Utjecaj S-proteina na potencijalna probioticka
svojstva bakterija mlijeCne kiseline izoliranih iz
majcinog mlijeka

Zrinjan, Andrea

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:548720

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-02

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:548720
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4071
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4071
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4071

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2021. Andrea Zrinjan
1424/USH



UTJECAJ S-PROTEINA NA
POTENCIJALNA PROBIOTICKA
SVOJSTVA BAKTERIJA
MLIJECNE KISELINE
|ZOLIRANIH 1Z MAJCINOG
MLIJEKA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura na
Zavodu za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu pod mentorstvom doc. dr. sc. Andreje Lebos Pavunc te uz pomo¢ dr. sc. Martine

Bani¢ i Nine Culjak, mag. ing. biotechn.



Ovaj diplomski rad izraden je u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,, Probiotici i
starter kulture — povrsinski proteini i bakteriocini* (IP-2014-09-7009) kojeg je voditeljica
prof. dr. sc. BlaZenka Kos.



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

UTJECAJ S-PROTEINA NA POTENCIJALNA PROBIOTICKA SVOJSTVA BAKTERIJA
MLIJECNE KISELINE IZOLIRANIH IZ MAJCINOG MLIJEKA

Andrea Zrinjan, 1424/USH

Sazetak: Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj S-proteina, koje eksprimiraju 4 Lactobacillus brevis
soja (MB1, MB2, MB13 i MB20) izolirana iz majcinog mlijeka, na njihova potencijalna probioticka
svojstva. Kompetitivna ekskluzija bakterije E. coli 3014 s navedenim sojevima ispitana je in vitro
primjenom Caco-2 stanicne linije, a svojstvo koagregacije s patogenim bakterijama Listeria
monocytogenes ATCC 19111, Staphylococcus aureus 3048, Salmonella enterica serovar Typhimurium
FP1 i E. coli 3014. Nakon uklanjanja S-proteina sa stanicne povrsine ispitivanih sojeva BMK
smanjena je uspjesnost kompetitivne ekskluzije patogene bakterije, kao i sposobnost autoagregacije i
koagregacije s ispitivanim patogenim bakterijama. Osim navedenog, uklanjanje S-proteina utjecalo je
na smanjenu sposobnost prezivljavanja Lactobacillus sojeva u simuliranim uvjetima Zelucanog soka i

soka tankog crijeva.

Kljuéne rijeci: majcino mlijeko, bakterije mlijecne kiseline, probiotici, S-proteini

Rad sadrzi: 49 stranica, 12 slika, 7 tablica, 71 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: doc. dr. sc. Andreja Lebos Pavunc
Pomo¢ pri izradi: dr. sc. Martina Banié; Nina Culjak, mag. ing. biotechn.

Struéno povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. prof. dr. sc. Jagoda Suskovié
2. doc. dr. sc. Andreja Lebos Pavunc

3. prof. dr. sc. Jasna Mrvcié
4. prof. dr. sc. Ksenija Markov (zamjena)

Datum obrane: rujna 2021.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Graduate Thesis

University of Zagreb

Faculty of Food Technology and Biotechnology

Department of Biochemical Engineering

Laboratory for Antibiotic, Enzyme, Probiotic And Starter Cultures Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

THE INFLUENCE OF S-LAYER PROTEINS ON POTENTIAL PROBIOTIC PROPERTIES
OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM BREAST MILK

Andrea Zrinjan, 1424/USH

Abstract: The aim of this study was to examine the influence of S-layer proteins from 4 Lactobacillus
brevis strains (MB1, MB2, MB13 and MB20) isolated from breast milk on their potential probiotic
properties. The competitive exclusion of E. coli 3014 with Lactobacillus strains was examined in vitro
on Caco-2 cell line. The coaggregation ability was examined using pathogens Listeria monocytogenes
ATCC 19111, Staphylococcus aureus 3048, Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 and E.
coli 3014. The competitive exclusion activity of LAB strains was significantly decreased after the
removal of S-layer proteins from their cell surface, as well as the autoaggregation and the
coaggregation ability with the examined pathogenic bacteria. Also, the removal of S-layer proteins

from Lactobacillus strains reduced their viability in simulated gastric and small intestinal juices.

Keywords: breast milk, lactic acid bacteria, probiotics, S-layer proteins

Thesis contains: 49 pages, 12 figures, 7 tables, 71 references

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: PhD. Andreja Lebos Pavunc, Assistant professor
Technical support and assistance: PhD. Martina Banié; Nina Culjak, mag. ing. biotechn.

Reviewers:

1. PhD. Jagoda Suskovié, Full professor

2. PhD. Andreja Lebos Pavunc, Assistant professor
2. PhD. Jasna Mrv¢ié, Full professor

4. PhD. Ksenija Markov, Full professor (substitute)

Thesis defended: September 2021.



SadrzZaj

LUV OD .. 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt 2
2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE ......ccoooiiiiiiiiieieeeceeeieeeeee et esee e eeee s 2
2.1.1. Taksonomija bakterija mlijecne KiSeline...........cccccovveiiiieiiiiiiiiii e 2
2.1.2. Primjena bakterija mlije¢ne kiseline u industriji..........cccevvvveiiiiieiiiieiiiienieenieens 3
2.1.3. Metabolizam bakterija mlijecne KiSEline ...........ccccovvriiiiniiiiiiiii e 4
2.1.4. Majcino mlijeko kao izvor bakterija mlijecne kiseline...........cccccovcvvveiiiinnicninnnn. 6
2.2. PROBIOTICH ..ttt ettt 7
2.2.1. DefiniCija ProDIOTIKA .......covieiiiiiie et 7
2.2.2. Mehanizam djelovanja probiotiKa ............ccoiiiiiiiiiieiie e 9
2.2.3. U¢inak probiotika na ljudsko zdravlje ...........ccocvveiiiiiii 11
2.3 S-S0 e 12
2.3.1. Grada S-SI0Ja .. .ccoueiiiie i 12
2.3.2. FUNKCIJE S=SI0Ja .. ccciiei ettt e e e e e e e nnnee e 14
3. EKSPERIMENTALNI DIO ...t 17
S L MATERIJALL ... s 17
3.1.1. Radni MIKIrOOIQaANIZMI ....vveeiiieeiiee e st e ettt e stee e se e a e snaa e et eesntaeeansaeesnneeas 17
3.1.2. StANICNE HINTJE 1.uvvvvirieiiie e i ittt e et e e e e e e st r e e e e e e e e nanaaees 17
3.1.3. Hranjive POAIOQE .....oveeiiieeciie ettt ettt e e e e e 17
3.1 KEMIKAIIJE ..ot e e 18
3.1.5. APAratura i PriDOT ......eeiiiie e e e 19
B2 METODE.....cc et 20
3.2.1. Odrzavanje i uvanje mikroorganizama 1 stani¢nih linija............ccccceeeriininiinnnnnn. 20
3.2.3. 1zolacija genomSKe DINA .......ooo it 20
3.2.4. Ispitivanje osjetljivosti bakterija izoliranih iz maj¢inog mlijeka na antibiotike .....21
3.2.5. Uklanjanje S-proteina s povrSine bakterijskih Sojeva............ccccoeviiiiiiiiiiinninnnnn, 22
3.2.6. Ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogenih bakterija sa sojevima BMK
Primjenom Caco-2 Stanicne HNTJE ......cueeieeiiieiiiieiee st siee st ee e nree s 23
3.2.7. Ispitivanje agregacijskih svojstava BMK izoliranih iz maj¢inog mlijeka .............. 24

3.2.8. Prezivljavanje probiotic¢kih bakterija u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
L0 Ut W (1 I 1) TP PP PR 25

4. REZULTATI I RASPRAVA ...t s 27



4.1. OSJETLIIVOST NA ANTIBIOTIKE BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

IZOLIRANIH IZ MAJCINOG MLITEKA ..o oeeeeeeee oo e 27

4.2. UTJECAJ S-PROTEINA NA POTENCIJALNA PROBIOTICKA SVOJSTVA

BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE IZOLIRANIH IZ MAJCINOG MLIJEKA.............. 34
8. ZAKLIUCK ..o e ettt 41

6. LITERATURA 42



1. UVOD

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) su Siroko rasprostranjena skupina
mikroorganizama, koja osim $to je prirodno prisutna u okolini i fermentiranoj hrani, stalna su
mikroflora probavnog trakta zdravih ljudi i Zivotinja. Zbog specifi¢nih svojstava koja
posjeduju, ucestala je primjena BMK kao probiotika, koji kao takvi imaju velik znacaj za
ljude s obzirom na to da ako se konzumiraju u dovoljnoj koncentraciji imaju blagotvorne
ucinke na cjelokupno zdravlje ljudi. Kako bi se odredeni bakterijski soj mogao koristiti kao
potencijalni probiotik mora zadovoljiti strogo definirane kriterije (Suskovié¢ i sur., 2001).
Jedan od vaznijih funkcionalnih kriterija koje probioti¢ki soj mora zadovoljiti kako bi mogao
iskazati svoje djelovanje je njegova sposobnost adhezije na epitelne stanice
gastrointestinalnog trakta. U brojnim istrazivanjima dokazani su razli¢iti mehanizmi
djelovanja probiotika. Probiotici mogu djelovati antagonisticki prema patogenim
mikroorganizmima proizvodnjom antimikrobnih tvari i na taj nac¢in mogu sprije¢iti njihovo
vezanjena crijevni epitel (kompetitivna ekskluzija). Za adheziju probioti¢kih sojeva na
intestinalni trakt vazne su razli¢ite komponente prisutne na njihovoj stani¢noj povrsini, a u
ovom radu naglasak je stavljen na S-proteine. S-proteini osim $§to imaju ulogu u adheziji

bakterijske stanice, pospjesuju i sama agregacijska svojstva stanica koje ih eksprimiraju.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati da li se odredeni sojevi bakterija mlije¢ne kiseline
(Lactobacillus brevis MB1, L. brevis MB2, L. brevis MB13, L. brevis MB20) izolirani iz
majcinog mlijeka mogu koristiti kao potencijalni probiotici. Da bi se odredeni bakterijski soj
mogao Koristiti kao probiotik mora zadovoljiti brojne kriterije. Jedan od njih je ispitati
osjetljivost probiotickog soja na antibiotike i provijeriti da li sadrzi gene za rezistenciju na
antibiotike zbog moguce opasnosti od horizontalnog prijenosa gena na domacina. Osjetljivost
na antibiotike je ispitana disk-difuzijskom metodom i E-testom, a prisutnost gena za
rezistenciju PCR metodom. Osim navedenog, ispitan je i utjecaj S-proteina na probioticka
svojstva kompetitivne ekskluzije, autoagregacije i koagregacije izoliranih bakterijskih sojeva.
Kompetitivna ekskluzija patogene bakterije Escherichia coli 3014 s izoliranim sojevima
bakterija mlije¢ne Kiseline ispitana je in vitro primjenom Caco-2 stani¢ne linije.
Koagregacijska svojstva bakterijskih sojeva ispitana su s patogenim sojevima Listeria
monocytogenes ATCC 19111, Staphylococcus aureus 3048, Salmonella enterica serovar

Typhimurium FP1 i Escherichia coli 3014.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline heterogena su skupina mikroorganizama, koja je Siroko
rasprostranjena posvuda u prirodi gdje se nalazi visoka koncentracija ugljikohidrata i malo
kisika. Prirodno staniste BMK je tlo, voda, silaza i kanalizacija te su prirodna mikroflora
odredene hrane kao §to je mlijeko, meso, vino, voée i povrée. Osim toga, dio su mikrobiote
mukoznih membrana, odnosno nastanjuju usnu Supljinu, gastrointestinalni i genitalni sustav
ljudi i zivotinja (Ayivi i sur., 2020; Samarzija, 2015). Prema op¢im karakteristikama koje ih
povezuju mogu se opisati kao Gram-pozitivne bakterije koje ne tvore spore, a ovisno prema
potrebi za kisikom svrstavaju se kao anaerobne, ali i aerobno tolerantne bakterije. Nemaju
citokrome s obzirom na to da evolucijski nikad nisu stekle sposobnost za sintezu
hemoproteina, koji je klju¢na komponenta citokroma, a to je uvjetovalo i nepostojanju enzima
katalaze, dakle katalaza-negativne su (iako neki sojevi mogu stvarati pseudokatalazu).
ZajedniCka karakteristika svih BMK je da stvaraju mlijeCnu kiselinu kao krajnji produkt
fermentacije ugljikohidrata. Optimalan rast BMK je pri pH u rasponu od 5,5 do 5,8. Rastu
samo na kompleksnim podlogama koje obiluju aminokiselinama, peptidima, masnim
kiselinama, vitaminima i mineralima te ugljikohidratima. Ve¢ina BMK pripada korisnim
bakterijama, koje nisu Skodljive za ljude, osim nekoliko patogenih vrsta iz roda Streptococcus

(Samarzija, 2015; Lui i sur., 2014; Khalid, 2011).

2.1.1. Taksonomija bakterija mlijecne kiseline

Taksonomsko Klasificiranje BMK temelji se na analizi rDNA sekvenci koje kodiraju
16S ili 23S rRNA. Prema toj klasifikaciji Gram-pozitivne bakterije podijeljene su u dvije
filogenetske skupine na temelju udjela gvanina i citozina (G+C) u svojim DNA molekulama.
Jednu filogenetsku skupinu cCine bakterije koje pripadaju rodovima Atopobium,
Bifidobacterium, Corynobacterium i Propionibacterium. Navedeni rodovi pripadaju
bakterijskoj grani Actinomyces i imaju visi sadrzaj G + C (>50 %). Drugu filogenetsku
skupinu ¢ine bakterije koje pripadaju klostridijalnoj grani i koljenu Firmicutes te sadrze nizi
udio G + C u DNA molekuli (<50 %). Toj skupini pripadaju rodovi BMK Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Streptococcus, ¢iji se udio G + C
kre¢e u rasponu od 31 do 49 % (Samarzija, 2015; Lui i sur., 2014; Horvath i sur., 2009;
Savadogo i sur., 2006).



Klasi¢ne metode pomocu kojih se BMK svrstavaju u razlicite rodove i vrste temelje se na
njihovim fenotipskim i1 biokemijskim karakteristikama. U tu svrhu provode se klasi¢ni
preliminarni testovi koji ukljucuju bojanje po Gramu, odredivanje morfoloskih karakteristika,
katalaza test, Vogues Proskauer test, APl 50 CH test (fermentacija Secera), zatim rast pri
temperaturama od 10, 40 i 45 °C, tolerancija na odredene pH vrijednosti i koncentracije soli,
konfiguracija mlijeCne kiseline i druge karakteristike. U novije vrijeme molekularne metode
postale su vazan alat za potpunu identifikaciju i1 klasifikaciju BMK. Najcesée koristene
molekularne metode koje se koriste u tu svrhu su: poliakrilamid elektroforeza PFGE (engl.
Polyacrylamide electrophoresis), analiza slu¢ajnog umnazanja polimorfne DNA (engl.
Random Amplifield Polymorphic DNA, RAPD) i PCR metoda (engl. Polymerase Chain
Reaction). Osim toga, koriste se gel elektroforeza u denaturiraju¢em gradijentu (engl.
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, PCR-DGGE) ili gradijentu temperature (engl.
Temporal Temperature Gradient Electrophoresis, PCR-TTGE), metode koje ne zahtijevaju
uzgoj bakterija na hranjivim podlogama (Samarzija, 2015).

Taksonomski ve¢ina BMK pripada domeni Bacteria, koljenu Firmicutes, razredu Bacilli, redu
Lactobacillales i porodici Lactobacillaceae. Porodici Lactobacillaceae pripada rod
Lactobacillus, koji je ujedno i najveéi s vise od 150 vrsta unutar skupine BMK. Osim njega
porodici Lactobacillaceae pripadaju i rodovi Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Leuconostoc i Pediococcus te drugi. Rod Bifidobacterium iako pripada koljenu
Actinobacteria, takoder spada u skupinu BMK. Sve bakterijske vrste unutar navedenog roda
karakterizira visok sadrzaja G + C, koji se kre¢e u rasponu od 54 do 67 %. Morfoloski BMK,
mogu biti okruglog (cocci) ili stapicastog (bacilli) oblika, dok bifidobakterije imaju visestruko

razgranati Stapicasti oblik stanice (Samarzija, 2015; Quinto i sur., 2014).

2.1.2. Primjena bakterija mlijecne kiseline u industriji

U danasnje vrijeme Siroko je rasprostranjena primjena BMK u poljoprivredi,
prehrambenoj industriji 1 medicini. Tome je uvjetovalo i $to je BMK dodijeljen QPS (engl.
Qualified Presumption of Safety) status od strane Europske agencije za sigurnost hrane
(EFSA, European Food Safety Authority), odnosno GRAS (engl. Generally Recognized As
Safe) status. Panel koji se bavi procjenom rizika i pruza stru¢na uputstva u podrucju bioloskih
opasnosti (BIOHAZ panel) utvrdio je kako su fermentiraju¢e bakterije vezane uz hranu, bez

obzira na to da li su otporne na antibiotike ili ne, sigurne za primjenu i da ne postoje nikakve



indikacije da bi mogle uzrokovati zdravstvene probleme (Bintsis, 2018a; EFSA, 2008).
Medutim, sve je veca pojava rezistencije na antibiotike u klini¢ki znacajnih bakterija te se u
tom smislu sve viSe potvrduju i odredene vrste BMK iz hrane, koje mogu djelovati kao
nosioci ,rezistentnih gena odgovornih za rezistenciju prema odredenim antibioticima.
Najve¢i rizik predstavlja prenoSenje rezistencije na patogene bakterije prisutne u ljudskom
gastrointestinalnom traktu, pa je potrebno stalno pracenje rezistencije kod prirodno prisutne
mikroflore hrane i starter kultura. Najcesce se pojava antibioticke rezistencije i njezin prijenos
na druge bakterije prati i potvrduje kod bakterija iz roda Enterococcus (posebice kod vrsta
Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium), ali i kod ostalih rodova BMK (Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, itd.) (Zdolec i sur., 2009; Mathur i Singh, 2005).

U prehrambenoj industriji BMK se najces¢e koriste kao starter kulture u proizvodnji
fermentirane hrane 1 pic¢a. Prije se proizvodnja fermentirane hrane i1 pifa temeljila na
spontanoj fermentaciji zahvaljujuci prirodno prisutnoj mikroflori na sirovom materijalu, ali
upotrebom starter kultura postignut je visok stupanj kontrole samog procesa fermentacije i
standardizacija konac¢nog proizvoda. Tijekom fermentacije, BMK uzrokuju acidifikaciju
sirovog materijala proizvodnjom organskih kiselina (mlije¢na, octena, maslac¢na, propionska
kiselina, itd.) iz ugljikohidrata. Osim organskih Kiseline, procesom fermentacije dobivaju se
razli¢iti metaboliti kao $to je etanol, vodikov peroksid, diacetil, acetoin i drugi. Na taj nacin
mogu poboljSati nutritivne, organolepti¢ke i tehnoloske karakteristike te produziti trajnost
fermentiranih proizvoda. Isto tako BMK se mogu koristiti u procesu konzerviranja hrane sto
se naziva biokonzerviranje ¢ime se moze produziti vijek trajanja proizvoda koriStenjem
kontrolirane mikrobiote. BMK proizvode bakteriocine koji pomazu u biokonzerviranju jer
imaju antagonisti¢ko, inhibicijsko i antimikrobno djelovanje prema patogenima bakterijama te
mikroorganizmima koji uzrokuju kvarenje hrane. Razli¢iti sojevi BMK mogu se pronac¢i u
mlije¢nim proizvodima (jogurt, sir), fermentiranom mesu (salame, kobasice), fermentiranom
povréu (masline, kiseli kupus) 1 brojnim drugim proizvodima. Osim $to se koriste u hrani,
BMK imaju vaznu ulogu i u sintezi kemikalija, farmaceutskih proizvoda i1 drugih korisnih

proizvoda (Ayivi i sur., 2020; Perez i sur., 2014; Leroy i De Vuyst, 2004).

2.1.3. Metabolizam bakterija mlijecne kiseline

S obzirom na to da ne posjeduju funkcionalan lanac transporta elektrona i rastu u

prisutnosti niske koncentracije kisika, BMK se uglavnom oslanjaju na fermentacijske procese



kako bi osigurale energiju potrebnu za daljini rast i razvoj. Stoga primarna metabolicka
aktivnost BMK kojom dobivaju energiju za svoj rast je oksidacija razli¢itih ugljikohidrata 1
srodnih komponenata. Prema metabolickim putevima razgradnje ugljikohidrata i krajnjim
produktima koji nastaju tim putevima, BMK se Klasificiraju na: homofermentativne i
heterofermentativne. Kod homofermentativnih vrsta glavni krajnji produkt fermentacije
ugljikohidrata u anaerobnim uvjetima je mlije¢na kiselina. Homofermentativne vrste BMK
metaboliziraju heksoze glikolizom (Embden-Mayerhof-Parnasovim putem), pri ¢emu ovim
procesom iz jedne molekule glukoze dobivaju se 2 molekule mlije¢ne kiseline (laktata) i 2
molekule ATP-a. BMK koje koriste isklju¢ivo ovaj metaboli¢ki put, odnosno glikolizu za
fermentaciju heksoza su obligatho homofermentativne te one osim glukoze mogu
metabolizirati i druge heksoze kao §to je npr. fruktoza, galaktoza ili manoza. Medutim, ove
vrste BMK nemaju enzim fosfoketolazu stoga nemaju sposobnost fermentirati pentoze. U
sluaju kada je glikoliza optimalna, iz laktoze nastaje ~ 90% mlijeCne kiseline te male
koli¢ine drugih organskih spojeva: diacetil, acetoin, acetaldehid i etanol te kiseline (octena,
masla¢na, propionska i mravlja). Vrste Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylophilus,
Lactobacillus bulgaricus i Lactobacillus helveticus primjeri su obligatno homofermentativnih
BMK (Bintsis, 2018b; Plavsa, 2010).

Kod heterofermentativnih vrsta BMK i vrsta bifidobakterija kao krajnji produkti fermentacije
fosfoketolaznim putem uz mlije¢nu kiselinu (najmanje 50 %) jo$ nastaju CO2, etanol i octena
kiselina (acetat). U prvom stupnju razgradnje glukoze, koji se naziva pentoza fosfatni put,
nastaje gliceraldehid-3-fosfat, acetil-fosfat i CO.. Gliceraldehid-3-fosfat se zatim dalje
procesom glikolize prevodi u mlije¢nu kiselinu, a acetil-fosfat se prevodi u octenu kiselinu
i/ili etanol. Bakterije koje koriste samo ovaj metabolicki put razgradnje ugljikohidrata su
obligatno heterofermentativne, a u njih se ubrajaju vrste Lactobacillus brevis, Lactobacillus
fermentum i Lactobacillus reuteri (Bintsis, 2018b; Plavsa, 2010). Dakle, obligatno
heterofermentativne vrste BMK molekulu glukoze pretvaraju u etanol, CO2, mlije¢nu i octenu
kiselinu, a pentoze fermentiraju u mlije¢nu i octenu kiselinu (Plavsa, 2010). Pojedine vrste
roda Lactobacillus definiraju se kao fakultativno heterofermentativne, jer mogu koristiti oba
navedena metaboli¢ka puta fermentacije ugljikohidrata. Dakle, heksoze metaboliziraju
glikolizom, pri ¢emu iz jedne molekule glukoze nastaju dvije molekule mlije¢ne kiseline, a
pentoze fermentiraju fosfoketolaznim putem u mlije¢nu i octenu kiselinu (Plavsa, 2010). U
fakultativno heterofermentativne bakterije ubrajaju se vrste Lactobacillus alimentarius,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis,
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Lactobacillus pentosus i Lactobacillus xylosu (Bintsis, 2018b). Takoder, BMK mogu
fermentirati i disaharide, kao Sto su laktoza, maltoza i saharoza, koji se prvo transportiraju u
bakterijsku stanicu jednim od dva transportna sustava: ATP - permeazni sustav
(homofermentativne mezofilne vrste BMK) i fosfoenolpiruvat (PEP)-ovisni-fosfotransferazni
sustav (homofermentativne termofilne vrste i heterofermentativne BMK) (Samarzija, 2015).
Nakon toga odredeni enzimi ih pocijepaju na jednostavnije Secera, koji se fermentiraju jednim

od prethodno navedenih metabolickih puteva.

2.1.4. Majcino mlijeko kao izvor bakterija mlijecne kiseline

Maj¢ino mlijeko, kao primaran izvor prehrane za novorodencad, predstavlja bogat
izvor bioloski vrijednih sastojaka (proteina, ugljikohidrata, lipida, minerala i vitamina)
potrebnih za pravilan rast 1 razvoj novorodencadi te djeluje kao vazan obrambeni mehanizam
protiv razli¢itih zaraznih bolesti. Osim toga, ono predstavlja i izvor mikroorganizama za
razvoj 1 pocetni sastav crijevne mikrobiote novorodenceta, koja zapravo potjece od
mikroorganizama prisutnih u majc¢inim crijevima (Reis i sur., 2016; Gonzalezi sur., 2013).
Majc¢ino mlijeko kao takvo pogodno je i za rast bakterija mlije¢ne kiseline. NajceSce izolirane
bakterije iz maj¢inog mlijeka pripadaju rodovima Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus i1 Bifidobacterium te su potencijalni probiotici za crijeva
dojencadi (Reis i sur., 2016; Martin i sur., 2007; Martin i sur., 2004). Medu tim populacijama
bakterija, broj probioti¢kih bakterija iznosi 101-10" CFU mL™? (Sakwinska i sur., 2016).
Prijenos mikroorganizama iz majéinih crijeva do mlije¢nih zlijezdi odvija se preko
dendritickih stanica, koje mogu prodrijeti u crijevni epitel i na taj nacin prenijeti bakterije iz
crijeva. Bakterije zatim cirkuliraju do mlije¢nih Zlijezdi pomo¢u limfnog sustava i krvotoka, a
zajedno se s mlijekom tijekom dojenja prenose u tijelo djeteta, gdje sudjeluju u stvaranju
crijevne mikrobiote novorodenceta (Lubiech i Twaruze, 2020; Rescigno i sur., 2001). Na
sastav djetetove mikrobiote mogu utjecati razli¢iti faktori kao §to su prehrambene navike i
tjelesna teZina majke, prenatalni stres, zdravstveno stanje majke, genetika, koriStenje lijekova

i drugo (Lubiech i Twaruze, 2020; Navarro-Tapia i sur., 2020).



2.2. PROBIOTICI
2.2.1. Definicija probiotika

Rije¢ probiotik dolazi od gréke rijeci 'pro bios' §to znadi ,,za zivot™ i tijekom godina se
neprestano mijenjalo znacenje ove rijeci. Od pocetnog znacenja, kojim se probiotik opisao
kao ,tvar koju neki mikroorganizam izlu¢uje kako bi potaknuo rast nekog drugog
mikroorganizma koji se nalazi na istoj hranjivoj podlozi“, danas se najvise koristi definicija
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO - World Health Organization) i Organizacije za
prehranu i poljoprivredu (FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations).
Prema toj definiciji probiotici su ,,zivi mikroorganizmi koji, kada se primjene u odgovarajucoj
koli¢ini, ostvaruju pozitivne udinke na zdravlje domaéina®“ (Vitali Cepo i sur., 2020;
FAO/WHO, 2002; Suskovi¢ i sur., 1997). Prema svemu navedenom sam izraz probiotik se
odnosi na proizvode koji sadrze Zive mikroorganizme, koji svojim djelovanjem mogu
poboljsati opée zdravstveno stanje ljudi 1 Zivotinja te mogu imati razlicito mjesto djelovanja

(npr. probavni ili urogenitalni trakt) (Suskovié i sur., 1997).

Na trziStu probiotici mogu biti prisutni u hrani (mlije¢ni i ne-mlije¢ni proizvodi), kao dodaci
prehrani, kao hrana za posebne medicinske potrebe ili mogu biti registrirani kao lijekovi
(Vitali Cepo i sur., 2020; Hill i sur., 2014). Probiotici imaju vaznu ulogu u zastiti organizma
od Stetnih mikroorganizama i pomazu u ja¢anju imunoloskog sustava domacina. Obi¢no se
konzumiraju nakon uzimanja antibiotika, koji osim Stetnih mikroorganizama prisutnih u
probavnom traktu mogu unistiti i korisne mikroorganizme. Opcenito se preporucuje redovita
konzumacija hrane koja sadrzi probioticke bakterije kako bi se uspostavila pozitivna

ravnoteza korisnih mikroba u crijevnoj mikroflori (Soccol i sur., 2010).

Probioticke BMK mogu se izolirati iz razliitih izvora poput fermentirane hrane, zivotinja i
ljudi. Da bi se odredeni probioticki soj mogao koristiti kod ljudi, poZeljno je da bude izoliran
iz ljudskog gastrointestinalnog (GI) sustava, odnosno da bude humanog podrijetla kako bi
imao visoku sposobnost adhezije na crijevni epitel. KoriSteni probioticki soj takoder mora biti
siguran za upotrebu, odnosno ne smiju imati Stetno djelovanje za domacina (Ayivi i sur.,
2020; Gupta i Jeevaratnam, 2018). Najcesce se kao probiotici koriste sojevi koji pripadaju
razli¢itim vrstama rodova Lactobacillus (L. acidophilus, L. gasseri, L. casei, L. reuteri, L.
johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. fermentum i L. salivarius) i

Bifidobacterium (B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve i B. longum) (Vitali Cepo i



sur., 2020). Ostale bakterije koje se mogu razmatrati kao probiotici ukljucuju Streptococcus

thermophilus, nepatogene sojeve E. Coli (Escherichia coli Nissle 1917), Enterococcus,

Pediococcus, Bacillus i odredene kvasce, kao §to je Saccharomyces boulardii (Ayivi i sur.,

2020; Upadhyayi Moudgal, 2012; Soccol i sur., 2010). Kako bi se odredeni mikroorganizam

mogao koristiti kao probiotik mora zadovoljiti odredene kriterije koji su prikazani u tablici 1.

Prilikom odabira potencijalnih probiotickih sojeva provode se brojni in vitro testovi kako bi se

utvrdila probioticka svojstva odabranih bakterijskih sojeva. Razli¢iti modeli na kojima se

provode ispitivanja stimuliraju uvjete koji prevladavaju u samom Gl traktu, a najvecu

prepreku prezivljavanju potencijalnih probiotika predstavlja nizak pH Zeluca i probavni

enzimi koji mogu uzrokovati lizu stanice te zuéne soli (Suskovié i sur., 2009).

Tablica 1. Kriteriji za odabir probioti¢kih sojeva (Suskoviéi sur., 2001)

Opéi kriteriji

to¢na taksonomska identifikacija

humano podrijetlo za humane probiotike

netoksicnost i nepatogenost

geneticka stabilnost (nema prijenosa plazmida)

otpornost prema zu¢nim solima

otpornost prema niskim pH vrijednostima

Tehnoloski kriteriji

stabilnost poZeljnih karakteristika tijekom priprave kulture,
skladiStenja i isporuke

visoka razina broja zivih bakterija u probioti¢kom proizvodu (10° -
108 mLtili g)

brzo i lako razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje, smrzavanje i
liofiliziranje tijekom procesa priprave probiotickih kultura, te visok
stupanj prezivljavanja za vrijeme ¢uvanja i distribucije

dobivanje zeljenih organoleptickih svojstava kad su ukljuc¢eni u
fermentacijske procese

Funkcionalni Kkriteriji

sposobnost  prezivljavanja, razmnoZavanja 1 metabolizamske
aktivnosti u ,,ciljanom” podrucju primjene u organizmu

sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela

produkcija antimikrobnih supstancija, ukljucujuc¢i bakteriocine,
vodikov peroksid i organske kiseline

antagonisticka aktivnost prema patogenim i kariogenim bakterijama

mogucnost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore,
kiselinama ili drugim antimikrobnim supstancijama koje proizvodi
autohtona mikroflora

imunomodulacijski u¢inak

sposobnost iskazivanja jednog ili viSe klinicki dokumentiranih
korisnih u¢inaka na zdravlje




2.2.2. Mehanizam djelovanja probiotika

U brojnim istrazivanjima opisani su razliiti mehanizmi djelovanja probiotika.
Mehanizam djelovanja razlikuje se ovisno o vrsti i dozi koristenog probiotickog Soja te putu
njegova djelovanja. lako svi probiotici nemaju iste mehanizme djelovanja, razlikuju se tri
nac¢ina njihova djelovanja: probiotici mogu utjecati na zdravlje ¢ovjeka interakcijom s drugim
mikroorganizmima prisutnima na mjestu njihova djelovanja u Gl traktu, jacaju mukoznu
barijeru i utjeCu na imunoloski sustav domacina (Harzallah i Belhadj, 2016; Leroy i sur.,

2008). Neki od mehanizama djelovanja probiotika prikazani su na slici 1.

Probiotici mogu djelovati antagonisticki prema patogenim bakterijama smanjenjem pH
lumena crijeva, inhibicijom adhezije bakterija i translokacije, ili produkcijom antimikrobnih
tvari i defenzina (Harzallah i Belhadj, 2016). Tijekom fermentacije BMK dolazi do snizavanja
pH uslijed nastanka organskih kiselina. Proizvedene organske kiseline, posebice mlije¢na i
octena kiselina, pokazuju snazno inhibicijsko djelovanje prema Gram-negativnim bakterijama
i smatraju se glavnim antimikrobnim komponentama odgovornim za inhibitorno djelovanje
probiotika prema patogenima (Bermudez-Brito i sur., 2012). Osim organskih Kkiselina,
probiotici proizvode i druge antimikrobne komponente, kao Sto su bakteriocini. Bakteriocini
Gram-pozitivnih bakterija (obi¢cno BMK, ukljucuju¢i laktacin B iz L. acidophilus, plantaricin
iz L. plantarum i nizin iz Lactococcus lactis) imaju uzak spektar djelovanja i djelotvorni su
samo prema srodnim bakterijama, ali neki bakteriocini mogu biti djelotvorni i prema
patogenima iz hrane (Bermudez-Brito i sur., 2012; Nielsen i sur., 2010). Tako na primjer,
probioti¢ki soj L. salivarius subsp. salivarius UCC118 proizvodi peptid Kkoji svojim
djelovanjem moze inhibirati velik broj patogena koji pripadaju rodovima Bacillus,

Staphylococcus, Enterococcus, Listeria i Salmonella (Ayivi i sur., 2020).

Adhezija probiotika na intestinalne epitelne stanice smatra se preduvjetom njihovog
probiotickog djelovanja 1 vazna je za njihovu kolonizaciju te interakciju izmedu
probiotickogsoja 1 domacina. Probiotici mogu poboljsati funkciju epitelne barijere
povecavajuéi proizvodnju mucina, koji je glavna komponenta mukoze, ¢ime se sprjeCava
adhezija patogena i smanjuje propusnost epitelnih stanica. Isto tako probiotic¢ki sojevi mogu
inducirati ekspresiju antimikrobnih peptida kao S§to su defenzini. Defenzini, mali

peptidi/proteini koji se izlucuju iz epitelnih stanica, pokazuju antimikrobno djelovanje protiv



bakterija, gljivica i plijesni te svojim djelovanjem stabiliziraju crijevnu barijeru (Ayivi i sur.,
2020; Bermudez-Brito i sur., 2012; Furrie i sur., 2005).

Lumen crijeva Inhibicija adhezije patogena
Jacanje epitelne barijere Kompetitivna
. ekskluzija patogena
Mucini i defenzini Proizvodnja
antimikrobnih tvari
Probiotici Patogeni
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Slika 1. Mehanizmi djelovanja probiotika (preuzeto iz Bermudez-Brito i sur., 2012)

Jedan od mehanizama probiotika je i kompeticija s patogenim mikroorganizmima za mjesta
vezanja na epitelnoj povrSini crijeva. Mnogi patogeni mikroorganizmi da bi uopée mogli
prezivjeti uvjete u GI traktu i uspje$no kolonizirati sluznicu crijeva moraju se prvo vezati na
crijevni epitel. Odredeni sojevi bakterija iz roda Bifidobacterium i Lactobacillus mogu se
vezati na epitel crijeva 1 stvoriti ,barijeru” te na taj naCin sprijeciti vezanje patogenih
bakterija. Kompetitivna ekskluzija mozZe se definirati kao natjecanje dva ili viSe bakterijska
soja za dostupne nutrijente i mjesta vezanja na intestinalnu mukozu (Bermudez-Brito i sur.,
2012; Suskovi¢ i sur., 1997). Hirano i sur. (2003) u svom su istrazivanju dokazali kako L.
rhamnosus, bakterijski soj koji ima veliku sposobnost adhezije, moze inhibirati vezanje

entero-hemoragi¢ne bakterije Escherichia coli na humanoj crijevnoj stani¢noj liniji.

Poznato je i1 kako probioti¢ke bakterije mogu poticati imunoloski odgovor domacina, §to se
ocituje u obliku povecane proizvodnje serumskog imunoglobulina A (IgA), povecavaju
fagocitoznu aktivnosti makrofaga i broj NK stanice (engl. natural killer cells) te stimuliraju
brojne druge nespecifi¢ne imunoloske reakcije protiv patogena. Probiotici takoder reguliraju

proizvodnju proinflamatornog citokina, sprijecCavaju apoptozu stanica, suzbijaju proliferaciju
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T-stanica te se na taj nacin sprjeCavaju razna upalna stanja (Ayivi i sur., 2020; Bermudez-
Brito i sur., 2012).

2.2.3. U¢inak probiotika na ljudsko zdravlje

Stres, nepravilna prehrana, primjena lijekova (posebice antibiotika i citostatika) i
brojni drugi ¢imbenici iz okolisa mogu dovesti do poremeéaja ravnoteze crijevne mikroflore.
Sve navedeno moze dovesti do razlicitih crijevnih poremecaja i niza kroni¢nih bolesti koje
ugrozavaju ljudsko zdravlje. Upravo iz toga razloga provodi se sve veci broj istrazivanja
potencijalnih  probiotika 1 njihove primjene u sprjeCavanju i lijeCenju razli¢itih
gastrointestinalnih i urogenitalnih bolesti jer su se svojim antimikrobnim djelovanjem
pokazali vrlo uspjeSnima u sprjeCavanju rasta 1 razmnoZavanja brojnih Stetnih
mikroorganizama koji mogu biti uzrocnici tih bolesti. Dakle, probiotici osim $to sudjeluju u
uspostavljanju i odrzavanju ravnoteze crijevne mikroflore, utjecu i na cjelokupan imunoloski
sustav domacina. Osim toga sve je veci znacaj antibiotiCke rezistencije, do koje moze doci
zbog ucestale upotrebe antibiotika U lijeCenju infektivnih bolesti. Prema tome sve vise raste
interes potrosa¢a prema upotrebi funkcionalne hrane pa u to smislu i probiotika, kao
funkcionalnih dodataka hrani, u prevenciji i lijeCenju odredenih bolesti Gl trakta, ali i zbog
pobolj$anja cjelokupnog zdravlja (Suskovi¢ i sur., 2009). U tablici 2 prikazane su neke od
blagodati koje probiotici imaju na ljudsko zdravlje te mehanizimi djelovanja kojima to

postizu.

11



Tablica 2. Potencijalne i utvrdene zdravstvene dobrobiti povezane s upotrebom probiotika te

mehanizmi njihova djelovanja (prema Leroy i sur., 2008)

Povoljni ucinci probiotika na zdravlje Predlozeni mehanizmi djelovanja

Prevencija kancerogenih stanja Inhibicija transformacije prokancerogena u ‘aktivne'
kancerogene tvari, vezanje/inaktivacija mutagenih
spojeva, jac¢anje imunoloskog sustava, proizvodnja
antimutagenih spojeva

Pomazu kod sindroma iritabilnih crijeva Modulacija  crijevne  mikrobiote,  redukcija
proizvodnje plina u crijevima

Prevencija i upravljanje atopijskim | Modulacija imunosnog odgovora

bolestima
Blagotvorno djelovanje kod upalnih | Modulacija imunosnog odgovora, modulacija
bolesti crijeva (Crohnova bolest, ulcerozni | crijevne mikrobiote

kolitis, pouchitis)
Prevencija poremecaja  urogenitalnog | Proizvodnja antimikrobnih tvari, kompeticija s
trakta drugim mikroorganizmima za vezno mjesto,
kompetitivna ekskluzija patogena
Prevencija/lijeCenje dijareje uzrokovane | Modulacija  crijevne  mikrobiote, proizvodnja
bakterijama/virusima antimikrobnih  tvari, kompeticija s drugim
mikroorganizmima za vezno mjesto, poticanje
proizvodnje  mucina, modulacija  imunosnog

odgovora
Prevencija/lijeenje infekcije bakterijom | Proizvodnja antimikrobnih tvari,poticanje
Helicobacter pylori proizvodnje mucina, kompeticija s drugim

mikroorganizmima za vezno mjesto, stimulacija
specifi¢nog i nespecificnog imunosnog odgovora
Pospjesuju probavu laktoze Djelovanje bakterijske B-galaktozidaze na laktozu

2.3.S-SLOJ

Vrlo vazan povrsinski proteinski sloj prisutan kod bakterija, koji ih §titi od Stetnih
okolisnih uvjeta s obzirom na to da je u izravnom kontaktu s njime i koji je odgovoran za
adheziju bakterija na razli¢ite podloge, naziva se S-sloj (engl. surface layer, S-layer). S-sloj je
identificiran kod stotina razli¢itih mikrobnih vrsta, koje pripadaju svim glavnim filogenetskim

skupinama bakterija, a glavna je strukturna komponenta kod gotovo svih Archaea (Sleytr i

sur., 2014).

2.3.1. Grada S-sloja

S-sloj predstavlja parakristalni dvodimenzionalni sloj, koji prekriva ¢itavu stani¢nu
povrsinu, a graden je od velikog broja identi¢nih proteinskih ili glikoproteinskih podjedinica.
Te proteinske podjedinice, tzv. S-proteini (engl. Surface layer proteins) na taj nacin formiraju
visoko poroznu kristalnu reSetku koja moZze imati kosu (pl, p2), tetragonalnu (p4) ili

heksagonalnu (p3, p6) simetriju. Heksagonalna simetrija je uglavnom prisutna kod bakterija iz
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domene Archaea. Morfoloska jedinica S-proteina moze se sastojati od jedne, dvije, tri, Cetiri
ili Sest proteinskih jedinica, a udaljenost izmedu dva centra proteinskih podjedinica krece se u
rasponu od 2,2 do 35 nm. Vanjska povrSina bakterijskih S-slojeva je glatka, a unutarnja
valovita. Debljina S-sloja varira u rasponu od 5 - 25 nm (Sleytr i sur., 2014; Sleytr i sur.,
1996). Kod Archaea, S-sloj sudjeluje u odrzavanju oblika stanice i procesu diobe stanica te
predstavlja jedinu komponentu koja se nalazi izvan citoplazmatske membrane. Kod Gram-
pozitivnih bakterija, proteinske podjedinice su vezane na peptidoglikansku stani¢nu stijenku,
a kod Gram-negativnih na komponente vanjske membrane (lipopolisaharide) Sto je prikazano

na slici 2 (Sleytr i sur., 2014).

Provedenim kemijskim i genetiCkim analizama dokazano je kako razli¢iti S-slojevi imaju
uglavnom sli¢an sastav. Molekularna masa jedne proteinske ili glikoproteinske podjedinice
koja gradi S-sloj krec¢e se u rasponu od 40 do 170 kDa (Sleytr i sur., 2014; Messner i sur.,
2010; Claus i sur., 2005). S-proteini imaju dvije strukturne regije, jedna od njih odgovorna je
za vezanje podjedinica S-sloja na stani¢nu stijenku, a druga za povezivanje proteinskih
podjedinica formirajuci pritom S-sloj. Podjedinice S-sloja vezane su na stani¢nu povrSinu
nekovalentnim vezama (Hyndnen i Palva, 2013). S-proteini obi¢no su gradeni od 40 - 60 %
hidrofobnih aminokiselina, a sadrze malo ili uopce ne sadrze aminokiseline sa sumporom kao
Sto su metionin 1 cistein (pronaden samo kod odredenih S-slojeva). Izoelektricna tocka S-
proteina za vecinu bakterija iznosi 4 - 6, dok je za neke bakterije iz roda Lactobacillus i
domene Archaea (npr. Methanothermus fervidus), izoelektri¢na toc¢ka nesto visa (pl = 8-10)
(Sleytr i sur., 2014).
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Slika 2. Smjestaj S-proteina na stani¢noj povrsini kod Archaea, Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija (prema Sleytr i sur., 2014). Slika (a) komponente S-sloja kod Archaea
sadrze ,,podjedinice slicne gljivama® s hidrofobnim trans-membranskim domenama ili
podjedinice glikoproteina na koje su vezani lipidi (b). Kod pojedinih Archaea izmedu
plazmatske membrane i S-sloja nalazi se srednji kruti sloj (npr. preudomurein u metanogenim
organizmima) (c). Kod Gram-pozitivnih bakterija (d) (gliko)proteini S-sloja vezani su na
peptidoglikanski sloj preko polimera sekundarne stani¢ne stijenke. Kod Gram-negativnih

bakterija (e) S-sloj je usko vezan na lipopolisaharide vanjske membrane

2.3.2. Funkcije S-sloja

S-proteini formiraju vanjski sloj veéine bakterijskih stanica i kao takvi nalaze se u
izravnom kontaktu s okolinom pa se stoga njihova uloga moze promatrati s dva aspektra. Kao
prvo, S-proteini imaju ulogu u adheziji bakterija na razliite supstrate i povrSine, kao Sto su
epitelne stanice, gastrointestinalna mukoza i makromolekule ekstracelularnog matriksa te
sudjeluju u autoagregaciji i koagregaciji s ostalim mikroorganizmima. Druga vazna uloga S-
proteina je da sluZze kao mehanicka barijera koja Stiti bakteriju od nepovoljnih uvijeta okolisa

u kojem se nalazi (Gerbino i sur., 2015).
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Autoagregacija predstavlja proces reverzibilnog nakupljanja stanica koje pripadaju istom
bakterijskom soju. Prilikom nakupljanja, bakterije se spontano taloze formirajuéi pri tome
biofilm na mukozi domacina. Ovaj proces posebno je proucavan kod bakterijskih sojeva koji
bi mogli djelovati kao potencijalni probiotici jer se agregacijska svojstva bakterija smatraju
potencijalno probiotiCkim svojstvom. Autoagregacija bakterija smatra se prvim korakom za
uspjesnu adheziju bakterija na epitelne stanice crijeva (Panwar i sur., 2017; Gerbino i sur.,
2015). U slucaju da dolazi do agregacije, odnosno nakupljanja dvaju razli¢ita bakterijska soja,
rije¢ je o procesu koagregacije. Taj proces se moZe promatrati kao dio mehanizma
kompetitivne ekskluzije, odnosno bakterije na taj na¢in tvore barijeru ¢ime se sprijecava
adhezija i kolonizacija patogenih mikroorganizama. Agregacijska svojstva bakterija iz roda
Lactobacillus pripisuju se S-proteinima prisutnim na njihovoj povrsini. UKlanjanje S-proteina
tretmanom s 5 M LICl, utjecalo je na manju sposobnost autoagregacije bakterije L. helveticus
M92 te njene koagregacije s bakterijom S. Typhimurium FP1. S druge strane, bakterija L.
crispatus ZJO01 je nakon uklanjanja S-sloja sa stani¢ne povrsine tretmanom s LiCl izgubila

sposobnost autoagregacije (Panwar i sur., 2017; Chen i sur., 2007).

Kao $to je ranije spomenuto, adhezija na epitelna i subepitelna tkiva vazna je karakteristika
koju odredeni bakterijski soj mora imati kako bi mogao djelovati kao probiotik i uspjesno
kolonizirati GI trakt. Adhezija bakterija na razliCite stani¢ne povrSine i interakcija sa
stanicama domacina omogucena je zbog prisutnosti odredenih molekula koje su sastavni dio
stani¢ne povrSine bakterija, kao $to su teihoninska, lipoteihoninska kiselina, (gliko)proteine i
transmembranski proteini te polisaharidi (Li i sur., 2015). Dokazano je kako i S-slojevi
odredenih laktobacila djeluju kao adhezini, posreduju¢i u vezanju bakterija na specificne
komponente izvanstani¢nog matriksa. Ovo svojstvo dokazano je eksperimentalno za S-slojeve
koje eksprimiraju bakterije L. crispatus JCM 5810 (CbsA), L. brevis ATCC 8287 (SIpA) i L.
brevis OLL2772. Adhezija bakterija na epitelne stanice takoder se pripisuje S-proteinima.
Kemijskim uklanjanjem S-proteina znacajno se smanjila adhezija bakterije L. brevis ATCC
8287 na humane intestinalne stani¢ne linije Caco-2 i Intestine 407, endotelnu stani¢nu liniju
EA-hy926 te stani¢nu liniju mjehura T24 (Panwar i sur., 2017; Hyndnen i sur., 2002). Time je

dokazana vaZna uloga S-proteina laktobacila prilikom adhezije na razli¢ite stani¢ne linije.

S-proteini sluze i kao zastitni omotac¢ bakterijama kada su izlozene nepovoljnim okoli§nim

uvjetima koji mogu umanjiti njihovu sposobnost prezivljavanja. Tako povecavaju
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rezistentnost bakterija prema uvjetima GI trakta, kao Sto je npr. nizak pH i djelovanje
proteolitickih enzima. Uklanjanjem S-proteina s povrSine dokazana je manja sposobnost
prezivljavanja tri Lactobacillus soja (vrsta L. acidophilus i L. helveticus) u simuliranim
uvjetima zelu¢anog soka i soka tankog crijeva, Sto ukazuje na zastitnu ulogu S-proteina kod
tih bakterija (Meng i sur., 2014). Osim toga, S-sloj stiti bakterije i u drugim ekstremnijim
uvjetima, kao §to je visoka temperatura, visoki ionski naboj i prisutnost teskih metala, ali to se

uglavnom odnosi na Gram-negativne ekstremofile iz domene Arhea (Gerbino i sur., 2015).

Osim navedenih uloga, S-sloj ima ulogu u formiraju biofilma, mikrobne zajednice vise
medusobno povezanih vrsta bakterija. Bakterije u biofilmu su puno otpornije prema stresnim
uvjetima kao Sto su antimikrobne tvari 1 imunosni sustav domacina u odnosu na planktonske
oblike (Marsh i sur., 2011). Zatim, pomaze u izbjegavanju imunosnog odgovora domacina
putem modifikacije odgovora T-stanica i citokina, obavlja funkciju molekularnog sita, sluzi
kao mjesto vezanja velikih molekula, iona ili bakteriofaga i uocene su jo$ brojne druge
specifiéne uloge S-proteina. Medutim, vazno je spomenuti kako S-sloj nema jednu specifi¢nu
funkciju, ve¢ njegova uloga ovisi 0 samoj vrsti mikroorganizma koji ga eksprimira (Gerbino i
sur., 2015). Karakteristicna svojstva S-slojeva, posebice njihova strukturna i fizikalno-
kemijska ujednacenost i moguénost spontanog udruzivanja proteinskih podjedinica, omogucili
su bakterijama Siroku primjenu i u nanotehnologiji, sintetickoj biologiji te niomimetici (Sleytr

i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom radu su koristene bakterije mlije¢ne kiseline roda Lactobacillus izolirane iz

maj¢inog mlijeka i test-mikroorganizmi prikazani u tablici 3. Sojevi su dio Zbirke

mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura

Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu (ZBMK).

Tablica 3. Bakterijski sojevi iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju

antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura koristeni u ovom radu

Bakterijski sojevi Oznaka soja Hranjive podloge i uvjeti rasta
Lactobacillus brevis MB1 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus brevis MB2 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus brevis MB20 MRS, 37 °C, anaerobno

Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 BHI, 37 °C, aerobno
Staphylococcus aureus 3048 BHI, 37 °C, aerobno

Listeria monocytogenes ATCC 19111 BHI, 37 °C, aerobno
Escherichia coli 3014 BHI, 37 °C, aerobno

3.1.2. Stani¢ne linije

Za ispitivanje sposobnosti kompetitivne ekskluzije koristene su Caco-2 stanice. To su

kontinuirane stani¢ne linije koje sadrze heterogene humane tumorske stanice kolorektalnog

epitela, a priredene su u Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovic.

3.1.3. Hranjive podloge

U radu su koriStene sljedece hranjive podloge:

a) zaodrZavanje 1 uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline

e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (,,Biovit“, Italija), sastava (g L destilirane

vode): pepton 10,0; mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween
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801,0; MgSO4 x 7H20 0,1; MnSO4 x 7H.0 0,05; natrijev-acetat 5,0; agar 20,0. pH
vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.
MRS bujon (,,Biovit®, Italija) istog je sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka

agara (,,Biovit®, Italija).

b) za odrzavanje i uzgoj patogenih test-mikroorganizama

BHI (Brain Heart Infusion) agar (,,Biovit“, Italija), sastava (g Ldestilirane vode):
infuzije teleCe gmozga 1 govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5;
agar 13. pH podloge je 7,4, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.

BHI bujon (,,Biovit“, Italija) istog je sastava kao podloga BHI agar, ali bez dodatka

agara.

c) selektivna hranjiva podloga za izolaciju bakterije Escherichia coli

Rapid E. coli 2 agar (,,Biovit*, Italija) sastava (g L™ destilirane vode): mesni pepton 5;
zelatin pepton 5; NaCl 5; kvas¢eve kstrakt 3; selektivni kromogeni supstrat 6; agar 13.

d) hranjiva podloga za kultivaciju stani¢nih linija

Reduced Serum Medium 1x (MEM) medij (“Gibco”, SAD) za kultivaciju Caco-2

stani¢ne linije

3.1.4. Kemikalije

,huclease-free water®, ,, Takara®, Japan

100 bp DNA Ladder, ,Invitrogen”, SAD

destilirana voda, PBF, Hrvatska

EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix 2x Premix, ,,Takara®“, Japan
etanol 70 %, , Kemika“, Hrvatska

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH”, Njemacka
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), ,,Sigma-Aldrich, SAD
fetalni govedi serum, ,,Gibco*, SAD

fosfatni pufer, “Kemika”, Hrvatska

Genomic Wizard DNA Purification kit, ,,Promega®, SAD
glicerol, ,,Kemika®, Hrvatska

gvanidinhidroklorid (GHCI), ,,Sigma-Aldrich“, SAD

izopropanol, ,,Kemika“, Hrvatska
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3.1.5.

klorovodi¢na kiselina (HCI), ,,Sigma-Aldrich“, SAD

lizozim, ,,EuroBio*, Francuska

natrijev klorid (NaCl), ,,Kemika“, Hrvatska

natrijeva luzina (NaOH), ,,Kemika“, Hrvatska

neesencijalne aminokiseline, ,,Gibco*, SAD

pankreatin (165 U mg™?) iz svinjske gusterace, ,,BioChemika®, Fluka, Svicarska
pepsin, ,,Sigma*, SAD

RNase A, ,,Qiagen®, §panjolska

Triton X, ,,AppliChem®, Njemacka

zucne soli, ,,Difco®, SAD

A DNA Hindlll, ,Fermentas”, Kanada

Aparatura i pribor

autoklav, ,,Sutjeska®, Hrvatska

automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

BioSpec-nano, ,,Shimatzu“, Japan

Bunsenov plamenik, ,,OMM Laboratory Eqiupment®, Italija
celulozna vata, ,,Lola Ribar®, Hrvatska

centrifuga Centric 160, ,,Tehtnica®, Slovenija

centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf*, SAD

¢itaC mikrotitarskih plo¢a Infinite F Plex, ,,Tecan®, Svicarska
DNA-termoblok, ,.Eppendorf, SAD

hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

kadica za elektroforezu, ,.Bio- Rad*“, SAD

kivete za centrifugiranje (15 i 50 mL), ,,Falcon®, Engleska
mikrotitarske plo¢ice (24 i 96 jazica), ,,Falcon®, Engleska
napajanje za elektroforetske kadice, ,,Bio- Rad*, SAD
nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD
penicilinke, ,,Macherey-Nagel*, Njemacka

Petrijeve zdjelice, ,,Golias®, Slovenija

pincete, ,.Isolab®, Njemacka

plasti¢ne tubice od 1,5 12 ml, ,,Eppendorf*, SAD

19



e staklene epruvete, ,,Scherf Prizision Europe GmbH*, Njemacka

e stalci za epruvete, ,,neoLab®, Njemacka

e stalci za tubice, ,,neoLab*, Njemacka

e T-boca, ,,Corning®, SAD

e termostat, ,,Instrumentarija®“, Hrvatska

e transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNR Bio-Imaging Systems Ltd.*, Izrael
e vibromjesac Vortex V-1 plus, ,,.BioSan®, Latvija

e vodena kupelj, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

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

3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i uvanje mikroorganizama i stani¢nih linija

Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline ¢uvani su pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj
podlozi uz dodatak 15 % (v/v) glicerola, a patogeni test-mikroorganizmi u BHI bujonu uz
dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u odgovarajucu

svjezu hranjivu podlogu te inkubirani pri optimalnim uvjetima rasta navedenim u tablici 3.

Stanice Caco-2 stani¢ne linije ¢uvane su u MEM mediju pri 37 °C u 5 %-tnoj
atmosferi CO2 u minimalnom esencijalnom mediju te s dodatkom 10 % (v/v) toplinom

inaktiviranog fetalnog govedeg seruma.

3.2.3. Izolacija genomske DNA

Ekstrakcija genomske DNA iz bakterija mlijecne kiseline provedena je pomocu
GenomicWizard DNA kita za izolaciju DNA. Po 5 mL prekono¢ne kulture svake bakterije
centrifugirano je 2 minute na 13000 o min. Nakon uklanjanja supernatanta, talog stanica je
resuspendiran u 480 uL 50 mM EDTA i 120 pL otopine lizozima (10 mg mL™) te inkubiran u
vodenoj kupelji pri 37 °C tijekom 30-60 min. Nakon inkubacije, uzorak je centrifugiran te je
dobiveni talog stanica resuspendiran u otopini za lizu jezgre koja je dio koriStenog kita i
inkubiran u vodenoj kupelji pri 80 °C tijekom 5 min. Nakon §to je stani¢ni lizat ohladen pri
sobnoj temperaturi, dodano je 3 pL otopine RNAze te je provedena inkubacije pri 37 °C
tijekom 60 min. Nakon ponovnog hladenja pri sobnoj temperaturi, uzorku je dodano 200 pL

otopine za talozenje proteina, koja je dio kita za izolaciju DNA te je vorteksiran 20 sekundi,
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inkubiran 5 min na ledu i centrifugiran pri 13000 o min*tijekom 3 minute. Supernatant koji
sadrzi DNA je prebacen u tubicusa 600 pL izopropanola te je sadrzaj izmije$san okretanjem
tubice dok niti DNA nisu formirale vidljivu masu. Nakon toga je slijedilo centrifugiranje,
uklanjanje supernatanta i suSenje uzorka. Talog DNA je zatim ispran sa 600 puL 70 % etanola.
Nakon suSenja uzorka 10-15 minuta na zraku, talogu je dodano 100 pL otopine za rehidraciju
DNA, koja je dio kita za izolaciju te je talog rehidriran jednosatnom inkubacijom pri 65 °C u

vodenoj kupelji. Tako dobivena DNA je pohranjena na 4 °C (Lebos Pavunc i sur., 2012).

Dobivenim uzorcima DNA je spektrofotometrijski izmjerena koncentracija pomocu
uredaja BioSpec-nano, pri ¢emu je kao slijepa proba koriStena otopina za rehidraciju DNA,

koja je dio kita za izolaciju DNA (Lebos§ Pavunc i sur., 2012).

3.2.4. Ispitivanje osjetljivosti bakterija izoliranih iz maj¢inog mlijeka na antibiotike
3.2.4.1. Ispitivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike E-testom i disk-difuzijskom metodom

Osjetljivost bakterija na antibiotike ispitana je metodom difuzije na krutim hranjivim
podlogama metodom s antibiotickim diskovima i E-testom. U disk-difuzijskoj metodi, 100 uL
bakterijske kulture opti¢ke gustoce vrijednosti ODs20=2, inokulirano je u 12 mL MRS agara
prethodno otopljenog i ohladenog na 50 °C. Tako inokulirana hranjiva podloga izlivena je u
Petrijeve zdjelice. Nakon skrutnjavanja, na povrSinu podloge su sterilnom pincetom
postavljeni BD BBL™Sensi-Disc™ filter diskovi promjera 6 mm poznatog sadrzaja
antibiotika (ampicilin 10 pg, eritromicin 15 pg, gentamicin 10 pg, klindamicin 2 pg,
kloramfenikol 30 pg, kanamicin 30 pg, streptomicin 10 pg, tetraciklin 30 pg, vankomicin 30
ug). Nakon prekonoéne inkubacije pri 37 “C, izmjeren je promjer zona inhibicije, ukljuujuci

i promjer diska.

Osjetljivost sojeva na navedene antibiotike ispitana je i primjenom M. I. C. E.
Evaluators™ E-testa, tako §to su na podlogu pripremljenu na isti na¢in kao u disk-difuzijskoj
metodi, sterilnom pincetom nanesene vrpce E-testa koje sadrze ampicilin, eritromicin,
gentamicin, klindamicin, kloramfenikol, kanamicin, tetraciklin ili vankomicin u gradijentu
koncentracije 0,016 - 256 pg mL?, odnosno streptomicin u gradijentu koncentracije 0,064 -
1026 pg mL?. Nakon 24 h inkubacije pri 37 °C, ocitane su minimalne inhibicijske
koncentracije (engl. Minimal Inhibitory Concentration, MIC) na vrhu zone inhibicije oko

vrpce, prema uputama proizvodaca.
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3.2.4.2. Detekcija gena za rezistenciju na antibiotike PCR metodom

DNA odabranih bakterija izoliranih iz maj¢inog mlijeka (3.2.3.) koristena je kao kalup
za PCR reakciju sa svrhom detekcije potencijalno prijenosnih gena za rezistenciju na
antibiotike pomocu specifi¢nih pocetnica navedenih u tablici 4. Reakcijska smjesa volumena
20 pL sadrzavala je 10 pL EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix 2x Premix, po 0,04 pL
pocetnica, 1 pL kalupa te vodu.Kao negativna kontrola da fragment dobiven nakon PCR
reakcije nije produkt dimerizacije pocetnica koriSten je uzorak koji ne sadrzi DNA. PCR
reakcija se odvijala prema uvjetima navedenim u tablici 5. Dobiveni PCR produkti razdvojeni
su elektroforezom na agaroznom gelu (2 % (w v*)) pri naponu od 100 V. Standard se sastojao
od 0,25 pL A DNA HindIIl 1 0,5 pL 100 bp DNA Ladder. Gel je nakon zavrSetka
elektroforeze obojen u etidijevom bromidu koncentracije y=0,5 ng mL™ i vizualiziran
ultraljubiCastim svjetlom na transiluminatoru MiniBIS Pro, pri valnoj duljini od 254 nm,

upotrebom programa Gel Capture verzija 7.1 verzije 7.1 (Lebo$ Pavunc i sur., 2012).

Tablica 4. Specifi¢ne pocCetnice za gene za rezistenciju na antibiotike i uvjeti PCR reakcije

Antibiotik | Ciljani gen Pocetnice (5'-3") Velicina PCR Referenca
produkta
entamicin aac(6’)le- CACTATCATAACCACTACCG 348 Bujnakovai
g aph2”’)la | CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG sur. (2014)
amicillin bla TAGGTTCAGATTGGCCCTTAG 297 Hummel i sur.
P CATARTTCCGATAATASMGCC (2007)
Tablica 5.Uvjeti provodenja PCR reakcije
plnA, pinJ, pInW, pInNC8 pInC, pInEF
Broj ponavljanja T [°C] Vrijeme T [°C] Vrijeme
1 95 3 min 95 3 min
95 30 sek 95 30 sek
30 55 1 min 55 30 sek
72 1 min 72 1 min
1 72 5 min 72 5 min

3.2.5. Uklanjanje S-proteina s povrSine bakterijskih sojeva

Prekonoc¢ne bakterijske kulture ispitivanih Lactobacillus sojeva su centrifugirane pri

4200 o min* tijekom 5 minuta te je talog stanica ispiran dva puta sterilnom fizioloskom
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otopinom. Stanice su zatim resuspendirane u 5M GHCI-u i inkubirane pri sobnoj temperaturi
tijekom 2 sata. Nakon inkubacije, stanice su centrifugirane pri 4200 o min* tijekom 5 min te

su dva puta isprane sterilnom fizioloskom otopinom i koristene za sljedece pokuse.

3.2.6. Ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogenih bakterija sa sojevima BMK primjenom

Caco-2 stani¢ne linije

Provedeno je in vitro ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogene bakterije
Escherichia coli 3014 sa sojevima BMK kojima su na povrSini stanica prisutni S-proteini,

primjenom Caco-2 stani¢ne linije.

Stanice Caco-2 stani¢ne linije uzgojene se u minimalnom esencijalnom mediju (engl.
MEM - minimum essential medium) u T-boci volumena 25 cm? i odrzavane pri 37 °C i 5 %-
tnoj atmosferi CO2 u minimalnom esencijalnom mediju s dodatkom 10 % (v/v) toplinom
inaktiviranog fetalnog govedeg seruma (56 °C tijekom 30 min). Stanice su ¢uvane U opisanim
uvjetima i svaka 2 dana im je dodan svjezi medij. Za ispitivanje kompetitivne ekskluzije
stanica bakterija mlije¢ne kiseline, Caco-2 crijevne epitelne stanice su inokulirane u plasti¢ne
plocice s 24 jazice u koncentraciji od 1 x 10° stanica mL™ i inkubirane tjedan dana uz izmjenu

medija svaka 2 dana. Prije primjene, Caco-2 stanice su isprane 3 puta fosfatnim puferom.

Prekono¢ne kulture odabranih sojeva BMK uzgojene anaerobno pri 37 °C u MRS
bujonu su centrifugirane pri 4200 o min* tijekom 10 min s ciljem uklanjanja vi§ka hranjive
podloge da se sprije¢i moguci negativni uc¢inak niskih pH vrijednosti ili izvanstani¢nih
proteina u supernatantu kulture. E. coli je uzgojena preko no¢i u BHI bujonu pri 37 °C u
aerobnim uvjetima i centrifugirana na isti na¢in kao BMK. Biomasa stanica patogenih
bakterija i BMK je resuspendirana u fizioloskoj otopini i izmjerena je opticka gustoca tako
priredene suspenzije pri As20 U mikrotitarskoj plo¢ici. Talog stanica je zatim resuspendiran u
odgovaraju¢im volumenima PBS-a kako bi se dobio OD=1. Zatim je svaki soj podijeljen u
dvije Falconice, pri ¢emu su prvu paralelu ¢inili sojevi s prisutnim S-proteinima, a drugu
paralelu ti isti sojevi, ali kojima je uklonjen sloj S-proteina prema postupku opisanom u

poglavlju 3.2.2. Uzorci su centrifugirani 5 min pri 4200 o min™.

Ispitan je utjecaj predinkubacije BMK na adheziju E. coli 3014 na Caco-2 stanice.
Caco-2 epitelne stanice su isprane 3 puta u fosfatnom puferu (pH = 7,4) te je u jazicu dodano

1 mL suspenzije BMK i stanice su inkubirane 30 min pri 37 °C. Nakon inkubacije, Caco-2
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stanice su ispirane fosfatnim puferom te je u jazice dodano po 1 mL suspenzije patogenih
bakterija i nastavljena je inkubacija pri 37 °C kroz 30 min. Prije dodatka suspenzije
bakterijskih stanica na Caco-2 stanice, provjeren je podetan broj stanica (CFU mL™) u
suspenziji indirektnom metodom, tj. nacjepljivanjem priredenih decimalnih razrjedenja u
Petrijevim zdjelicama s optimalnim hranjivim podlogama. Jazice su nakon inkubacije isprane
3 puta s 1 mL PBS-a kako bi se uklonile bakterijske stanice koje se nisu adhezirale te su
inkubirane 10 min u 0,05 % (v/v) u otopini Triton X-100. Sadrzaj svake jazice je prebacen u
epicu i centrifugiran 5 min pri 13000 o min™. Potom je talog stanica resuspendiran u 1 mL
fosfatnog pufera, a broj adheziranih stanica je odreden indirektnom metodom nacjepljivanjem
decimalnih razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica na odgovaraju¢u podlogu u obliku kapi
(10 uL) u dvije paralele. Za odredivanje broja poraslih bakterijskih stanica E. coli prije i
nakon adhezije koriStena je selektivna podloga Rapid agar. Nakon 48 sati aerobne inkubacije
pri 37 °C su izbrojane izrasle kolonije i rezultat je izrazen kao CFU mL™.

3.2.7. Ispitivanje agregacijskih svojstava BMK izoliranih iz maj¢inog mlijeka

3.2.7.1. Ispitivanje autoagregacijskih svojstava

Ispitana su autoagregacijska svojstva 4 razliCita soja bakterija mlijecne kiseline
uzgojenih u MRS bujonu, a ispitivanja su provedena u dvije paralele. Za prvu paralelu su
stanice prikupljene centrifugiranjem (5 minuta pri 4200 o min), isprane dva puta te
resuspendirane u fosfatnom puferu (pH = 7,4). Za drugu paralelu su koristene stanice kojima
je S-sloj uklonjen prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. Volumen od 4 mL tako
pripremljenih suspenzija odpipetiran je u penicilinke te homogeniziran na vibromjesacu
Vortex V-1 plus. Izmjerena je apsorbancija uzoraka u nultom satu pri 620 nm pomocu ¢itaca
mikrotitarskih plo¢ica Infinite® F Plex te je nakon 5 h inkubacije uzoraka pri sobnoj
temperaturi, ponovno izmjerena apsorbancija uzoraka uzetih s povrsSine na isti nacin (Kos i
sur., 2003). Postotak autoagregacije je izracunat prema formuli:

A
% autoagregacije = (1 - A—t> -100
0

gdje je:
A: - apsorbancija u vremenu (nakon 5 sati)

Ao - apsorbancija u vremenu O.
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3.2.7.2. Ispitivanje koagregacijskih svojstava

Koagregacija probiotickih sojeva s patogenim sojevima Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus 3048, Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 i Escherichia
coli 3014 odredivana je iz suspenzija koje su se sastojale od 2 mL suspenzija stanica
pojedinog soja BMK, s i bez sloja S-proteina i 2 mL suspenzija stanica jednog od test-
mikroorganizama. Suspenzije su izmijeSane na vibromjeSacu Vortex V-1 plus te ostavljene
stajati 5 sati na sobnoj temperaturi. Postupak mjerenja identi¢an je postupku koriStenom kod
ispitivanja svojstva autoagregacije. UspjeSnost koagregacije izraCunata je pomocu sljedece

formule:

OD(x)+0D(y) OD(x+y)
% koagregacije = 2 ODGIT0D) * 100

2

gdje ODx i ODy predstavljaju izmjerene vrijednosti ODe2o Svakog od dva ispitivana soja (0.
sat), a ODx +y) predstavlja OD vrijednost suspenzije ispitivanog para bakterija u vremenu (5.

sat).

3.2.8. Prezivljavanje probioti¢kih bakterija u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
(GIT)

3.2.8.1. Priprava simuliranog zZelucanog soka i soka tankog crijeva
Simulirani Zeludani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g L) u 0,5 %

sterilnoj otopini natrijevog klorida, kojoj je pH podesen na 2,5 i 3,0 s koncentriranom

klorovodi¢nom kiselinom.

Simulirani sok tankog crijeva pripravljen je suspendiranjem pankreatina (1 g L™) i
7uénih soli (3,0 mg mL™ govede 7u¢i) u 0,5 % sterilnoj otopini natrijeva klorida, kojoj je pH

podesen na 8,0 s natrijevom luZinom.
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3.2.8.2. Ucinak simuliranog Zzelucanog soka i soka tankog crijeva na prezZivljavanje

probiotickih bakterija

Ispitan je u¢inak simuliranih uvjeta gastrointestinalnog trakta na prezivljavanje 4 soja
bakterija mlije¢ne kiseline uzgojenih u MRS bujonu, a ispitivanja su provedena u dvije
paralele. Za prvu paralelu su stanice prikupljene centrifugiranjem (5 minuta pri 4200 o mint),
isprane dva puta te resuspendirane u fizioloSkoj otopini. Za drugu paralelu su koristene
stanice kojima je S-sloj uklonjen prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. Prekonoéne
bakterijske kulture centrifugirane su pri 4200 o min™ tijekom 5 min i dva puta isprane
sterilnom fizioloskom otopinom. U dijelu suspenzije je odreden broj zivih stanica
mikroorganizama prije inkubacije u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta, a ostatak
je centrifugiran 5 min pri 4200 o min*. Talog stanica je resuspendiran u 3 mL simuliranog
zeluCanog soka te inkubiran pri 37 °C tijekom 2 sata. Nakon inkubacije, suspenzija je
centrifugirana 5 min pri 4200 o min?, a talog je resuspendiran u 3 mL fizioloske otopine.
Nakon toga, u dijelu suspenzije je odreden broj zivih stanica nakon inkubacije u Zelu¢anom
soku, dok je ostatak suspenzije centrifugiran 5 min pri 4200 o min. Talog je resuspendiran u
3 mL simuliranog soka tankog crijeva te inkubiran pri 37 °C tijekom 4 sata, nakon Cega je U
dijelu suspenzije odreden broj zivih stanica nakon inkubacije u tankom crijevu. Broj zivih
stanica je odredivan indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem decimalnih razrjedenja
suspenzija bakterijskih stanica u fizioloSkoj otopini na MRS agar u obliku kapi (10 puL) u
dvije paralele. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37 °C, izbrojane su porasle kolonije te je

izraGunat broj stanica po mililitru bakterijske kulture (CFU mL™).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. OSJETLJIIVOST NA ANTIBIOTIKE BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE
IZOLIRANIH IZ MAJCINOG MLIJEKA

Kako bi se bakterijski sojevi mogli koristiti kao probiotici namijenjeni za primjenu
kod ljudi i zivotinja potrebno je ispitati njihovu rezistenciju na antibiotike. Mikrobioloska
rezistencija na antibiotike predstavlja globalni zdravstveni problem zbog sve veceg broja
multirezistentnih bakterija i nedostatka novih antibiotika. Antimikrobna rezistencija nastaje
tijekom kontinuiranog izlaganja mikroorganizama (bakterija, gljivica, virusa i parazita)
djelovanju odredenih antimikrobnih sredstava, kao S§to su npr. antibiotici. To za posljedicu
ima prilagodbu odredenih mikroorganizama na njihovo djelovanje, dakle mikroorganizmi
mogu prezivjeti 1 rasti u prisutnosti antimikrobnog sredstva, koji bi ith u normalnim uvjetima
ubio ili inhibirao njihov rast. U ovom slu¢aju naglasak se stavlja na antibioti¢ku rezistenciju.
Antibiotici su lijekovi koji se koriste za lijeCenje bakterijskih zaraznih bolesti na nacin da
sprjecavaju razmnozavanje bakterija ili ih inaktiviraju putem nekoliko mehanizama, kao §to je
npr. inhibicija sinteze stani¢ne stijenke ili sprje¢avaju umnozavanje DNA (Alvarez-Cisneros i
Ponce-Alquicira, 2018). Do pojave ovog problema doSlo je zbog prekomjerne upotrebe
antibiotika kod lijecenja ljudi, ali isto tako i1 njihove nepropisane i ¢esto nepotrebne upotrebe

kod uzgoja Zivotinja.

KoriStenje antibiotika tijekom trudnoce i porodaja utjece na mikrobiotu maj¢inog mlijeka i
povezano je s pojavom antibioticke rezistencije u crijevnoj mikrobioti dojenceta. To izlaganje
antibioticima moze voditi prema pojavi gena za rezistenciju na antibiotike (engl. Antibiotic
Resistance Genes, ARGSs) u mikrobioti majéinog mlijeka, koji se onda dojenjem mogu
prenijeti na novorodence. Na taj na¢in moze doé¢i do horizontalnog prijenosa gena (engl.
Horizontal Gene Transfer, HGT) na komensalne, ali i patogene bakterije prisutne u
intestinalnoj mikrobioti domacina, odnosno dojenceta (Das i sur., 2019). Horizontalni prijenos
gena podrazumijeva izmjenu gena izmedu razliitih bakterija putem pokretnih genetiCkih

elemenata, kao $to su konjugativni transpozoni, plazmidi i integroni (Partridge i sur., 2018).

Upravo iz tog razloga potrebno je ispitati mogucénosti prijenosa gena za rezistenciju kako bi se
provijerila sigurnost primjene potencijalnih probiotic¢kih sojeva, ali i moguéi nacini prijenosa
Lrezistentnih® gena. Osim Sto se ispituje antibiotiCka rezistencija u klinicki znacajnim

bakterijama (patogene bakterije), vazno je ispitati prisutnost rezistentnih gena i kod
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komensalnih bakterija za koje se dokazalo da i one mogu biti nosioci ,rezistentnih® gena na
patogene bakterijske vrste. To je osobito vazno ispitati kod onih bakterijskih sojeva koji su
namijenjeni za koriStenje u prehrani ljudi ili ishrani Zivotinja $to ukljucuje pracenje
rezistencije bakterija koje ¢ine prirodnu mikrobiotu tradicionalno fermentirane hrane, koje se
upotrebljavaju kao starter kulture i kao dodaci prehrani. Na temelju navedenog treba
spomenuti kako je osjetljivost na antibiotike i jedan od glavnih op¢ih izbornih kriterija

prilikom odabira potencijalnih probioti¢kih sojeva (Suskovié i sur., 2001).

Ispitivana je osjetljivost odredenih sojeva BMK iz roda Lactobacillus izoliranih iz maj¢inog
mlijeka (Lactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20) na 9 razli¢itih antibiotika
(ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin,
tetraciklin i kloramfenikol) pomocu disk — difuzijske metode i E- testa. Osjetljivost na
navedene antibiotike nuzno je ispitati kod probioti¢kih sojeva koji su namijenjeni za primjenu
kod ljudi 1 Zivotinja Sto je definirano smjernicama Europske agencije za sigurnost hrane
(EFSA) iz 2012. godine. Vrijednosti promjera zona inhibicije dobivene metodom s
antibiotickim diskovima, odnosno disk — difuzijskom metodom usporedene su s definiranim
standardima Instituta za klini¢ke i laboratorijske studije (engl. Clinical Laboratory Standards
Institute, CLSI). Ako su dobiveni bakterijski sojevi sa zonama inhibicije ve¢im ili jednakim
20 mm smatraju se osjetljivim (engl. Sensitive, S), a oni sa zonama inhibicije manjim od 20
mm, odnosno od 15 do 19 mm smatraju se umjereno osjetljivim (engl. Intermediate, 1) na
ispitivani antibiotik. Ispitivani bakterijski soj se smatra rezistentnim na antibiotik prisutan u
filter disku u slu¢aju da mu izmjerena vrijednost promjera zone inhibicije bude manja ili
jednaka 14 mm. Navedene vrijednosti definirane su CLSI standardima. U tablici 6 prikazani
su rezultati dobiveni disk — difuzijskom metodom. Prema dobivenim rezultatima je vidljivo
kako je kod sva 4 ispitivana bakterijska soja potvrdena rezistencija na vankomicin i na tri
aminoglikozidna antibiotika - kanamicin, gentamicin i streptomicin, dok su na ostale

antibiotike fenotipski osjetljivi.

Osijetljivost bakterija na navedene antibiotike ispitana je i pomocu E-testa, ¢ime su odredene
minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) antibiotika. Dobiveni rezultati E-testa usporedeni
su sa sluzbenim grani¢nim vrijednostima (engl. Cut-off values) za antibioticku rezistenciju,
koje su propisane od strane Europske agencije za sigurnost hrane za navedene bakterije, a
izrazeni pomocu MIC vrijednosti. U slucaju da je MIC vrijednost veéa od sluzbene grani¢ne

vrijednosti, bakterija se smatra rezistentnom na ispitivani antibiotik te njezinu rezistentnost
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treba potvrditi molekularnim metodama (Alvarez-Cisneros i Ponce-Alquicira, 2018). MIC
vrijednosti antibiotika odredene E-testom prikazane su u tablici 7, gdje se jasno vidi kako su
za antibiotike gentamicin i streptomicin dobivene puno ve¢e MIC vrijednosti, §to ukazuju na
rezistentnost bakterija prema navedenim antibioticima. U slucaju preostalih ispitivanih

antibiotika dobivene su puno manje MIC vrijednosti.

Tablica 6. Osjetljivost bakterija izoliranih iz maj¢inog mlijeka na 9 antibiotika odredena disk-

difuzijskom metodom

Bakterijski Antibioticki disk
S0j AM|CC|C|E|VA|TE|K|CN|S
MB1 S S|S|S|R S|IR| R |R
MB2 S S|S|S|R SIR| R |R
MB13 S S|S|IS|R S|IR| R |R
MB20 S S|S|IS|R S|IR| R |R

*S-osjetljiv, I-umjereno osjetljiv, R-rezistentan
**ampicilin (AM), klindamicin (CC), kloramfenikol (C), eritromicin (E), vankomicin (VA),
tetraciklin (TE), kanamicin (K), gentamicin (CN) i streptomicin (S)

Tablica7. Vrijednosti MIC (ug mL™?) antibiotika potrebne za inhibiciju rasta bakterija

izoliranih iz maj¢inog mlijeka odredene E-testom

Bakterijski MIC (ug mL™)
S0j AM CM | CL | EM | VA | TC KM | GM | SM
MB1 0,032 | 0,047 | 1,0 | 1,00 / 15 |/(nr) | 32 | 256
(S) S S 6 ) S | R R | R
MB2 0,023 | 0,016 | 1,0 | 0,25 / 30 |/(nr) 24 | 512
(S) S 1S O ) 5 | R | R | R
MB13 0,016 | 0,016 | 15 | 0,25 / 80 |/(nr)| 24 | 256
(S) S S 6 ) 5 | R | R | R
MB20 0,032 | 0,032 | 1,0 | 0,38 / 10 |/(nr) | 96 | 512
S) S 1S 16 ) 5 | R R R
*S-osjetljiv; I-umjereno osjetljiv; R-rezistentan; n.r. - engl. not required (osjetljivost

navedenog antibiotika nije potrebno ispitati prema EFSA-i)
**ampicilin (AM), klindamicin (CM), kloramfenikol (CL), eritromicin (EM), vankomicin
(VA), tetraciklin (TE), kanamicin (KM), gentamicin (GN) i streptomicin (SM)

Dobiveni su rezultati u skladu s oc¢ekivanima i1 znanstvenim istrazivanjima, prema kojima

vecina bakterija iz roda Lactobacillus pokazuje visoku urodenu rezistenciju na antibiotike:
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vankomicin, streptomicin, kanamicin, gentamicin, bacitracin, cefoksitin, metronidazol,
nitrofurantoin i sulfadiazin te su osjetljivi na antibiotike koji svojim djelovanjem inhibiraju
sintezu bjelanCevina, a to su kloramfenikol, eritromicin, kuinupristin/dalfopristin, linkomicin,
klindamicin i tetraciklin (Abriouel i sur., 2015). Osim navedenih antibiotika laktobacili su jo$
osjetljivi na penicilin (ampicilin, oksacilin i piperacilin), inhibitorima B-laktamaza, ali su
rezistentniji na cefalosporine (cefalotin, cefuroksim, ceftriakson i cefoksitin) koji djeluju kao
inhibitori sinteze stani¢nog zida. Takoder, veéina tvari koje inhibiraju sintezu nukleinske
kiseline ima slabiji inhibicijski u¢inak kod vec¢ine bakterijskih vrsta roda Lactobacillus
(Abriouel i sur., 2015; Gueimonde i sur., 2013). Guo i sur. (2017) u svome istraZivanju
dokazali su 85 %-tnu ucestalost rezistencije na vankomicin u sojevima Lactobacillus
izoliranih iz hrane, posebice kod vrsta Lactobacillus plantarum i Lactobacillus casei. Ova
vrsta rezistencije nije prenosiva na druge bakterijske sojeve jer su geni smjeSteni na
kromosomu (Guo i sur., 2017). Vankomicin stvara kompleks s D-alanil-D alaninom, Kkoji je
prekursor stani¢nog zida te na taj na¢in dolazi do inhibicije sinteze peptidoglikana u stani¢noj
stijenci bakterije. U nekoliko vrsti BMK terminalni D-alaninski ostatak je zamijenjen s D-
laktatom ili D-serinom u muramilpentapeptidu ¢ime je onemoguéeno vezanje vankomicina i
bakterija postaje rezistentna na antibiotik (Gueimonde i sur., 2013; Delcour i sur., 1999). U
aminoglikozidne antibiotike ubrajaju se streptomicin, kanamicin i gentamicin, koji inhibiraju
sintezu bjelanCevina ireverzibilnim vezanjem na 30 S podjedinicu ribosoma. Na taj na¢in
sprjecavaju vezanje glasnicke RNA na ribosom i to u konac¢nici dovodi do uginuc¢a bakterijske
stanice. IntriziCna rezistencija na aminoglikozidne antibiotike kod laktobacila je uvjetovana
nedostatkom citokromskog elektronskog transportnog sistema, koji je neophodan za ulazak
antibiotika u bakterijsku stanicu (Bedeni¢, 2009). Rezistencija prema ostalim antibioticima
varira izmedu pojedinih vrsta roda Lactobacillus. Na temelju rezultata E-testa i disk-
difuzijske metode, odredene BMK iz roda Lactobacillus izolirane iz mikrobiote maj¢inog

mlijeka smatraju se sigurnima za primjenu kod ljudi i Zivotinja.

Nakon ispitivanja osjetljivosti sojeva izoliranih iz maj¢inog mlijeka na antibiotike i dokazne
rezistencije na odredene antibiotike, bilo je potrebno utvrditi da li je rezistencija urodena ili
steCena. Da bi se to potvrdilo provedena je genotipska karakterizacija rezistencije ispitivanih
bakterijskih sojeva PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) metodom pomoc¢u specifi¢nih
pocetnica za gene Kkoji kodiraju za rezistenciju na antibiotike, koji mogu biti podlozni
horizontalnom transferu na druge bakterije. Genotipska karakterizacija je nuzna u slucaju

primjene potencijalnih probiotic¢kih sojeva kod ljudi i zivotinja s obzirom na to da je dokazana
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prisutnost gena za antibioticku rezistenciju kod viSe antibiotika (Kloramfenikol, eritromicin,
streptomicin, tetraciklin i vankomicin) na prijenosnim genetickim elementima laktobacila

(Comunian i sur., 2010).

§ KR19! KR20* MC11 MC2! MC13*MC19°AF16*  MB1*MB2* MBZ7MB10' MB13*1/1B15*MB18'MB2CFItS10F K* KR19* KR2(F

§ MC1Z2MC22MC132MC19%AF1¢>MB12 MB22? [AB72MB10° MB13? IB152MB18 MB20#11510? K? KR19® KR20° MC13 MC23

§ MC133*MC193°AF16° MB13> MB23 MB7°MB10*MB13* MB15° MB18'MB20° 3510°K* KR19KR20* MC1* MC2* MC13* MC19*%

Slika 3. Elektroforeza produkata PCR reakcije sa specifi¢cnim pocetnicama za gene koji

kodiraju za rezistencije na antibiotike gentamicin®, ampicilin®, vankomicin® i eritromicin ¥
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S AF16'MB1%MB2* |AB7*MB10'MB13%1B15°MB18 'MB20%510° K* KR19° KR20° MC15 MC25MC135MC19°AF16° MB1°

S MB2°MB7°MB10°MB1351B15°MB13 MB20° RS105 K> KR19% KR20® MC1° MC25MC135 MC19° AF16¢ MB15 MB25 MB7¢

S MB10' MB13MB15°MB138'MB20%1:510% K& KR197 KR207 MC17 MC27 MC137 MC197AF16' MB17 MB2’ MB7” MB107 MB137

Slika 4. Elektroforeza produkata PCR reakcije sa specifiénim pocetnicama za gene koji

kodiraju za rezistencije na eritromicin @, streptomicin ®, kanamicin® i tetraciklin®
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S MB15’MB18’MB207RS107 K7 KR19% KR20® MC1%® MC2°MC13% MC19%AF16' MB1® MB2% IB7°MB10*MB13% UB15°MB18%

S  MB20®R510° K% KR19° KR20° MC1? MC2° MC13° MC19° AF1¢° MB1° MB2° MB7° MB1(°MB133 AB15°MB1{ *MB20° R510°

Slika 5. Elektroforeza produkata PCR reakcije sa specifiénim pocetnicama za gene koji

kodiraju za rezistencije na tetraciklin®, klindamicin® i kloramfenikol®

Bakterije iz roda Lactobacillus su izvrstan receptor za egzogene gene koji se prenose iz jedne
bakterijske stanice u drugu konjugacijom, §to su dokazali Abriouel i sur. (2015) u svojem
istrazivanju za konjugativni pAMp1 plazmid pronaden u bakteriji Lactobacillus plantarum,

koji se mogao prenijeti iz enterokoka i streptokoka. Nakon provedene PCR metode, dobiveni
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produkti su razdvojeni elektroforezom na agaroznom gelu, a dobiveni rezultati prikazani su na
slikama 3-5. Kod ispitivanja prisutnosti gena za rezistenciju kod navedenih bakterija nema
vidljivog signala $to znac¢i da nije doSlo do amplifikacije ciljanih DNA sekvenci, odnosno
nisu prisutni geni koji kodiraju za rezistenciju na navedene antibiotike. Niti jedan od ukupno 4
ispitivana Lactobacillus soja nije pokazao ste¢enu rezistenciju na antibiotike. Prema tome, s
aspekta antibioticke rezistencije ispitivani sojevi se mogu smatrati sigurnima za primjenu kao

potencijalni probiotici ili funkcionalne starter kulture.

4.2. UTJECAJ S-PROTEINA NA POTENCIJALNA PROBIOTICKA SVOJSTVA
BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE IZOLIRANIH 1Z MAJCINOG MLIJEKA

Sposobnost adhezije na crijevne epitelne stanice kljucno je svojstvo koje bakterija
mora posjedovati da bi bakterija mogla prezivjeti i kolonizirati gastrointestinalni trakt. To je
ujedno 1 vrlo vazno svojstvo koje treba posjedovati odredena bakterija kako bi se mogla
koristi kao potencijalni probiotik. Bakterije iz roda Lactobacillus najces¢i su probiotici koji,
ukoliko se konzumiraju u odgovaraju¢im koli¢inama, mogu imati brojne pozitivne u¢inke na
zdravlje domacina. Brojna istrazivanja navode nekoliko mehanizama djelovanja probiotika
kojima mogu zastititi domacina od raznih gastrointestinalnih infekcija. Jedan od mehanizama
njihova djelovanja je i kompeticija s patogenim bakterijama za mjesta vezanja na
intestinalnom epitelu jer imaju sli¢ne vrste adhezina na svojim povrSinama Koji stupaju u
interakciju sa specifiénim receptorima na stani¢noj povrSini domacina. Pri tom je istaknuta
vazna uloga sloja S-proteina probiotickih sojeva prilikom same adhezije na crijevni epitel i
kompetitivne ekskluzije s patogenom bakterijom. Dakle, neka od probiotickih svojstava kao
Sto je adhezija na crijevni epitel, agregacijska svojstva i inhibicija patogena usko su povezana

s prisutnos¢u S-proteina (Panwar i sur., 2017).

U ovom radu ispitana je uloga S-proteina, koje eksprimiraju 4 bakterijska soja izolirana iz
majc¢inog mlijeka, prilikom kompetitivne ekskluzije s patogenom bakterijom E. coli 3014,
Istrazivanje je provedeno in vitro primjenom Caco-2 stani¢ne linije. Mjerenje je provedeno u
dvije paralele. U prvoj paraleli ispitivani su sojevi s prisutnim S-proteinima, a u drugoj
paraleli ti isti sojevi nakon $to im je uklonjen sloj S-proteina tretmanom s 5M GHCI-om. Isto
tako ispitan je i utjecaj predinkubacije BMK na adheziju E. coli 3014 na Caco-2 stanice.

Nakon provedene inkubacije izbrojane su izrasle kolonije, a rezultat je izrazen kao CFU mL™.
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Na slici 6 prikazana je kompetitivna ekskluzija patogene bakterije E. coli 3014 sa sojevima
Lb. brevis MB1, Lb. brevis MB2, Lb. brevis MB13 i Lb. brevis M20 sa S-proteinima i nakon
Sto su S-proteini uklonjeni. 1z rezultata se jasno vidi kako sva 4 ispitana soja BMK pokazuju
uspjesniju kompetitivnu ekskluziju E. coli 3014 kada su S-proteini prisutni, nego kada su S-
proteini uklonjeni zato Sto imaju vaznu ulogu u adheziji bakterijskih stanica na crijevni epitel
(slika 6).

Kompetitivna ekskluzija patogene bakterije E. coli 3014
bakterijama mlijecne kiseline

9
8
7
6 ® E. coli bez inkubacije s BMK
5
4 E. coli s predinkubiranim
BMK (sa S-proteinima)
3
m E. coli s predinkubiranim
2 BMK (bez S-proteina)
1
0

MBl3 MBZO

log CFU mL*!

Slika 6. Kompetitivna ekskluzija patogene bakterije E. coli 3014 sa sojevima Lb. brevis MB1,
Lb. brevis MB2, Lb. brevis MB13 i Lb. brevis M20

S-proteini koji sudjeluju u adheziji bakterije na epitelne stanice crijeva mogu doprinijeti
probiotickoj aktivnosti laktobacila na nacin da inhibiraju vezanje patogena na epitel
domacina. U nekoliko studija dokazano je kako S-proteini imaju vaznu ulogu u inhibiciji
adhezije patogena kao $to su E. coli, E. coli 0157:H7 ili Salmonella Typhimurium na crijevne
stanice (Chen i sur., 2009; Horie i sur., 2002). Xue i sur. (2013) u svojem su istraZivanju
dokazali kako je uklanjanjem S-proteina, koje eksprimiraju Lactobacillus sojevi, tretmanom s
5 M LiCl smanjen njihov inhibitorni u¢inak prema bakterijama Clostridium difficile, Shigella
i Salmonella. To je dokazano ispitivanjem kompetitivne ekskluzije Lactobacillus sojeva s
navedenim bakterijama te je na taj nacin zakljuceno kako su S-proteini ukljuceni u adheziju

probiotika.
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Nadalje je ispitan utjecaj S-proteina na autoagregacijska svojstva 4 razli¢ita soja
bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih iz maj¢inog mlijeka. Kako bi se ispitala uloga S-proteina
u autoagregaciji izmedu pojedinog soja, ispitivanja su se provela u dvije paralele, u jednoj je
mjerena apsorbancija bakterijskih sojeva sa S-proteinima, a u drugoj tim istim sojevima, ali
nakon tretmana s 5M GHCI-a kojim su S-proteini uklonjeni s povrsine. Apsorbancija je
mjerena pri 620 nm na pocetku i nakon 5 sati inkubacije te je na temelju toga izraCunat
postotak autoagregacije. Na slici 7 su prikazani konac¢ni rezultati autoagregacije svih
ispitivanih sojeva sa S-proteinima i bez njih. Bakterijski sojevi sa S-proteinima autoagregiraju
u rasponu od 72 do 77,41 %, dok se taj raspon kod istih sojeva nakon §to su im uklonjeni S-
proteini krece od 34,56 do 49,40 %. Prema dobivenim rezultatima istrazivanja uocava se kako

je veéi postotak autoagrergacije kod sva 4 soja kada imaju S-proteine na svojoj povrsini.
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Slika 7. Autoagregacija sojeva Lactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 sa slojem S-

proteina i nakon $to su oni uklonjeni sa stani¢ne povrsine

Osim kod autoagregacije, ispitan je utjecaj S-proteina i na koagregaciju navedenih sojeva s
test-mikroorganizmima (Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1, Staphylococcus
aureus 3048, Listeria monocytogenes ATCC 19111 i Escherichia coli 3014). Ispitivanje je
takoder provedeno u dvije paralele, dakle u jednoj je mjerena apsorbancija sojeva sa S-
proteinima na povrsini, a u drugoj tim istim sojevima nakon $to su im uklonjeni S-proteini na

isti naCin kao 1 kod ispitivanja autoagregacije. Postupak mjerenja apsorbancije proveden je na
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isti nacin kao i kod ispitivanja svojstva autoagregacije te je nakon toga izracunata uspjesnost
koagregacije. Dobivene vrijednosti koagregacije sojeva BMK s i bez S-proteina s patogenima
bakterijama prikazane su na slikama 8-11.

Sva 4 soja BMK pokazala su najbolju koagregaciju sa Staphylococcus aureus 3048 u odnosu
na preostala 3 bakterije, a dobivene vrijednosti kre¢u se u rasponu od 47,08 do 49,95 % kada
su prisutni S-proteini na povrsini te 33,85 do 44,03 % u slucaju kad su S-proteini uklonjeni. U
slu¢aju koagregacije soja Lactobacillus brevis MB13 s bakterijom Escherichia coli 3014
dobiven je veci postotak koagregacije (40,38 %) nakon $to su S-proteini uklonjeni, nego kada
Su S-proteini vezani na stani¢nu povrSinu bakterije (26,34 %). To odstupanje od ostalih
rezultata moze biti rezultat ljudske greske tijekom provodenja eksperimenta. Medutim, na
temelju svih ostalih dobivenih rezultata zakljuCujemo kako sojevi sa S-proteinima bolje

koagregiraju s test-mikroorganizmima od sojeva kojima su uklonjeni S-proteini s povrSine.

H sa S-proteinima

H bez S-proteina

Koagregacija FP1 +BMK (%)

MB1 MB2 MB13 MB20

Slika 8. Koagregacija sojeva L. brevis MB1, L. brevis MB2, L. brevis MB13 i L. brevis

MB20 sa S-proteinima i nakon §to su oni uklonjeni, bakterijom Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1
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Slika 9. Koagregacija sojeva L.brevis MB1, L. brevis MB2, L. brevis MB13 i L. brevis MB20
sa S-proteinima i nakon $to su oni uklonjeni, bakterijom Staphylococcus aureus 3048
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Slika 10. Koagregacija sojeva L. brevis MB1, L.brevis MB2, L.brevis MB13 i L.brevis MB20

sa S-proteinima i nakon $to su oni uklonjeni, bakterijom Listeria monocytogenes ATCC
19111
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Slika 11. Koagregacija sojeva L.brevis MB1, L.brevis MB2, L.brevis MB13 i L.brevis MB20

sa S-proteinima i nakon §to su oni uklonjeni, bakterijom Escherichia coli 3014

Drugi autori su u svojim istrazivanjima takoder ukazali na samu vaznost S-proteina kod
autoagregacije i koagregacije bakterija koje ih eksprimiraju. Kos i sur. (2003) u svojem
istrazivanju dokazali su kako je uklanjanjem S-proteina s 5M LiCl smanjena moguénost
autoagregacije kod bakterijskog soja Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Do istih
spoznaja dosli su i Garrote i sur. (2004) u svom istrazivanju s bakterijom L. kefir CIDCA
8321 nakon $to su uklonjeni S-proteini. Takoder, uklanjanje S-proteina kod bakterije L.
helveticus M92 rezultiralo je smanjenjem koagregacijskih svojstava s patogenom bakterijom
Salmonella Typhimurium FP1 (Beganovi¢ i sur., 2011). Na temelju dobivenih rezultata moze
se zakljuciti kako S-proteini imaju vaznu ulogu u autoagregaciji i koagregaciji bakterija i da
odredeni sojevi nakon uklanjanja S-proteina mogu imati manju sposobnost autoagregacije i
koagregacije. Autoagregacija, kao proces agregacije medusobno istih bakterijskih sojeva, igra
vaznu ulogu u formiraju biofilmova. U vecini slucajeva, sposobnost autoagregacije bakterija
povezana je sa svojstvima adhezije te njthovom sposobnos¢u prezivljavanja i perzistiranja u
gastrointestinalnom traktu (Ferreira i sur., 2011; Vlkova i sur., 2008). Koagregacija, odnosno
proces agregacije razliCitih bakterijskih sojeva, ima vaZznu ulogu u sprjeavanju vezanja
patogena za epitelne stanice gastrointestinalnog trakta. Sojevi Lactobacillus kroz sam proces
koagregacije formiraju barijeru i na taj nacin sprjeavaju adheziju i kolonizaciju patogene
bakterije u Gl traktu. Koagregacija s prisutnim potencijalnim patogenom omogucava
probiotickom soju proizvodnju antimikrobnih tvari, koje mogu inhibirati rast patogena u GI

traktu (Ferreira i sur., 2011).
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Slika 12. Prezivljavanje stanica sojeva L. brevis MB1, L. brevis MB2, L. brevis MB13 i L.
brevis MB20, prije (S+) i nakon ekstrakcije (S-) S-proteina tijekom 6 sati inkubacije u

simuliranim uvjetima GIT-a

Ispitan je i utjecaj S-proteina na prezivljavanje sojeva BMK u simuliranim uvjetima
zeluCanog soka i soka tankog crijeva prije i nakon ekstrakcije S-proteina s njihove stani¢ne
povrsine. Broj zivih bakterijskih stanica odreden je brojanjem poraslih kolonija na hranjivoj
podlozi (MRS agar). Izradunati broj stanica po mililitru bakterijske kulture (CFU mL™) za sva
4 ispitana Lactobacillus soja nakon inkubacije u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
trakta prikazan je na slici 12. Prema rezultatima prezivljavanje L. brevis sojeva nakon
izlaganja tijekom 6 h simuliranim uvjetima GIT-a iznosi priblizno 10® CFU ml?, $to je
minimalnim propisani broj probiotickih stanica prema SZO. Nakon ekstrakcije S-sloja
ustanovljeno je da L. brevis sojevi znacajno slabije prezivljavaju u simuliranim uvjetima GIT-
a, a pri tome se broj poraslih kolonija sojeva MB13 1 MB20 tijekom inkubacije znacajno
smanjuje, te u zadnjem satu inkubacije nije zabiljezen broj poraslih kolonija, Sto upucuje na
znacajnu zastitnu ulogu proteina S-sloja u nepovoljnim uvjetima GIT-a. Dobiveni rezultati su
u skladu s istrazivanjem Meng i sur. (2018), gdje je nakon 4 sata inkubacije u zeluCanom
soku, postotak prezivljavanja 4 Dbakterijska soja (Lactobacillus bulgaricus fb04, L.
rhamnosus fb06, L. gasseri fb07 i L. acidophilus NCFM) iznosio 82 - 95 % te se on znacajno
smanjio nakon Sto su ekstrahirani S-proteini tretmanom s 5 M LiCl (45 - 66 %). Sli¢no je
dobiveno i nakon 4 sata inkubacije u soku tankog crijeva, postotak prezivljavanja ispitivanih

sojeva smanjio se za 22 - 34 % u odnosu na intaktne bakterijske stanice (Meng i sur., 2018).
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5. ZAKLJUCCI

1. Prema rezultatima provedene disk — difuzijske metode i E- testa, svi ispitani sojevi BMK
(Lactobacillus brevis MB1, Lactobacillus brevis MB2, Lactobacillus brevis MB13 i
Lactobacillus brevis MB20), su fenotipski osjetljivi na sve primijenjene antibiotike osim na
vankomicin i aminoglikozidne antibiotike (kanamicina, gentamicina i streptomicina). PCR

metodom nije ustanovljena prisutnost genetickih determinanti rezistencije na antibiotike.

2. Kompetitivnom ekskluzijom patogene bakterije E. coli 3014 sa sojevima BMK dokazan je
utjecaj S-proteina prisutnih na stani¢noj povrSini. Uspjesnost kompetitivne ekskluzije

patogene bakterije ispitivanim sojevima je smanjena nakon uklanjanja S-proteina.

3. Dokazana je uloga S-proteina i prilikom autoagregacije sojeva BMK te njihove
koagregacije s patogenim bakterijama Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1,
Staphylococcus aureus 3048, Listeria monocytogenes ATCC 19111 i Escherichia coli 3014.
Sojevi kojima su uklonjeni S-proteini imaju manju sposobnost autoagregacije i koagregacije s

ispitivanim patogenim bakterijama nego sojevi koji na svojoj povrsini sadrze S-proteine.

4. S-proteini utjeCu i na sposobnost prezivljavanja ispitivanih sojeva BMK u simuliranim
uvjetima GIT-a. Nakon ekstrakcije S-proteina smanjena je sposobnost prezivljavanja
Lactobacillus sojeva u simuliranim uvjetima GIT-a §to dokazuje i manji broj poraslih kolonija

tijekom inkubacije u odnosu na sojeve kod kojih su prisutni S-proteini.
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