se pokazale u¢inkovite
u lijecenju takve dijareje, koja je najceS¢e uzrokovana enterotoksicnom bakterijom E. coli

(O’May 1 Macfarlane, 2005; Harish, 2006).
2) Upalne bolesti crijeva

BMK mogu pozitivno djelovati na crijevnu peristaltiku te smanjiti opstipaciju

smanjenjem intestinalnog pH (Mallett i sur., 1989).

a) Pouchitis: kroni¢na upala ilealnog rezervoara. Tretman s probioticima poput L. rhamnosus
GG 1 L. acidophilus smanjuje rizik od pouchitisa smanjenjem mukozne upale (Gosselink,

2004).
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b) Chronova bolest: zahvaca cijeli GIT te ju karakterizira upalni proces u dubokom sloju
tkiva. L. rhamnosus se koristi za smanjenje ozbiljnosti bolesti nakon operacije (Prantera i sur.,

2002).

c¢) Ulcerozni kolitis: akutna ili kroni¢na bolest koja pogada debelo crijevo. Probioticke BMK

pokazuju obecavajuce rezultate u lijeCenju iste bolesti (Harish, 2006).
3) Sindrom iritabilnog crijeva

Ova bolest obuhvaca veliku grupu gastrointestinalnih poremecaja poput dijareje,
opstipacije, nadutosti te abdominalne boli. L. plantarum soj 299V 1 E. faecium PR88 mogli bi

biti u¢inkoviti u lije€enju sindroma iritabilnog crijeva (Niedzielin, 1998).
4) Infekcija s Helicobacter pylori

Helicobacter pylori, Cesta kroni¢na bakterijska infekcija u ljudi koja uzrokuje mnoge
probleme poput kroni¢nog gastritisa, raka zeluca te ¢ira na zelucu. Probioticke bakterije L.
salivarius, L. casei Shirota 1 L. acidophilus pokazale su se obecavaju¢im u inhibiciji rasta H.

pyloriin vitro (Hamilton-Miller, 2003).
5) Karcinom crijeva

Antikarcinogeni ucinak probiotika moZe se pripisati kombinaciji mehanizama poput
indukcije pro ili antiupalnog i sekretornog odgovora koji mogu inhibirati karcinogenezu
(Soccol 1 sur., 2010). In vitro istrazivanja su pokazala antimutagenu aktivnost odredenih
sojeva 1ako joS ne postoje znanstveni dokazi da konzumacija probiotika moze sprijeciti
nastanak karcinoma crijeva u ljudi (Rafter, 2003). Postoji hipoteza da sojevi BMK imaju

antikancerogeno djelovanje zbog smanjenja aktivnosti enzima beta-glukuronidaza.
6) Intolerancija laktoze

Najces¢i poremecaj probave ugljikohidrata u crijevima. Pokazalo se da probiotici
poboljsavaju probavu laktoze kod odraslih i1 kod djece i ublazavaju simptome intolerancije

(Roberfroid, 2000).

7) Kolesterol u krvi
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Nedavno je dokazano da neki sojevi probiotickih bakterija poput L.plantarum i
Enterococcus faecium mogu znacajno smanjiti kolesterol u krvi i pomo¢i u snizavanju krvnog

tlaka (Cavallini i sur., 2009).
8) Drugi poremecaji

Iako se probiotici naj¢esce koriste u lijeCenju bolesti crijeva, sve se ¢eSce proucava
njihov utjecaj na smanjenje simptoma alergijskih reakcija, ukljucuju¢i dermatitis, rinitis,

bakterijsku vaginozu te alergije na hranu (Harish, 2006).
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3. MATERIJALI Il METODE RADA



3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

U ovom radu su nizom in vitro eksperimenata ispitana svojstva odabranih sojeva

bakterija mlijeCne kiseline iz roda Lactobacillus prikazana u Tablici 2. Navedeni sojevi su

izolirani 1 identificirani u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter

kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te pohranjeni pri -80 °C

u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % (v/v) glicerola.

Tablica 2. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu

Lactobacillushelveticus M92 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillusbrevis D6 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillusparaplantarum | SFOB MRS, 37 °C, anaerobno

3.1.2. Hranjive podloge

Za odrzavanje, Cuvanje i1 uzgoj bakterija mlijecne kiseline iz roda Lactobacillus,

koristene su optimalne hranjive podloge:

e MRS (De Man-Rogosa-Sharpe) agar sastava (g/L): pepton 10; mesni ekstrakt 10;
kvascev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4 -7H20 0,1; MnSO4 -7H20

0,05; Na-acetat 5; agar 20. Podloga se priprema u destiliranoj vodi. pH vrijednost

podloge je 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C/15 min.

e MRS bujon: istog sastava kao MRS agar, samo bez dodanog agara

Za kultivaciju Caco-2 stani¢ne linije koriSten je:

e MEM (eng. minimum essential medium): minimalni esencijalni medij s dodatkom 10

% toplinski inaktiviranog fetalnog govedeg seruma.

3.1.3. Kemikalije

o fosfatni pufer (PBS), ,,Kemika®, Hrvatska,

e natrijev dodecilsulfat, ,,Sigma®, SAD,
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etanol, ,,Kemika®, Hrvatska,

TEMED, ,,Sigma“, SAD,

metilensko modrilo, ,,Sigma®, SAD,
pepton, ,,Biolife*, Malazija,

mesni ekstrakt, ,,Biolife*, Malazija,
kvascev ekstrakt, ,,Difco*, SAD,
Tween 80, ,,Sigma“, SAD,
magnezijev sulfat, ,,Alkaloid*, Makedonija,
manganov sulfat, ,,Merck®, Njemacka,
glicerol , ,,Alkaloid*, Makedonija,
tripsin, ,,Invitrogen®, SAD,

Triton X-100, ,,Sigma*“, SAD,
fizioloSka otopina,

akrilamid,

agar.

3.1.4. Aparature 1 pribor

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

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija,

vaga, ,,Tehtnica®, Slovenija,

centrifuga 5804 R, Eppendorf,

Anaerocult A. Merck, Njemacka® Anaerocult,
¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006, ,,GDV*, Italija,
Hamilton igle, ,,Hamilton Bonaduz AG*, Svicarska,
automatske pipete, ,,Eppendorf™, SAD,

termostat, ,,Instrumentarija”, Hrvatska,

Petrijeve zdjelice,

mikrotitarske plocice s 24 bunarica,

mikrotitarske plocice s 96 bunarica,

termostat, ,,Instrumentarija”, Hrvatska.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odrzavanje i Cuvanje mikroorganizama i stani¢nih linija

Probioticki sojevi cuvani su pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15
% (v/v) glicerola. Dan prije ekperimenta inokulirani su u svjezu optimalnu MRS tekucu

podlogu te inkubirani pri optimalnoj temperaturi rasta prema uvjetima navedenim u Tablici 2.

Stanice Caco-2 stani¢ne linije uzgojene su u minimalnom esencijalnom mediju u T-
boci volumena 25 ¢cm? i odrzavane pri 37°C i 5%-tnoj atmosferi CO2 u MEM mediju s
dodatkom 10 % (v/v) toplinom inaktiviranog fetalnog govedeg seruma (56 °C tijekom 30

min).

Gluten, koriSten u ovom radu, izolirala je istrazivacka skupina Odjela za

biotehnologiju Sveucilista u Rijeci pod vodstvom prof. dr. sc. Roberta Antolovica.

3.2.2. Adhezija stanica bakterija mlije¢ne kiseline na Caco-2 stani¢nu liniju
3.2.2.1. Kultivacija Caco-2 stanicne linije

Caco-2 stani¢na linija je kontinuirana stani¢na linija koja sadrzi heterogene ljudske
tumorske stanice kolorektalnog epitela, prikladne za provjeru sposobnosti adhezije bakterija.
Zamrznuta stani¢na linija Caco-2 stanica s 10% glicerola se otopi u vodenoj kupelji na 37 °C
te centrifugira 5 minuta pri 100 okretaja u minuti (o/min) kako bi se uklonio supernatant koji
sadrzi ostatke medija 1 krioprotektivnog sredstva glicerola. Talog stanica se zatim
resuspendira u 1 ml svijezeg MEM medija prethodno zagrijanog na 37 °C i ponovno
centrifugira 5 minuta pri 1000 o/min. Potom slijedi propagacija stanicama u Petrijevim
zdjelicama promjera 5 cm. Nakon 24 sata stanice se nasaduju u T-bocu volumena 25 cm® i u
njoj se uzgajaju i odrzavaju do subkonfluentnog stanja (Freshney, 2000) pri 37 °C 1 u 5%-tnoj
atmosferi CO2, u minimalnom esencijalnom mediju te s dodatkom 10 % (v/v) toplinom
inaktiviranog fetalnog govedeg seruma (56 °C tijekom 30 min). Svaka 2 dana se stanicama

dodaje svjezi medij.

Priprema subkonfluentnih stanica za eksperiment zapocinje uklanjanjem medija
pomocu pipete sa stanica poraslih u monosloju u T-bocama. Zbog a,-makroglobulina, serum
u mediju ima antitripsinsku aktivnost pa se prije dodatka tripsina mora ukloniti. Preostale
stanice zalijepljene za dno boce isperu se PBS puferom kako bi se uklonile sve tvari iz medija

koje bi mogle ometati djelovanje tripsina. Zatim se na isprane stanice dodaje 0,25% (v/v)
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tripsin u koli¢ini dovoljnoj da prekrije dno (1 ili 2 mL, ovisno o volumenu boce). Vrijeme
izlozenosti tripsinu ovisi o vrsti stanica i starosti tripsina zbog Cega je potrebna kontrola
mikroskopom kako bi se utvrdilo kad dolazi do odljepljivanja stanica s dna T-boce, prelaska
oblika stanica iz vretenastog u okrugli i pokretanja u smjeru kretanja tripsina. Kad se uvrdi da
su se stanice odlijepile, dodaje se medij sa serumom kako bi se zaustavilo proteoliticko
djelovanje tripsina (Freshney, 2000), ali ako stanice lako agregiraju u nakupine, brojanje se

moze vrsiti direktno u tripsinu ili u mjeSavini tripsina i medija.

Nakon tripsiniziranja, 20 pL stanicne suspenzije se nanosi na Biirker-Tiirkovu
komoricu volumena 10 mL, koja se sastoji od &etiri velika kvadrata, a svaki veliki kvadrat
sastoji se od 16 malih. Stanice se broje u gornjem lijevom i donjem desnom velikom kvadratu

te se iz broja izbrojenih stanica izraCuna srednja vrijednost.

Caco-2 stanice se pripreme u 2 plasticne plocice s 24 jazice, tako da se u svaku jazZicu

dodaje po 1 mL suspenzije koncentracije 10° stanica.

3.2.2.2. Priprema stanica bakterija mlijecne kiseline za adheziju na Caco-2 stanicnu liniju

Sojevi bakterija mlijene kiseline navedeni u Tablici 2, uzgoje se u 3 paralele po 5 mL MRS
bujona u anaerobnim uvjetima pri 37 °C. Nakon prekonoéne inkubacije slijedi centrifugiranje
stani¢ne suspenzije 5 min pri 4200 o/min. Biomasa stanica se ispere s 10 mL fizioloske
otopine te se vrsi provjera opticke gustoce (As20) u mikrotitarskoj plo€ici iz 100 puL suspenzije
stanica u fizioloskoj otopini. Opticka gustoca podesi se na vrijednost OD=1 resuspendiranjem
dvije paralele biomase stanica u ¢istom MEM mediju i jedne paralele u MEM mediju s
dodatkom glutena. 100 pL suspenzije svakog soja u mediju sa i bez glutena, pripremljene
kako je opisano u poglavlju prenese se na mikrotitarsku ploc¢icu 1 naprave se razrjedenja do
10 (10 pL suspenzije u 90 pL PBS-a). Pocetan broj stanica bakterija mlije¢ne kiseline u
pripremljenim stani¢nim suspenzijama odreduje se indirekthom metodom opisanom u

poglavlju 3.2.2.3.

3.2.2.3. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Petrijeve zdjelice s MRS hranjivom podlogom nacijepe se sa svih 6 priredenih decimalnih
razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica u obliku kapi od 10 pl u 3 paralele. Nakon 48 h
anaerobne inkubacije pri 37 °C, izbroje se porasle kolonije, te se izraCuna broj bakterijskih

stanica po mililitru uzorka.
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3.2.2.4. Adhezija stanica bakterija mlijecne kiseline na Caco-2 stanicnu liniju

Ispituje se utjecaj glutena na adheziju bakterija mlije¢ne kiseline na Caco-2 stani¢nu
liniju. Kao pozitivna kontrola se koristi suspenzija BMK u ¢istom MEM mediju. Ispituje se i
utjecaj predinkubacije otopine glutena na Caco-2 stanicama na adheziju BMK. Caco-2 stanice
se prije izvodenja eksperimenta isperu 2 puta s 1 mL fosfatnog pufera (Goh 1 sur., 2009). U
jazice s uzgojenim i ispranim Caco-2 stanicama doda se po 1 mL suspenzije stanica bakterija
mlijecne kiseline u pripremljenim medijima sa i bez glutena, odnosno 0,5 mL medija u kojem

je resuspendiran gluten (1 mg/mL). Plocice se stave na inkubaciju na 37 °C.

Nakon pola sata, u jazice u koje je dodano samo 0,5 mL medija s glutenom, doda se
0,5 mL suspenzije stanica u ¢istom MEM mediju, te se inkubacija nastavlja jo§ pola sata.
Nakon isteka tog vremena, stanice se isperu 3 puta s po 1 mL fosfatnog pufera radi uklanjanja
svih bakterijskih stanica koje se nisu adhezirale. Nakon ispiranja, stanice se inkubiraju 10 min
u 1 mL 0,05 % (v/v) otopine Triton X-100 kako bi se unistile stanice Caco-2 stani¢ne linije i
resuspendirale sve bakterijske stanice adhezirane na Caco-2 crijevne epitelne stanice. Sadrzaj
svake jazice prebaci se u epice oznacene brojevima 1-30 i centrifugira 5 minuta na 13 000
rpm. Talog stanica resuspendira se u 1 mL fosfatnog pufera i naprave se mikrorazrijedenja do
10° u fosfatnom puferu u mikrotitarskim plocicama s 96 jazica radi provjere broja
adheziranih stanica indirektnom metodom kako je opisano u poglavlju 3.2.2.3. Postotak

adhezije izracuna se prema jednadzbi:

adhezija (%) = (CFU/mL adheziranih bakterija / CFU/mL dodanih bakterija) x 100.

3.2.3. Prezivljavanje bakterija mlijecne kiseline u fizioloskoj otopini sa i bez prisutnosti

glutena

Bakterije mlijecne kiseline navedene u Tablici 2, uzgoje se u 2 paralele svjezeg MRS bujona.
Prekono¢ne kulture uzgojenih sojeva BMK se centrifugiraju 5 minuta pri 4200 o/min kako bi
se uklonili ostaci hranjive podloge. Talog stanica svakog soja prve paralele se resuspendira u
3 ml fizioloske otopine, a talog stanica svakog soja druge paralele se resuspendira u 3 ml
fizioloske otopine u koju je prethodno dodan gluten (y=1 mg/ml). Pocetan broj bakterijskih
stanica u svakoj suspenziji se odredi indirektnom metodom kako je opisano u poglavlju
3.2.2.3. Nakon dvosatne inkubacije uzoraka u obje otopine, ponovi se odredivanje broja

bakterijskih stanica indirektnom metodom kako bi se odredio konacan broj prezivjelih stanica.
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4. REZULTATI



4.1. Adhezija stanica bakterija mlije¢ne kiseline na Caco-2 stani¢nu liniju u prisutnosti

glutena

Ispitan je utjecaj glutena u mediju na adheziju odabranih Lactobacillus sojeva na
Caco-2 stani¢nu liniju. Takoder je ispitan utjecaj polusatne predinkubacije medija s dodatkom
glutena na adheziju potom dodanih stanica BMK. Rezultati eksperimenta izraZzeni su u
vrijednostima Alog (Slika 3), $to je razlika izmedu logaritama pocetnog broja bakterijskih
stanica (CFU/mL) i broja adheziranih stanica (CFU/mL) nakon adhezije na Caco-2 stanice.
Sto je vrijednost dobivenog Alog niza, viSe se bakterijskih stanica adheziralo na Caco-2

stani¢nu liniju.

Postotak adhezije svih ispitanih sojeva u priredenim medijima sa i bez glutena,

prikazan je u Tablici 3.

3 inkubacija BMK bez
glutena
2.5 inkubacija BMK s
glutenom
7E| 2 — l I BMK dodane pola
S I I sata nakon glutena
& 1.5 - 1 I —] —
&
| 4 | | |
0.5 +— —— —— —
0
M92 D6 SF9B

Slika 3. Utjecaj glutena na adheziju bakterija mlijecne kiseline na Caco-2 stani¢nu liniju.



Tablica 3. Postotak adhezije stanica bakterija mlijecne kiseline resuspendiranih u mediju s

glutenom 1 bez glutena te u mediju bez glutena u jazicama u kojima je prethodno pola sata

inkubiran medij s glutenom.

% adhezije BMK

Soj medij bez glutena | medij s glutenom | medij s glutenompredinkubiran 0.5 h
M92 1,15% 1,05% 4,08%

D6 3,11% 1,33% 3,15%
SF9B 2,61% 2,10% 1,09%

4.2. Prezivljavanje bakterija mlijeCne kiseline u fizioloSkoj otopini sa i bez prisutnosti

glutena

Provedeno je in vitro ispitivanje utjecaja glutena (y=1 mg/mL) na preZivljavanje
Lactobacillus helveticus M92, L. brevis D6 1 L. paraplantarum SF9B u fizioloskoj otopini.

Rezultati su vidljivi na Slici 4.

9
7,5
6 M fizioloSka otopina
—_
£
S .« . w .
E 45 m fizioloSka otopina nakon 2 h
oo
i=] N .
3 m fizioloSka otopina + gluten
m fizioloSka otopina + gluten
1,5
nakon 2h
0
M92 D6 SF9B

s0j

Slika 4. Rezultati prezivljavanja Lactobacillus sojeva u fizioloSkoj otopini sa i bez dodatka

glutena nakon 2 h inkubacije.



5. RASPRAVA



Crijevnu mikrobiotu ¢ini mnoStvo zivih mikroorganizama, vec¢inom bakterija,
prisutnih u probavnom sustavu domacina. Mikrobiota ima znacajan utjecaj na zdravlje
domacina. Pocinje se formirati rodenjem i razlikuje se kod svakog pojedinca ovisno o nacinu
poroda, higijenskim uvjetima mjesta rodenja, na¢inu ishrane itd. Djeca rodena vaginalnim
putem imaju vise korisnih anaeroba iz iz rodova Bacteroides 1 Bifidobacterium, a manje
Clostridium spp. u odnosu na djecu rodenu carskim rezom. Dojena djeca putem majcinog
mlijeka unose niz slozenih imunoregulatornih tvari, oligosaharida i esencijalnih masnih
kiselina koje pozitivno utjecu na formiranje zdrave mikrobiote i odrzavanje ravnoteze izmedu
korisnih, oportunistic¢kih 1 patogenih mikroorganizama u GIT-u. Uslijed terapije antibioticima,
loSe prehrane, bolesti ili razli¢itih stresnih uvjeta iz okoliSa, moze do¢i do narusavanja
ravnoteze crijevne mikrobiote Sto Cesto zahtjeva primjenu razliitih probiotickih pripravaka.
Bakterije mlijecne kiseline se dugi niz godina koriste kao starter kulture u proizvodnji
razli¢itth mlijecnih 1 ne-mlije¢nih proizvoda, no sve ceS€e se razmatra njihova terapijska

uloga.

BMK prisutne u probavnom traktu metaboliziraju ugljikohidrate i snizavaju
intestinalni pH uslijed proizvodnje mlijecne 1 octene kiseline. Osim toga, proizvode i razlicite
visokomolekularne (bakteriocini) i1 niskomolekularne (H>O», CO,, diacetil, reuterin,
reutericiklin itd.) spojeve koji imaju antimikrobnu aktivnost i nepovoljno djeluju na
kolonizaciju 1 rast oportunisti¢kih i patogenih bakterija. PoboljSavaju metabolizam laktoze,
utjecu na sintezu vitamina B, stimuliraju imunosni sustav i1 proizvodnju proteolitickih enzima,
sudjeluju u suzbijanju urogenitalnih 1 crijevnih infekcija mehanizmom kompetitivne
ekskluzije patogena, reguliraju koncentraciju kolesterola, sudjeluju u suzbijanju alergijskih

infekcija 1 poti€u resorpciju magnezija, Zeljeza 1 kalcija.

Ulaskom u gastrointestinalni trakt, bakterije su izloZene nizu stresnih uvjeta. Pojedini
sojevi BMK osim uobic¢ajenih stani¢nih mehanizama za prezivljavanje nepovoljnih uvjeta
posjeduju 1 makromolekularni sloj S-proteina vezan na peptidoglikanski sloj stani¢ne stijenke,
koji Stiti stanicu tijekom naglih promjena temperature, niskog pH, sokova gusterace i visoke
koncentracije zu¢nih soli. Adhezija bakterijskih stanica na epitelne stanice GIT-a je jedan od
najvaznijih izbornih kriterija pri odabiru probiotickih sojeva buduc¢i da predstavlja neophodan
preduvjet za kolonizaciju gastrointestinalnog sustava. Kad probioticke bakterije dospiju u
debelo crijevo, moraju se vezati za crijevne resice ili adhezirati na mukozni sloj kako ne bi
bile uklonjene iz crijeva uslijed peristaltike (Fernandez i sur., 2003). Na sposobnost adhezije

laktobacila na Caco-2 stani¢nu liniju utjecu brojni ¢imbenici poput pH vrijednosti, uvjeta
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reakcije, pocetnog broja dodanih bakterijskih stanica itd. Stanicne linije epitelnih stanica
humanog podrijetla, poput Caco-2 crijevnih epitelnih stanica, Cesto se koriste kao in vitro
simulacijski modeli kojima se moze dobiti dobar uvid u interakcijske mehanizme koji se
odvijaju u in vivo uvjetima. Brojne sloZene fizikalno-kemijske interakcije, ¢iji mehanizam nije
u potpunosti razjasnjen, sudjeluju u adheziji stanica mikroorganizama na crijevni epitel.
Sposobnost adhezije se prvenstveno bazira na nespecifi¢nim interakcijama izmedu adhezina
(najceSce proteina) i receptora. Smatra se da i S-proteini bakterija mlije¢ne kiseline imaju
ulogu adhezina. Svi sojevi koriSteni u ovom radu posjeduju sloj S-proteina veli¢ine 40-55

kDa.

Rezultati prikazani na Slici 3 ukazuju da gluten primijenjen u koncentraciji y=1
mg/mL nema utjecaja na adheziju ispitanih bakterija mlijecne kiseline na Caco-2 stanice. lako
je kod soja L. paraplantarum SFI9B postotak adhezije (Tablica 3) bio najvisi u mediju bez
dodanog glutena, takav rezultat je beznaCajan jer je razlika u broju adheziranih stanica u
mediju sa 1 bez glutena manja od pola logaritamske jedinice (Slika 3). Bakterijski soj L.
helveticus M92 najbolju adheziju na Caco-2 stanice pokazuje u stani¢nim suspenzijama gdje
je gluten dodan pola sata prije samog soja M92. Budu¢i da rezultati variraju izmedu sojeva 1
suspenzija, ne moze se uociti pravilo ponasanja stanica nakon dodatka glutena i ne mogu se
donijeti zakljucci o Stetnom ucinku primijenjene koncentracije glutena na adheziju bakterija

mlijecne kiseline na Caco-2 stanice crijevnog epitela.

Gluten je protein prisutan u Zitaricama (raZ, pSenica, je¢am i pir) koji se sastoji od
dvije frakcije; glijadina 1 glutenina. Koristi se u pekarskim proizvodima za poboljSavanje
tehnoloskih 1 organoleptiCkih svojstava jer tijestu daje viskoznost i elastiCnost te pojacava
kapacitet vezanja vode. Glijadinin, sastavna komponenta glutena, predstavlja problem velikoj
populaciji ljudi koji boluju od celijakije. Zbog sveprisutnosti glutena u prehrani ¢ovjeka, ¢esto
se ispituje njegova uloga u razliitim oStec¢enjima sluznice 1 cjelokupnog probavnog sustava
¢ak 1 kod ljudi koji ne boluju od celijakije. Odredene grupe istraziva¢a smatraju da visoke
koncentracije glutena u prehrani mogu dovesti do pojave razli¢itih autoimunih bolesti poput
dijabetesa tipa 1, lupa i poremecaja Stitnjae. Zbog svakodnevnog unoSenja glutena u
organizam Covjeka, potrebno je ispitati njegov utjecaj na mikrobiotu. Upravo zato, ispitan je i
utjecaj glutena (y=1 mg/mL) na prezivljavanje Lactobacillus helveticus M92, L. brevis D6 1 L.
paraplantarum SF9B u fizioloSkoj otopini. Rezultati vidljivi na Slici 4 pokazuju da gluten
primijenjen u navedenoj koncentraciji nema utjecaj na prezivljavanje ispitanih sojeva u

fizioloSkoj otopini.
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6. ZAKLJUCCI



1) Gluten primijenjen u koncentraciji y=1 mg/mL nije imao utjecaja na adheziju ispitanih

bakterija mlijecne kiseline na Caco-2 stanice.

2) Svi ispitani sojevi (L. helveticus M92, L. brevis D6 i L. paraplantarum SF9B) su se

adhezirali na Caco-2 crijevne epitelne stanice, bez obzira na dodatak glutena.

3) Dodatak glutena (y=1 mg/mL) nije imao utjecaja na prezivljavanje ispitanih bakterija

mlijecne kiseline tijekom 2h inkubacije u fizioloskoj otopini.
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