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SAZETAK

Liofilizirani probioticki pripravci, uglavhom su namijenjeni uspostavljanponovne
ravnoteze narusSenog sastava mikrobiote prilikomemeataja funkcije probavnog sustava
odraslih, djece i novodentadi. Nedavne znanstvene spoznaje 0 povezanostavaast
intestinalne mikrobiote, ali i mikrobiote drugihjelbva tijela i winaka na zdravlj€ovjeka,
posljedtno su utjecale na masovnu proizvodnju probidii pripravakacija primjena se
preporiuje i prilikom naruSavanja sastava mikrobiote usapljine, koze ili urogenitalnog
trakta. 1z znanstvene literature su dostupni podagpseznimn vitro i in vivo istrazivanjima,
Klinickim studijama i meta-analizama, koji doprinose keeazaciji korisnih winaka
primjene probiotikih sojeva. S obzirom na veliku potraznju probiatikao dodataka
prehrani, koji podlijezu vaZean zakonskim propisima o hrani, te&astaloj neuskl@enosti
informacija na deklaracijama proizvoda sc¢iop, funkcionalnim i tehnoloskim svojstvima
probiotickin mikroorganizama, odnosno nepotpunih informaeigadrzanim pojedidaim ili
konzorcijima mikrobnih kultura, te koncentraciji Kiarijskih stanica na deklaracijama,
potrebno je bilo uspostaviti nadzor prisutnin mimdh vrsta, utwiivanjem ispravnosti
navedene taksonomske identifikacije soja i brojdrzmih stanica mikroorganizama te
provjeriti sigurnost primjene i evaluaciju funkcalnih svojstavan vitro. Sigurnosti primjene
probiotickin sojeva doprinosi i provjera funkcionalnih swaja identificiranin sojeva
sukladno preporukama Europske agencije za siguhmase (EFSA), a u svrhu znanstvenog
dokazivanja zdravstvenih tvrdnji navedenih na pwobkim pripravcima, pricemu su
odabrane optimalnén vitro metode za utdivanje funkcionalnosti. Ovim istrazivanjima
uspostavljen je dinkovit metodoloSki pristup za robusnu analizu kedj broja uzoraka, kako
bi se osigurala kontrola kvalitete i poslj&abd inicirala provjera djelotvornosti probitkih
pripravaka na hrvatskom trziStu. U ovoj disertacgksonomska identifikacija sadrzanih
bakterijskin sojeva oddena je primjenom molekularne metodologije Sto jeultaralo
provjerom prisutnost navedenih probéih sojeva i eliminacijom moge prisutnost
kontaminirajiéih sojeva, odnosno neprobigkih mikroorganizama. Najzastupljeniji
probioticki bakterijski sojevi su, prema fizioloSkim svojsha, Gram-pozitivhe, nepokretne |
nesporogene bakterije, morfologije Stapili koka, koje ne eksprimiraju enzim katalazu, a
sintetiziraju mlij&nu kiselinu u visokim koncentracijama i time proeodispjesSnu
acidifikaciju supernatanata kulture tijekom prekémaog rasta, te su stoga preliminarno
klasificirane kao bakterije mlijme kiseline (BMK). U izabranim probiékim pripravcima
na hrvatskom trziStu pondio API 50 CHL testa identificirani su sojevi iz rotdactobacillus



a BBL CRYSTAL™ ANR sustavom za identifikaciju, sejaz roda Bifidobacterium Na
temelju proteinskih profila dobivenih SDS-PAGE amamn ukupnih stagnih i povrSinskih
proteina, izolirani sojevi su taller svrstani, izradom dendrograma p@émdel Compare |l
programskog paketa, u rodot@ctobacillusi Bifidobacterium.lzmeiu bakterijskih sojeva
ustanovljena je niska pojavnost fenotipske rez@jenna antibiotike te su probioki
pripravci sigurni za primjenu. Osim karakterizacifenotipskih karakteristika, analiza
polimorfizma sl¢ajno umnozenih fragmenata DNA omdéda je razlikovanje sadrzanih
sojeva koji su identificirani 16S rRNA sekvenciarjem.

Funkcionalnost sojeva utemeljena je inavitro karakterizaciji prezivljavanja u simuliranih
uvjetima gastrointestinalnog trakta (GIT). Sadrzsojevi iz probioitkih pripravaka toleriraju
koncentraciju zénih soli, koje su prisutne vivo, te u visokom broju prezivljavaju tijekom
inkubacije u simuliranom Zetanom soku, a zatim tijekom direktnog prijelaza mndirani
sok tankog crijeva, Sto upuje na otpornost pojedinih sojeva na uvjete GlTipotetsku
moguenost kolonizacije gastrointestinalnih niSa. Funkeimim wincima probiotékih sojeva
doprinosi adhezija na intestinalnu sluznicu Stookarakterizirano definiranjem kapaciteta
vezanja sojeva na mikrobna otapala, svojstvom gutgacije, te adhezije sojeva na kolagen,
laminin, fibronektin i mucinn vitro. Lactobacillus reuterima mogénost vezanja na mucin.
lako, ovisno o pojedinom soju, bakterijske kultup@kazuju i potencijal asimilacije
kolesterola i aktivhost hidrolaze énih soli, te antimikrobne dinke, to ukazuje na
kolonizacijski potencijal u GIT, Sto je temelj zepimodulacijski &inak na sastav intestinalne
mikrobiote, te time posljetno njihovu primjenu kao zivih bioterapijskih prigaka u
dom&inu. Osim Sto je prema rezultatima doesojevima iz pripravaka po@gna pojavnost
fenotipova specitinih za probiottke bakterije, ovim istrazivanjima je uspostavljategrirani
pristup koji podrazumijeva primjenu fenotipske Kdegizacije i molekularne metodologije za
identifikaciju sadrzanih sojeva u svrhu provjerésginosti navedenih probigkih bakterija
odnosno iskljdivanja prisutnosti neprobi@kih bakterija, te su predlozene optimalnevitro

metode za utdivanje funkcionalnosti.
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1. UuvOoD

Temel] za primjenu pojedinih sojeva bakterija ndiije kiseline (BMK) kao probiotika su
znanstvene spoznaje o korisniniincima ovih bakterija na zdravlje dotiaa. Probiotici
prema definciji je jedna ili viSe kultura zivih midorganizama koji, primijenjeni u ljudi i
Zivotinja, djeluju korisno na domma poboljSavajéi svojstva autohtone mikrobiote
probavnog sustava doiiaa (FAO/WHO, 2002; Hill 2014). Osobito je atrakia primjena
probiotickih bakterija, od strane farmaceutska industrige kioterapeutika koji se razmatraju
kao Zivi lijekovi za prevenciju ili terapiju bolegirvenstveno gastrointestinalnog trakta, no i
drugih poreméaja, dok je primjena probigkih kultura kao dodataka prehrani ili
funkcionalnim dodaci hrani ili nutraceutici, zZfagno zastupljena nde@ svjetskom
populacijom (Susko¥ii sur., 2019; Suskogj 2009). Prema literaturi ustanovljenodesto
nepodudaranje deklariranog sadrzaja pripravakaultea kontrole kvalitete za veliki broj
analiziranih trziSnih liofiliziranih probiotkih (Huys, 2006; Lewis 2016; Ullah i sur., 2019).
Upravo ove spoznaje potakle su eksperte okupljerevlastenim institucijama Europske
komisije na raspravu o0 z&égu definiranja sigurnosti primjene mikroorganizakaji se
koriste u proizvodnji hrane (Gibson i sur., 201Naime, pretjerena komercijalizacija
probioticka umanjuje zn&j njihovog bioterapijskog potencijala, sa znanstvelokazanim
funkcionalnim ¢incima, acija primjena je jedan od najunkovitijih pristupa mikrobne
terapije za modulaciju sastava mikrobiote i obuaygrema najnovijem izrazu, koncept
primjene biomodulatora (Martin i Langella, 2019}o&a je u Europi pokrenuta inicijativa
reidentifikacije bakterijskih sojeva koji se koaskao probiotici da bi se osnovala banka
probiotickih sojeva kao temelj za daljnja istrazivanja | aspavljanje kontrole kvalitete
pripravaka (Huys, 2006; Lewis 2016). Europska ag@ra sigurnost hranesfigl. EFSA -
European Food Safety Authority; 2009) izdaje upzdeznanstvenu provjeru zdravstvenih
tvrdnji koje se navode na deklaraciji proizvodai Bvodenju smjernica o znanstvenim
zahtjevima za procjenu zdravstvenih tvrdnji proigiah pripravaka, EFSA naglasava potrebu
provaienja fizioloSkih testova i Kkligkih ispitivanja za dokazivanje funkcionalnosti
probiotika, jer postoja ispitivanja mnogih probiatkin pripravaka ne zadovoljavaju u
potpunosti stroge kriterije prema kojima bi se noogdéfinirati njihovo korisno djelovanje na
zdravlje i sigurnost primjene u svjetskoj popula@FSA, 2011).

U komercijalno dostupnim probigkim proizvodima naje&e se koriste BMK prvensteno iz
rodova Lactobacillusi Bifidobacterium koje su Gram-pozitivnhe, nesporogene, $iagie

bakterije, koje rastu u mikroaerobnim ili anaerabnivjetima na kompleksnim hranjivim
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podlogama te proizvode mlgeu kiselinu kao krajnji proizvod metabolizma. Nar@uskoj
razini postoje preporuke za mikroorganizme kojikeeiste u probiotikim pripravcima, no
nisu t@&no definirane metode za procjenu sigurnosti prokdt sojeva (Campedelli i sur.,
2019). Primjena molekularno-gen#dh metoda, a osobito suvremenih ¢kiln metodologija
zn&ajna je u biotehnologiji hrane za identifikacijukarakterizaciju fizioloskih aktivnosti
probiotickin mikroorganizama za definiranje terapijske peng ili primjene starter kultura u
fermentacijskim procesima, Sto je doprinos kvalitsigurnosti fermentirane hrane (Dobson i
sur., 2012). Zbog gore navedenog, EFSA predlaZzeersing za procjenu sigurnosti
mikroorganizama u hranidbenom lancu s QPS statu@nyl. Qualified Presumption of
Safety) pricemu se za koriStenje mikroorganizama oslanja ntoj@de iskustvo, a navedeni
status odgovara GRAS statusingl. Generaly Regarded As Safe) Anée uprave za hranu

i lijekove (engl. United States Food and Drug Administration, US FD@J)j istrazivanja je
identifikacija bakterijskih sojeva prisutnih u littiranim probiotikim pripravcima na
hrvatskom trziStu te ispitivanje funkcionalnosti erificiranih bakterijskih sojeva.
Identifikacija prisutnih bakterijéde se provesti na temelju fenotipskih i genotipskibk:ajki te
pohrana sojeva i ispitivanje njihovih funkcionalrsiojstava koja daju probidki atribut
konanom proizvodu. Prouenjem fenotipske i genotipske identifikacije balskrh sojeva

u liofiliziranim probiotickim pripravcima na hrvatskom trziStu primjenom ré&gh
biokemijskih testova i molekularnih genidih metoda definiratce se tonost deklariranog
sadrzaja u probiatkim pripravcima koji se nalaze na trziStu. Istraki aspekti disertacije
usmjereni su prema poboljSanju pristupa za valjdgmiobiotickin bakterija iz raznovrsnih
probiotickin pripravaka koji, usprkos ztiajnim bioterapijskim &incima za modulaciju
sastava intestinalnog mikrobioma, uslijed komelicigeije i nedostatka sustava kontrole
kvalitete, nemaju definiranu uniformnu primjenu @ngtveno zbog nedostatka definiranih
zakonskih propisa na nacionalnoj odnosno nedskilasti legislative na ndenarodnoj razini.
Stoga provjera funkcionalnih svojstava identifioifa bakterijskin sojeva, sukladno
preporukama Europske agencije za sigurnost hraf&SAE za znanstveno dokazivanje
zdravstvenih tvrdnji navedenih na probiim pripravcima, ¢e pridonijeti nadzoru
distribucije komercijalnih probiatkih pripravaka na hrvatskom trzistu, ptemu ¢e se

odabrati i najdinkovitije metode za utdivanje funkcionalnosti.
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2.1. Bakterije mlije¢ne kiseline iz rodaLactobacillusi Bifidobacterium

Bakterije rodovalactobacillusi Bifidobacteriumsu dio autohtone mikrobne populacije
razlicitih  staniSta. Pojedini sojevi izolirani su iz gasttestinalnog trakta (GIT),
urogenitalnog trakta i usne Supljievjeka (Alterman i sur., 2005; LeboS Pavunc i sur.,
2012). Bakterije iz rodaactobacillusimaju niski sadrzaj G+C baza u genomu, a klas#jai
se pod koljend-irmicutes a bakterije iz rod8ifidobacteriumimaju visoki sadrzaj G+C baza
u genomu te pripadaju pod koljeactinobacteria Oba roda BMK sintetiziraju mlifgu
kiselinu i/ili octenu kiselinu s antimikrobnintimkom (Suskow i sur., 2010). Pojedini sojevi
sintetiziraju i druge komponente s antimikrobnineldyanjem poput vodikovog peroksida,
etanola, diacetila, acetaldehida te spé&cdi spojeve bakteriocine. Antimikrobno djelovanje
moze biti posljedica inhibicijskogéinka viSe razkitin spojeva (Dobson i sur., 2012; Coman
i sur., 2014; Liévin-Le Moal i Servin, 2014; Butora sur., 2020). Upravo je kompeticija
bakterija iz rodovd.actobacillusi Bifidobacteriums patogenim mikroorganizmima u hrani ili
uzratnicima infekcija, jedan od mehanizama inhibicijestea nezeljenih mikroorganizama
(Suskové i sur., 2010). Takvi sojevi, osim doprinosa u kblianju arome, teksture i hranjivih
vrijednosti fermentiranih proizvoda, mogu sptife kvarenje hrane i posredno utjecati na
sprjgavanje infekcije kodtovjeka. Na udio ovih bakterija u ukupnoj mikrobrpmpulaciji
utjecu speciféni uvjeti okoliSa poput pH vrijednosti, dostupnokisika, dostupnih supstrata
za rast i interakcija s drugim bakterijskim vrstamda razumijevanje mehanizama
probiotickog djelovanja potrebno je razumijevanje fiziolegijbakterijske stanice i
molekularnih mehanizama prilagodbe bakterijskimist na razliite uvjete mikrookoliSa,
Ciji se potencijal moze primijeniti zacavanje funkcionalnosti bakterija u probikim
pripravcima, bilo tijekom industrijske proizvodnjk primjene in situ. Bakterije iz rodova
Lactobacillusi Bifidobacteriumsu nageXe okarakterizirane kao probiotici (Kos i sur., 2003
LeboS Pavunc i sur., 2019). Da bi se neki mikrooizEm mogao primijeniti kao probiotik
mora zadovoljiti ope, tehnolodke i funkcionalne izborne kriterije (8md¢ i sur., 2011).
Op¢i kriteriji ukljucuju podrijetlo i preciznu taksonomsku identifikacijprobiottkih
bakterija, zdravstvenu sigurnost, osobito provjensutnosti rezistencije na antibiotike. Ako
genom potencijalne probidke bakterije sadrzi gene rezistencije na antibeotioze déi do
horizontalnog prijenosa tih gena na komensalneveojatestinalne mikrobiote ili pak

oportune patogene (Campedelli i sur., 2019). Damagtrobiottke bakterije trebaju biti
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otporne prema niskim pH vrijednostima, Zgloom soku, soku gustéemi zwnim solima.
Tehnoloski kriteriji odnose se na prezivljavangadrzavanje aktivnosti probiokih bakterija
tijekom priprave i skladiStenja probitkiog proizvoda. Funkcionalni kriteriji uklfwju
specifina svojstva probiatkih bakterija kao Sto su adhezija na crijevni dgiiga ovisi o
svojstvima autoagregacije i koagregacije s pataganiantimikrobno djelovanje prema
patogenim mikroorganizmima, poticanje imunoloskodgavora, promjene mikrobnog
metabolizma u probavnom traktu (Jensen i sur., 2Gbnon i sur., 2014).

S aspekta funkcionalnosti Zfegno je razumijevanje preciznih mehanizama imunauteazije
probiotickih sojeva (Berggen i sur., 2011; Fanning i sub12 Lebeer i sur., 2012; Uroi
sur., 2016). Prema kligkim istrazivanjima primjena probiotika ufje na suzbijanje upalnih
bolesti crijeva i gastrointestinalnih infekcijadakazani su i &inci pri koriStenju probiotika
oralno ili sistemski, kod kroonih oboljenja jetre, sindroma disfunkcije viSe orgai
autoimunih bolesti. Trenutne spoznaje o interakaktobacila i imunoloSkog sustava épju
na to da su neophodni za razvoj homeostaze u GIIT i(ldur., 2018). Imunomodulacija
probiotickim sojevima razlikuje se s obzirom na vrstu, koricaciju stanica i imunitet

dom&ina (Peters i sur., 2019).
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Slika 1. Zdravstveni dginci probiotikog djelovanja u donianu (preuzeto od Gill i sur.,
2018).
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Sva navedena funkcionalna svojstva moraju se tspip@jedingno za svaki soj
mikroorganizma koji se istrazuje kao probitti soj (Slika 1.). Uzin vitro istrazivanja
neophodno je provesti i detaljirevivo studije. U Tablici 1. su navedeni zdravstvetinai, te
mehanizmi koji su temelj probigkog djelovanja pojedinih sojeva. Pojedine istradkea
grupe istrazuju &inak probiotékih mikroorganizama u suzbijanju kancerogenih psace
probavnom sustavu (Sanders i sur., 2019). U poJakamkterizaciji, klj&ni kriterij je
precizna taksonomska identifikacija bakterijskogassadrzanog u probiégkom pripravku.
Za identifikaciju se primjenjuju fenotipske i geipske metode. Biokemijski testovi za
karakterizaciju fenotipskih svojstava su lako izveder su standardizirani za ispitivanje
mikrobnog metabolizma ugljikohidrata i ostalih swpta. lako su fenotipske analize dostupne
I omogutuju preliminarnu identifikaciju probiatkog soja, rezultate analize je potrebno
provjeriti molekularno-genatkim metodama za identifikaciju i klasifikaciju bakijskih
sojeva poput sekvencioniranjal6S rRNA gena, gditreiforeza u promjenjivom elektimom
polju (engl. Pulse Field Gel Electrophoresis, PEGE8l elektroforeze u denaturirégm
gradijentu (engl. Denaturating Gradient Gel Elquttaresis, DGGE), metode shjnog
umnozavanja polimorfne DNA (engl. Random Amplifi@blymorphic DNA, RAPD) ili
analizom polimorfizma duzine umnozenih fragmenaag(. Amplified Fragment Lenght

Polymorphism, AFLP).
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Tablica 1. Najvaznija svojstva i mehanizmi probigkog djelovanjaprilagaieno prema
Merciner i sur. (2003).

Promjene metabolizma laktoze kod doméina:

B-galaktozidaza probiaikog soja razgruje laktozu

Pozitivni ué¢inci na intestinalnu mikrobiotu:

Uspostavljanje ravnoteze sastava, smanjenje korogettoksénih produkata metabolizma
Antibakterijsko djelovanje

Prevencija infekcija GIT:

Poticanje proizvodnje antitijela

Stimulacija sistemskog i sekretornog imunoodgovora

Promjene uvjeta u GIT inhibraju patogene sojeve, (ptdizvodnja kratkolatanih masnih
kiselina, bakteriocina)

Promjene mjesta vezanja toksina

Promjene sastava crijevne mikrobiote

Adhezija na intestinalnu sluznicu Sto spgea adheziju patogenih sojeva
Natjecanje za hranjive tvari

Modulacija imunoloSkog sustava:

Jatanje nespecitnog imunoodgovora pri infekcijama

Poveanje fagocitozne aktivnosti u bijelim krvnim staamca

Poveanje IgA u serumu (pri infekciji atenuiranim sojea Salmonella typhimurium
Proliferacija epitelnih limfocita

Regulacija ravnoteze Th1/Th2, poticanje sintezekaia

Ublazavanje upalnih i alergijskih reakcija:

Uspostavljanje homeostaze imunoloskog sustava

Regulacija sinteze citokina

Prevencija translokacije antigena u krvotoku

Doprinos sprje¢avanju pojave raka debelog crijeva:

Vezanje mutagena

Inaktivacija karcinogenih tvari

Promjena aktivnosti mikroorganizama crijevne mikobd®

Imuno odgovor

Ucinak na koncentraciju sekundarnircaih soli

Krvni lipidi, sr ¢ane bolesti:

Asimilacija kolesterola

Promjene aktivnosti enzima hidrolazeiihn soli

Antioksidativni winak

Uc¢inak u snizavanju pojave visokog krvnog tlaka:

Peptidazna aktivnost u mileim proizvodima doprinosi sintezi antihipertenzivriripeptida
(inhibitori angiotenzin konvertiragih enzima)

Komponente statine stijenke imaju ¢inak inhibitora angiotenzin konvertirajin enzima
Urogenitalne infekcije:

Adhezija na epitelne stanice urogenitalnog trakta

Kompetitivha ekskluzija patogena

Inhibicija sinteze Stetnih tvari @@, biosurfaktanta)

Infekcije uzrokovane Helicobacter pylori:

Kompetitivha ekskluzija

Sinteza mlij€ne kiseline

Smanjenje aktivnosti ureate pylori

Regulacija metabolizma (konstipacija)

20



2.2. Provjera funkcionalnosti mikrobnih sojeva u pobioti¢kim pripravcima

Primjena probiotikin pripravaka za profilaksu i u ljenju zdravstvenih porerdga, te za
poboljSanje zdravstvenog statusa je trend prepanedii svietskom populacijom. Svijest o
vaznosti naina prehrane i povezanosti sastava intestinalneamidéte i zdravlja je utjecala na
optimiranje tehnologije proizvodnje, paanje biotehnoloSke proizvodnje te plasiranje
mnogobrojnih probiotkih proizvoda s deklariranim tvrdnjama o korisnindincima za
zdravlje ¢covjeka u svim dobnim skupinama, z&peSi s novordercetom. Na trzZiStu je
dostupan Siroki dijapazon probigkih pripravaka brojnih proizuiaca dodataka prehrani, za
specifénu primjenu s razitim zdravstvenim tvrdnjama (Herbel i sur., 201BYobioticki
pripravci preportuju se za poticanje imuniteta doéme s cillem zasStite od patogena
sprjg€avanjem kolonizacije nepozeljnih bakterija te zgpastavljanje ravnoteZe sastava
intestinalne mikrobiote. Probidki u¢inci su utemeljeni na potencijalu ovih bakterija da
doprinose sprjg@vanju propusnosti crijevnog epitela, eliminacgitggena koagregacijom ili
kompetitivnom ekskluzijom natjecanjem za hranjiastsjke i mjesta vezanja te modulacijom
imunoloSkog odgovora (Ansari i sur., 2019; Lebesuii., 2020). Pojedini probi¢ki sojevi
sintetiziraju specifine biomolekule ili eksprimiraju enzime poput prata koje posreduju u
nastajanju biopeptida (Beganéwi sur., 2013). Mogu sintetizirati i raznovrsne atmilite
poput vitamina B, gama-amino-masta kiseline ¢ngl. gamma-aminobutyric acid, GABA),
bakteriocine i makromolekule poput S-proteina gzepolisaharida (Siragusa i sur., 2007,
Field i sur., 2018; Sanders i sur., 2019; Butarswar., 2020; Butorac i sur., 202Brimjena
probiotickih proizvoda osim kaalodataka prehrani ekspandira i u kiku primjenu kao
bioterapeutika za raznovrsne zdravstvene poéaeeMeiu korisnim «incima za zdravlje
GIT, probiotike bakterije su se pokazal&inkovite u ublaZzavanju simptoma sindroma
iritabilnog crijeva, pri tome je terapijskicinak zabiljezen kod pacijenata s Chronovom
bolesti, no joS se uspjesniji pokazao za pacijentelceroznim kolitisom. Takter se
probioticka terapija primjenjuje za uklanjanje simptoma pike dijareje 1 dijareje kao
posljedice antibiotike terapije, te akutne dijareje u g@m uzrastu, no i kod prijevremeno
rodene djece kod koje je uslijed primjene probiotikecana smanjena incidencija
nekrotizirajuwteg enterokolitisa (Lewis i sur., 2016: Ansari i.s@019).Probioteki pripravci
koji sadrze sojeve rod8ifidobacteriumcesto se koriste u odjelima za neonatologiju u
jedinicama intenzivne njege zbog GRAé&NgI. generally regarded as safe) statusa, no jos
zn&ajnije zbog rasprostranjenosti i zastupljenosti I Gdrave dojetiadi i znanstveno
dokazanih korisnih ¢ginaka na zdravlje (O"Conell i sur., 2011). Kod dapedi, u ¢ijoj
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mikrobioti GIT su zn&ajno zastupljene bakterije iz rodBifidobacterium smanjene su
nuspojave na pojedina cjepiva, imajuéweotpornost na infekcije pojedinim patogenima i
pojatanu funkciju crijevne barijere (Lewis i sur., 201Bjfidobakterije doprinose pravilnom
uspostavljanju stenog i urdenog imunolosSkog sustava dajeta, i prilikom kolonizacije
GIT djeteta ublazuju pojavnost upalnih procesa (kawur., 2016).

Ova alternativna primjena kao bioterapijskih pnfaiea zahtjeva detaljnu procjenu sigurnosne
primjene i uspostavljanje ispravnih i preciznijih jema kontrole Kkvalitete tijjekom
proizvadacke prakse unutar aspekta zdravstvene sigurnogtneikzdravstvene skupine (Patro
I sur., 2016). Podaci navedeni na deklaraciji proda trebaju sadrzavati informacije o
sastavu mikrobnih kultura, broju bakterijskih stanpo gramu ili volumenu pripravkarn(gl.
colony-forming unit, CFU) i naveden rok valjanostil literaturi je opisna primjena
suvremene tehnologije sekvencioniranja metagenditivacije prisutnih mikrobnih vrsta u
pripravcima, te je ustanovljena neispravnosti dekdiga probiotékih pripravaka s obzirom na
broj mikrobnih stanica i sastav mikrobnih sojevals i sur., 2016; Patro i sur., 2016; Lugli
i sur., 2019; Ansari i sur., 2019; Ullah i sur.,2P0. Tako je prema rezultatima analize
probiotickin pripravaka na ameom trziStu ustanovljena ¢astala nekonzinstencija s
deklaracijama na proizvodu, gdje od ukupno 13 mpada samo 4 sadrze ispravnu
deklaraciju, Sto je uzrokovalo zabrinutost znanstéveajednice o sigurnosti primjene ovakvih
pripravaka (Patro i sur., 2016). &ln je zaklj@ak proizasao iz rezultata istraZivanja provjere
ispravnosti probiotikin proizvoda na europskom trziStu, gdje je got@adovica testiranih
pripravaka neispravno deklarirana. Lewis i sur1@0dsu upravo u svom istrazivanju potvrdili
da od 16 probiotkih pripravaka koji deklariraju prisutnost bifiddtiarija u svom sastavu,
samo je na jednom pripravku ispravno navedena taksja soja. Stovise, ustanovili su da
vedina proizvoda sadrze vrste iz drugih rodova Stocuuna nedostatak sustavne kontrole
kvalitete probiotikih proizvoda.

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organiza@jegl. World Health Organisation, WHO) i
novijoj definiciji Medunarodnog znanstvenog udruzenja za probiotike biptige (engl.
Inernational Scientific Association of ProbioticedaPrebiotic, ISAPP, 2014), probiotik je
proizvod koji sadrzi detaljno okarakterizirane s@jezivih mikroorganizama u dovoljnoj
koncentraciji mikrobnih stanica da moze doprinigtravstvenim éincima domaina (Hill i
sur., 2014). Prema toj definiciji kifme zng&ajke probiottkih proizvoda su vijabilnost, te broj
mikroorganizama potreban za postizanje spathi winaka. Stoga se u skladu s razvojem
probiogenomike, primjenjuju rutinske mikrobioloSkeetode, ali i suvremeni istrazigk

pristupi za ispitivanje funkcionalnosti prisutnibkierijskih sojeva u pripravcima (Patro i sur.,
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2016). Ullah i sur. (2019) proveli su uzgoj na &eleim hranjivim podlogama, na MRS
hranjivom agaru za laktobacile i M17 hranjivom agara laktokoke i pristupe
sekvencioniranja nove generacije, kako bi provekrabioloSku analizu, te definirali sastav
prisutne bakterijske populacije i time hipotetskogntu kontaminaciju u komercijalnim
probiotickim proizvodima na kineskom trziStu. Autori su pienili tehnologiju lllumina
HiSeq-2000 platforme za sekvencioniranje i razwibinformatiki sustav za analizu
podataka (Ullah i sur., 2019). Razvijen je pristapanalizu i provjeru ispravnosti probitkih
sojeva unutar pripravaka dostupnih na trzistu. kewsur. (2016) primijenili su metodu
lancane reakcije polimeraze (PCR) za brzwinkovitu identifikaciju B. longum na razini
podvrste, te su rezultate dodatno potvrdili uspleoed s ,mock” mikrobnom zajednicom
(umjetno stvorena mikrobna zajednica definiranogstasa kultivirana uin vitro
laboratorijskim uvjetima). Za identifikaciju prisub mikrobnih vrsta primjenjuje se i
sekvencioniranje metagenoma, izolacija DNA izraineadrzaja probiatkih proizvoda, bez
koraka kultivacije na selektivnim hranjivim podlaga, Sto omogtuje provjeru podataka
navedenih na deklaraciji (Patro i sur., 2016; Ullalr., 2019). Analiza metagenoma pa@no
pristupa koji je neovisan o kultivaciji mikroorgaama je precizna analika metodologija,
koja u kratkom vremenskom periodu omégje definiranje sastava i detektira eventualno
prisutnu kontaminaciju nezeljenim mikroorganizminoa probiottkom pripravku. Ovim
pristupom, upravo zbog zaobilaZzenja koraka kulijeaenikrobnih vrsta, nije mogdie
definirati vijabilnost (prezivljavanje) deklarirdni mikroorganizama, Sto je presudno za
postizanje funkcionalnog ¢inka prema definiciji probiotkog soja. Prema navedenom,
primjena sekvencioniranja zajedno s tradicionalmikrobioloSkim pristupima kultivacije na
selektivnim hranjivim podlogama omao@uyu precizniju kvalitativnu i kvantitativhu procjan
probiotickih pripravaka.

Ullah i sur. (2019) primijenili su sekvencioniranjgetagenoma za provjeru dva prohiké
proizvoda i ustanovili da je sastav mikroorganizam@u skladu s podacima navedenim na
deklaraciji. lako iz jednog od ispitivanih pripr&aanije bilo mogde provesti kultivaciju
mikroorganizama na hranjivim podlogama, metagenamskanalizom ustanovljena je
prisutnost i identificirane su 4 mikrobne kultudsto tako za jedan pripravak koji prema
deklaraciji sadrzi 15 ragiitih mikrobnih kultura, samo pola sojeva je uzgaera selektivnim
hranjivim podlogama, ali prisutnost svih 15 vrstaiglentificirano sekvencioniranjem, ipak
ustanovljene su kod pojedinih pripravaka neispratino deklaraciji. U drugom istrazivanju
Ansari i sur. (2019) su iz razitih probiotickih pripravaka i napitaka, koji se primjenjuju kao

dodatak prehrani, izolirali na selektivnim hramjvipodlogamaBacillus coagulans B.
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subtilis L. plantarum L. rhamnosus i Saccharomyces boulardiite primijenili
sekvencioniranje 16S rRNA gena i MALDI-Tofengl. Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight) spektrometriju masa demtifikaciju.

Spoznaje o zdravstvenim implikacijama prokikith proizvoda koje proizlaze iz specifih
svojstava pojedinog bakterijskog soja osobito ssane za zdravstvene skupine u kojima se
primjenjuju za ciljanu terapiju, stoga je neophodme deklaraciji izvijestiti identifikaciju
prisutne mikrobne vrste na taksonomskoj razini.sBf@ma podacima iz literatur@&sto na
uzorcima analiziranih probi@kih pripravaka nije naveden podatak za sofg se navodi
samo prisutna vrsta, Sto nije u skladu s legistati(Ansari i sur., 2019).

Broj znanstvenih istrazivanja s k&jmom rijeci probiotik neprestano se paava, te se
provode opsezna Klitka istraZzivanja za karakterizaciju spesmiih winaka sojeva koji su
detaljno opisani u literaturi, poplut rhamnosus. GG®. No unatd velikom broju znanstvenih
informacija postoji disperzija iznde provedenih istrazivanja, te su neophodne sustavne
kontrolirane studije (de Simone, 2018). Da bi smi&kim ispitivanjima mogli sakupiti
pouzdani podaci o dgincima primjene pojedinih probigkih sojeva, Sto bi kliarima
omoguilo temelje za ispravne preporuke u propisivanjimgne probiotika, potrebno je
pove&ati i precizirati standarde za identifikaciju s@e regulativu dostupnih pripravaka.
Proizlazi da razumijevanje fiziologije korisnih mdorganizama doprinosi definiranju
terapijskin @inaka probiottkin pripravaka jer upravo krajnji produkti mikrobmo
metabolizma poput mlifgme kiseline i kratkolatanih masnih kiselina su z¢ggni za w@inke
na zdravlje. Raztiti eksperimentalni pristupi se primjenjuju za Kerizaciju mikrobnih
metabolékih putova koje se @tuju ekspresijom specifnog ,probiottkog“ fenotipa.
Proteoméki pristupi, ukljudujuéi transkriptomiku, funkcionalna genomika i analize
metabolékih putova odnosno metabolomika te primjena metékod) inZenjerstva su
strategije, koje omogwiju preusmjeravanje metabiih putova s ciljem postizanja pégnih
probiotickin svojstava soja. Za osiguranje dostupnosti |poile izvora ugljika s ciljem
usmjeravanja metabolizma prema stvaranju zZeljergtabolita, prehrana se moze nadopuniti
speciftnom hranom ili prebiotkim vlaknima u obliku dodataka prehrani. Razumijgea
nutritivnih preferencija korisnih bakterija dopijieti ¢e razvoju dinkovitih proizvoda sa
sinbiotickim ucinkom, odnosno pripravaka koji sadrze probiotikgebiotike (Ansari i sur.,
2019).

Prilikom odabira probiotkog soja, s obzirom na ekspanziju proldikith pripravaka na
trziStu, oteZzavajta je okolnost Stéesto marketinSka prezentacija pojedinih pripravaijau

skladu sa stvarnim ¢incima sojeva iz pripravka, a navedeno je poslgdepotpune i
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neuskla@ene regulative probiatkih proizvoda. U SAD, prema Amekioj agenciji za hranu i
lijekove (engl.Food and Drug Administration; FDA), probiotici satkgorizirani kao dodaci

ili sastojci prehrane. Smatra se da sojevi mikranizama, sadrzani u probikim
pripravcima imaju GRAS statugr{gl. Generaly Regarded As Safe) i ne provodi se detaljn
regulatorna kontrola i potvrdaimkovitosti. lako se za mnoge probitke sojeve provodi
procjena specitnih winaka unutar klinikih studija, na deklaracijama pripravka nije uvijek
navedena identifikacija na razini soja. Pojedinabticka svojstva karakterigma su za
¢itav rod ili vrstu, no ipak nepotpuna iiak net@na deklaracija probiatkih pripravaka s
aspekta kontrole kvalitete i sigurnost primjengirepust osobito s obzirom r&njenicu da
prisutne mikrobne vrste nemaju probéte winke klinicki ispitanih sojeva. Dodatni je izazov
Sto su kod pojedinih sojeva ustanovljene promjenéunkcionalnim svojstvima, i time
probiotickom djelovanju, kao posljedica ragdtih uvjeta proizvadacke prakse, te dodatkom
preostalih sastojaka pripravka. Gizewiak i sur., (2011) usporedili su 15 pripravaka
razlicitih proizvodaca, te su iz 14 uspjesno izolirali i potvrdili idéikaciju L. rhamnosussG

te toleranciju sojeva na kisele uvjete i adheziguimtestinalni mukus, no ustanovili su da
izolati iz nekoliko pripravaka nisu podjednakéinkoviti u ekskluziji razléitih patogena,
kompeticijom ili inhibicijom. Propisivanje probigkih pripravaka mora biti utemeljeno na
postavkama znanstvenih istrazivanja i Kkin studija. Prezivljavanje sojeva prilikom
primjene i mogda kontaminacija mikroorganizmima, uldjujuci patogene sojeve, kiai su
izazovi u klingkoj primjeni. lako véina sojeva ima GRAS status, neophodno je provjeriti
identifikaciju prisutnih sojeva prilikom prodenja znanstvenih istrazivanja i kkkih
ispitivanja, kako bi se osigurala ispravna intet@pcga generiranih podataka. Kako se radi o
korisnim, nepatogenim mikroorganizmima, pogreSn&ladacija navdenjem neispravne
taksonomske identifikacije, vjerojatnodeedovesti do rizika za pacijente, no moze voditi do
izostanka tinka, a u klingkim studijima do donoSenja pogresnih zakdjka, osobito jer su
pojedina probiotika svojstva karakterigina za soj. Potrebno je primijeniti precizne metode
identifikacije koje¢e omoguiti razlikovanje podvrsta popuB. longumsubsp longumi B.
longum subsp.infantis. Stoga je neophodno provoditi sustavnu i kontirmuirgorovjeru
probiotickin pripravaka, a osobito za probitke pripravke za koje je uspostavljena

validirana, dobra proizvtacka praksa.
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2.3. Mehanizmi prilagodbe probiotitkin bakterija na uvjete tijekom proizvodnje i

primjene

Za karakterizaciju molekularnih mehanizama probkatg djelovanja, temeljno je
razumijevanje mehanizama stame prilagodbe na spedifie uvjete mikrookoliSa.
Komparativhom analizom genoma bakterija iz ra@&tobacillusustanovljene su promjene
ekspresije specifnih gena kao rezultat prilagodbe stanica na nepuovalvjete okoliSa (Goh
I Klaenhammer, 2009). U Tablici 2. prikazana jen@vrsnost ekoloSkih stanista iz kojih su
izolirane pojedine vrste iz rodaactobacillus te veltina njihovih genoma. Primjerice
prilikom rasta u mlijeku, smanjena je ekspresij@a&oji kodiraju za enzime metabolizma
ugljikohidrata i biosinteze aminokiselina i kofakdp a povéana je ekspresija gena za

transportne proteine peptida i hidrolizu te timebgh metabotika aktivnost stanice (Callanan

i sur., 2008).

Tablica 2. StaniSte i veliina genoma pojedinih bakterijskih vrsta iz radectobacillus(Goh i

Klaenhammer, 2009).

Ekosustav Lactobacillussoj eI
genoma (Mb)
L. gasseriATCC 33323 1,93
L. johnsoniiNCC533 1,99
GIT L. plantarumWCFS1 3,31
covjeka L. reuteriDSM20016 1,99
L. reuteriJMC1112 2,04
L. salivariusuCC118 1,83
L. ruminisATCC 25644 2,14
GIT svinje L. amylovoru_;GRLlllS 1,89
L. johnsonii ZLJO10 1,99
GIT goveda L. johps_onij L. reuteri 1,92/2,15-2,37/
L. ruminisATCC 27782 2,06
Povice L. plantarum, L. brevis _ 3,25/2,57/
L. fermentum, L. buchneri 2,01/2,49
Kompost L. curvatusL. coryniformis 1,93/2,84
Silaza L. plantqrum L. casei_ 3,3/2,9/
L. reuteri,L. buchneri 1,99/2,5
Kiseli kupus L. sakejL. curvatus 1,8/1,7-2,0/
L. plantarum L. brevis 1,81-2,01/
. . L. brevisATCC367,L. plantarum 2,34/ 3,25
Pekarski proizvodi . .
L. sanfranciscensis 1,37
L. caseiATCC334,L. plantarum 2,91/ 3,22
L. helveticudDPC4571 2,08
Sirevi L. delbrueckiisubspbulgaricusATCC11842 1,86
L. delbrueckiisubspbulgaricusATCC BAA-365 1,86
L. delbrueckiisubsplactis 1,91
Fermetirano mlijeko L. delbrueckiisubspbulgaricus 1,85/
L. acidophilusL. kefiri, L. kefiranofaciens 1,99/2,5/2,11
Kobasice L. sakeisubspsakei23 K 1,88
L. plantarum L. curvatus /1,88-2,01
Vino L. plantarum 3,32
Pivo L. brevis 2,67-2,92
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L. acidophilus L. gasserii L. johnsonij izolirane iz GIT, u genomu sadrze gene za enzime
koji doprinose prezivljavanju u nepovoljnim uvjeainprisutnim u Zelucu te poti interakcije

s intestinalnom sluznicom. Veéina genomd.. caseii L. plantarumiznosi 2,9 Mb odnosno
3,3 Mb i u usporedbi s genomima srodnih vrsta jgavd ablica 2.), a sadrzi zégan udio
gena koji kodiraju zaegulatorne i transportne proteine (Kleerebezeur.i 2010). Regulacija
transkripcije kod vrsta iz rodaactobacillusposredovana je dvokomponentnim regulatornim
sustavima €ngl.two-component regulatory systems, TCS). TCS segast histidin protein
kinaze (HPK) u statihoj membrani i citoplazmatskog regulatoemdl. response regulator,
RR), koji regulira ekspresiju spedcifih gena (Slika 2.). TCS reguliraju prilagodbu
bakterijske stanice na promjene uvjeta mikrookol@aput naglih promjena temperature,
niskih koncentracija kiselina, visokih koncentracijac¢iiln soli, promjena osmolarnosti i
raspolozivosti hranjivih tvari, te na promjene kentracije signalnih molekula u autoindukciji

(engl.quorum sensing”, QS) (Sturme i sur., 2005).

Uvjeti okeline (npr. temperatura, pH

vrijednost, kisik, osmeliti, izveri nutrijenata,

metabeliti, drugi mikroorganizmi)

Slika 2. Pojednostavljen prikaz mehanizma prijenosa signgb@sredovanjem
dvokomponentnog regulatornog sustagag].two-component regulatory systems, TCSs). Pri
promjeni uvjeta mikrookoliSa, histidin protein ke HPK u stahoj membrani aktivira
citoplazmatski ,response” regulator RR pamdosfatne skupine P. Aktivirani RR Wi na

ekspresiju specifnih gena (De Angelis i Gobbetti, 2011).
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2.3.1. Prilagodba stanica probioitkih bakterija na uvjete promjene temperature

Prilikom naglih poviSenja temperature mikrookolidavetana je ekspresija skupine HSP
proteina, proteina toplinskog Sokan@l. heat shock proteins, HSPs), membranskih serin
proteinaza iz HtrA/DefP porodice, Clp multimernognkpleksa, te HSPs proteina niskih
molekulskih masaengl. sHSPs - small heat-shock proteins) u stanicamabakila. Ako su
stanice prethodno izloZzene subletalnom toplinsktmess, inducira se sinteza ovih proteina,
koji su dio specifinog staninog odgovora, a eksprimiraju se p@ao i prilikom drugih
nepovoljnih uvjeta mikrookoliSa, kada su dio¢eg staninog odgovora na stres. Otpornost
stanica vrsté.. helveticusa toplinu je uspjesnija nakon izlaganja baktkifjstanica blagom
toplinskom Soku (Tablici 3). Prilikom blazih promg temperature mikrookoliSa HSP
proteini se djelondno induciraju. Analizom proteina sojeva iz rodlactobacillus 2D-
elektroforezom ustanovljena je p@ama ekspresija HSP proteina multienzimskog kompleks
DnaK (DnakK, DnaJ i GrpE) i GroEL (GroEL i GroES)l{&rmann i sur., 2005). DnaK/DnaJ i
GroES/GroEL se mogu asocirati s pojedinim prote@irte utjecati ha ponovno vezanje,
preslagivanje kemijski denaturiranog proteina (Véalk sur., 1999). Kod bakterija vrsta
sakei, L. johnsonii L. acidophilusregulacijadnaK operona se odvija na razini transkripcije
koja se inducira pri poviSenim temperaturama i jetima nakupljanja visokih koncentracija
etanola i soli. HrcA protein bakterile sakeije supresor i spri@va ekspresijadnaK operona,
kada nije prisutan toplinski Sok, putem interakagis-elementom CIRCEhtrA koji kodira
za membransku serin proteinazu iz HtrA/DegP pomditakaier moze sudjelovati u
odgovoru stanice na toplinski stres. Ekspres$ijeA kod vrste L. helveticus CNRZ32
viSestruko je powsana nakon prethodnog izlaganja stanica 4% otopa€@INSmeeds i sur.,
1998). Takder, stanicel.. helveticugprethodno podvrgnute blazim uvjetima toplinskogaso
pokazuju promjene u indukciji gena te je transkjgphitrA transkripta zn&jno snizena
(Tablica 3).

ClpP multimerni kompleks je serinska proteaza kogagraiuje peptide krée od 7
aminokiselina. Genom probiokiog sojaL. gasseriATCC 33323 sadrzi ClpC, CIpE, ClpL i
ClpX, ATPaze porodice proteina koje sudjeluju ulggodbi bakterije na stresne uvjete
(Tablica 3). Suokko i sur. (2008) su ustanovili gatijekom kratkog izlaganja stanica
toplinskom Soku pouv&na ekspresija ClpC, CIpE i ClpL. Delecijski mutarntlpL znaajno
slabije prezivljavaju pri letalnim temperaturamarcM-ovisna regulacijaclp gena je
konzervirana kod laktobacila (van de Guchte i s@0p6; Suokko i sur., 2008). 2D
elektroforezom utwteno je da se nakon izlaganja stanica vtstdelbrueckisubspbulgaricus
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povisenoj temperaturi, posava ekspresija ClpX, ClpQ i ClpL (Lim i sur., 200Zenomi
vrstaL. acidophilus L. delbrueckisubspbulgaricus L. johnsoniii L. plantarumsadrze gene
za sHSP malih molekulskih masa s konzerviranomial&alin domenom u C-terminalnoj
regiji, koji formiraju oligomerne komplekse (Alteamn i sur., 2005; van de Guchte i sur.,
2006; Fiocco i sur., 2007).

Prilagodba bakterije na uvjete poviSenih tempeeafuesudna je za tehnoloSke karakteristike
vrsta iz rodalLactobacillusjer pri visokim temperaturama se @otispeciféni metaboléki
putovi (Tablica 3). Kod bakterijd. helveticuspri izlaganju poviSenim temperaturama
poveana je razina ekspresije HPSs tijekom rasta uksi(Di Cagno i sur., 2010). Povana

je aktivnost proteinaza i peptidaza i ekspresijaagea enzime glikolize poput gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaze, enolaze i piruvat kinaze.ddaklaganja probiotkog sojal. gasseri

toplinskom stresu, po¢ana je aktivhost endopeptidaze PepO (Suokko i 28008) (Tablica

3).

Tablica 3. Biokemijski Wwinci izlaganja stanica laktobacila raafim stresnim uvjetima (Di

Cagno i sur., 2010)
Stres M rqda Biokemijski u¢inci
Lactobacillus
Visoke L. helveticus Povetanje aktivnosti proteaze i peptidaze
temperature | gasseri Povetanje aktivnosti neutralne endopeptidaze PepO
Niske L. delbrueckiisubsp. - . .
. Uklanjanje vode iz stanice
temperature bulgaricus
L. plantarun_) Sintezay-aminomasléne kiseline (GABA)
L. paracasei
Kiselinski
L. sanfranciscensis PoboljSan metabalki put arginin deiminaze i sinteza 2-acetil-piralin
Lactobacillussp. Sinteza egzopolisaharida
Osmotski Lacobacillussp. Povéana sinteza GABA.
L. sanfranciscensis Poja&ana proizvodnja izovaleme kiseline, octene kiseline i alkohola.
o L. sakej L . Sinteza HO,, sintezgE,E)-2,4-dekadienal(E)-2-nonenola
Oksidativni Sanfranciscensis
L. sanfranciscensis Pove&ana razina tiola zbog aktivnosti GshR
L. sanfranciscensis Pove&ano prezivljavanje
L. helveticus Aktivacija aminopeptidaza
Visoki L. delbrueckiisubsp. Lo . :
pritisak bulgaricus Aktivacija peptidaza PepN, PepX i PepA
. . Modifikacija aktivnosti e peptidaza i enzima sirgddapivih organskih
L. sanfranciscensis .
Quorum spojeva
sensing L. plantarum Modifikacija aktivnosti enzima sinteze hlapivih argskih spojeva
L. rh"?‘m“".sus Sinteza autoinduktora-2
L. acidophilus
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U uvjetima niskih temperatura, zacuvanje metabotke aktivnosti, stanice razvijaju
prijelazni odgovor na stres. U bakterijskoj stanimioze ddéi i do promjena udjela
kratkolartanih i/ili nezastenih masnih kiselina u lipidima st&ne membrane, koncentracije
otopljenih tvari u stanici, aktivnosti proteina jukienih u stanrini odgovor na toplinski Sok
(HPSs i sHPSs) i aktivnosti specifie grupe proteina koji se induciraju u uvjetimakits
temperaturagngl. cold-induced proteins, CIPs) (Lorca i de Valdez2)20 Inkubacije stanica
laktobacila pri nizim temperaturama zamo doprinose oporavaku bakterijskih stanica
prilikom smrzavanja. Prilikom postupnog snizavatgmperatura uvjeta rasta, udio kratkih
i/ilil nezastenih masnih kiselina u lipidima membrane se pava, Sto omogiuje povéanu
propusnost citoplazmine membrane, uslijed promjakéivnosti proteina membrane s
funkcijama ionskih pumpi i transporta hranjivih tvaSmrzavanje bakterijskih stanica uz
dodatak krioprotektora moze sptiijg gubitak vode iz stanice tijekom liofilizacijd éblica 3).
Glicin betain, prolin i karnitin imaju zgajnu ulogu u osmoprotekciji, ali i prilagodbi
bakterijskih stanica na niske temperature. Tolgfarnc delbrueckisubsp.bulgaricus CIP
101027 na -20°C i odmrzavanje pri 37°C postignuta je ppdhim tretmanom stanice s
otopinama poputlimetil sulfoksid glicerola, laktoze, saharoze i trehaloze (Fiocur.,
2007). Adonitol, kojeg w@na vrsta iz rodd.actobacillusne moze metabolizirati, iskazuje
zastitni &inak na stanice tijekom liofilizacije, pretpostavige zbog stetke konformacije
hidroksilnih grupa ovog spoja koje zamjenjuju maikekvode u strukturi proteina.

Prethodno izlaganje bakterijskih stanica stresmifetima takaer utjeée na postizanje boljeg
prezivljavanja tijekom smrzavanja. Bolje prezivigaye stanica vrstd.. johnsonii i L.
acidophilus tijekom smrzavanja, postignuto je prethodnim ialgg stanica visokim
temperaturama ili otopini natrijevog klorida (Walkesur., 1999). Adaptacija stanica na niske
temperature ukljtuje aktivnost proteina GroES i GroEL kod vrgteparacasei sHSPs kod
vrste L. plantarum(Fiocco i sur., 2007). Nadalje, sojevi vrdteacidophilus,koji uspjesno
prezivljavaju u uvjetima niske koncentracije kiselii visoke koncentracije & stabilniji su
tijekom smrzavanja u usporedbi sa sojevima kojunisli prethodno izlozeni stresnim
uvjetima (Azcarate-Peril i sur., 2004, Ryan i sg019).

Proteini CIPs €ngl. cold-induced proteins) se induciraju kod vrstaddaLactobacilluspri
ekstremno niskim temperaturama. CIPs imaju vrikenimolekulske mase oko 7 kDa, a
pripadaju skupini proteina koji se induciraju gadim izlaganja stanica niskim temperaturama
(Csp proteini). CspAi CspB® se mogu vezati na jednotsamu DNA i RNA (Derzelle i sur.,
2000).
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2.3.2. Prilagodba stanica probioitkin bakterija na uvjete visoke koncentracije
vodikovih iona

Bakterijski sojevi vrsta iz roddactobacillusposjeduju nekoliko mehanizama za regulaciju
unutarstarine pH vrijednosti (pH (Slika 3.) i to putem §:-ATP protonske pumpe,
dekarboksilacije/katabolizma aminokiselina te sieteogih proteina stresa (GSPSs) i
chaperona, koji sudjeluju u popravku ili raztmp oStéenu DNA i proteinegime nastaju
produkti s alkalnim &incima, te mogu utjecati na modifikaciju sastavanghe membrane
(Cotter i1 Hill, 2003). BF:-ATP sintetaza je enzimski kompleks koji omégua prijenos
protona iz citoplazme stanice poéngproton motorne sile, Sto je vazan mehanizam asgeal
pHi, na koji utj€e i propusnost same citoplazmine membrane (SlikaSt®. je zn&ajno
prilikom prilagodbe na visoke koncentracijecaih soli (Lebeer i sur., 2008; Ruiz i sur.,
2013; Ryan i sur., 2019). Aktivnost enzima glutandakarboksilaze (GAD) omoguje
otpornost vrsta iz rodhactobacillusna visoke koncentracije *Hona. Ekspresijgad utjete
na smanjenje koncentracije vodikovih iona u citaplazbog dekarboksilacije glutamatg-u
aminomaslanu kiselinu (GABA) poméu ugradnje vodikovih iona (Bl (Cotter i Hill, 2003).
GABA se izl&uje ekstracelularno. Prema istrazivanjitrectobacillussojevi koji proizvode
GABA, uspjesno prezivljavaju i sintetiziraju GABAui simuliranim uvjetima GIT (Siragusa i
sur., 2007).

Metaboleki put arginin deaminaze (ADI) ukljwje osim ovog enzima, aktivnost ornitin
transkarbamoilaze, cOTC i karbamat kinaze te tranispg proteina membrane, Kkoji
katalizira izmjenu elektrona izrde arginina i ornitina. Pov@ana otpornost vrsta iz roda
Lactobacillusna uvjete visokih koncentracija kiseline djeléno proizlazi iz odrzavanja
optimalnog pH uslijed sinteze NEklrazgradnjomarginina. Takder energije u obliku ATP
nastalog tijekom ADI metabolizma omagyje transport protona iz citoplazme paiad-F:-
ATP-aze i moze utjecati na bolje prezivljavanjengta nakon iscrpljivanja primarnog izvora
energije (Lebeer i sur., 2008).

Mehanizam statinog odgovora na uvjete visokih koncentracija kiselATR €ngl. acid-
tolerance response, ATR) podrazumijeva inducir&g@ proteinadngl.acid shock proteins)

i sudjeluje u prilagodbi na uvjete niske koncetijeakiselina. Stanice vrste. delbruecki
subsp.bulgaricus koje su prethodno izloZzene blazim kiselinskim uwet, zn&ajno bolje
prezivljavaju letalne koncentracije kiselina. Sojév acidophilusotporni na kiselinu i 2zt
mogu rasti pri pH 3,5 s 0,3% &u a izolirani su nakon selekcije u uvjetima visoke
koncentracije zZekkane kiseline (Lorca i de Valdez, 2009; De Angelsur., 2011). Winak

visokih koncentracija kiselina na rast railh sojevalLactobacillusvrsta ispitan je analizom
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proteoma poméu 2D elektroforeze te je ustanovljena peaea ekspresija ASPs proteina (15
do 40) (Lee i sur., 2013; De Angelis i sur., 20J4$P proteini inducirani kod vrste reuteri
sudjeluju u: transportu i vezanju proteina, pratestranskripcije i translacije, u metabolizmu
nukleotida i biosinteze aminokiselina, u metabolizagljikohidrata, piruvata i acetil-CoA te
u odrzavanju pH homeostaze. Za sgaj@nje oStéenja DNA u uvjetima niskih pH
vrijednosti, kljuitno je nekoliko stadnih mehanizama. Pri tom je najzaiji nukleotidni
ekscizijski popravak, putem Uvr endonuklegmae se uklanjaju oligonukleotidi duljine 12-
13 baza s oStenjem (Slika 3.). UvrA, UvrB i UvrC proteini prepaaju oStéenu DNA i
imaju moguénost popravka modifikacije jedne baze¢eeakupine nukleotida, nekovalentne
modifikacije te intra- i interlatane unakrsne baze.

beta-alanin

L-aspartat alanint CO0; hE:rumir!
arginin_ ornitint 2NHy# €Oz | oo oo oo PEReschn

aspartat;
hizstidin:
arnitin

obe
DMA repair:
recd: uvrd piruvat acetil-P
FiFi-ATPaza
acetil-CoA

%,

\|u--Chdpcr'ohinc;
Hrcd, Htrd, ClpE,
CigP, Clpl., ClpC

Slika 3. Pretpostavljeni mehanizmi prilagodbe bakterijaroda Lactobacillusu uvjetima
visoke koncentracije Hiona (De Angelis i Gobbetti, 2011)ofR-ATPaza; ADI arginin
deiminaza; cOTC ornitin transkarbamoilaze; CK karba kinaza; GAD glutamat
dekarboksilaza; AspD L-aspartf@dekarboksilaza; AspT aspartat-alanin antiport; ADC
arginin dekarboksilaza; HDC histidin dekarboksitag2DC ornitin dekarboksilaza; ASPs
proteini za kiselinski Sok; GroES GroEL, GrpE, DniaBnaJ, proteini za toplinski Sok; HrcA,
represor protein; HtrA, proteaza; ClpE, ClpP, ClgClpL, ,chaperon®; Pox piruvat oksidaza,
Ffh, ,chaperon®; FabHp-ketoacil-acil nosa protein sintaze Ill; Fabl, protein nd@sacila
(ACP) reduktaze; FabM, poli(A)-vezu protein (PABP); AccC, biotin karboksil protein
nos&; DagK diacilglicerol kinaza; DItC D-alanil protein naseRecA, DNA-ovisna ATPaza;
I UvrA, podjedinica UvrABC endonukleaze.
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Adaptacija vrstd.. delbrueckisubspbulgaricusna kisele uvjete mikrookoliSa inducira gene
fabH, accC, fahl koji kodiraju enzime ukljgene u biosintezu masnih kiselina u stanj
membrani (Slika 3.). Mlijgna kiselina potie ekspresiju pojedinih proteina nepoznatih
funkcija na povrsini stanice, a koji bi mogli batdgovorni za promjenu geritn kod vrsteL.
acidophilus(Azcarate-Peril i sur., 2004).

Bakterijske stanice sintetiziraju i reagiraju ngnsilne molekule nizih molekulskih masa
slicne hormonima nazvane autoinduktori, a mogudakditi zn&ajni za adaptaciju stanica u
nepovoljnim uvjetima. Nakon Sto je postignuta Krnh koncentracija signalnih molekula
(kvorum), u bakterijskim stanicama se inicira signalnu kie@la reakcija koja utje na
promjene ekspresije ciljanog gena (Gobbetti i 20Q7). Autoinduktor 2 (Al-2) se sintetizira
pomaiu LuxS. U uvjetima pouaanih koncentracija kiselina u mikrookoliSu, indecise
sinteza autoinduktora Al-2 kod probigkih sojeval. rhamnosus L. acidophilus(Moslehi-
Jenabian i sur., 2009).

2.3.3. Prilagodba stanica probioitkih bakterija u uvjetima osmotskog Soka

S ciljem zadrzavanja unutarstame teki¢ine i odrzavanja unutarst&niog tlaka, stanice vrsta
iz roda Lactobacillus akumuliraju specifine otopljene tvari.ln silico analiza genoma
pokazala je d&. plantarumima tri sustava za akumulaciju i biosintezu kvanite amonijevih
spojeva poput glicin betaina/karnitina/kolina (Kleezem i sur., 2003). U prisutnosti ovih
sastojaka, inhibicija rasta mikroorganizama jecam@ odgdena, te se odvija u z&gno
ekstremnijim uvjetima stresa (Glaasker i sur., 2988olin i glutamat doprinose posenoj
propusnosti statine membrane vrstel. plantarum Inaktivacijom specifinih gena
ustanovljeno je da se pri hiperosmotskom stresiviekttransportni sustav koji sudjeluje u
zastiti stanicd.. plantarumpri niskim vrijednostima aktiviteta vode. Transporsustav QacT
ima visoki afinitet za kvarterne amonijeve spojewmeniski afinitet za prolin. Aktivacija
hiperosmotskim stresom §eom se odvija na razini enzima, adgena razini ekspresije gena.
Budwi da se razina akumulacije glicin betaina kbd plantarum smanjila s porastom
unutarstanine koncentracije glicin betaina te da jgt@ inhibicija trans-supstrata umanjena
zbog osmotskog Soka, aktivacijski mehanizam napgenije ukljuiuje regulaciju
transportera kroz konformacijske promjene na mjestutarnjeg mjesta vezanja na enzimu
(Glaasker i sur., 1998). Genom sakeikodira za tri ABC transportera i natrijev simpoyte

koji su speciftni za glicin betain i karnitin (Chaillou i sur., @D).

33



Molekule glicin betaina, prolina i gluatamata nagk transportiraju iz stanice, dok Kaha
drugih aminokiselina ostaje nepromjenjena (Glaasksarr., 1998). Molekularni mehanizmi
transporta nisu joS uvijek u potpunosti istrazemp imaju svojstva karakterigtia za
mehanosenzitivne kanalen(gl.mechanosensitive channels). Speéo#i svojstva ovog sustava
su brz transport uvjetovan hipoosmotskim Sokom kamfifilnim molekulama koje se
ugraiuju u membranu, transport neovisno o met&kolji energiji i supstratima n#&ans
(vanjskoj) strani membrane i &eom transport sprifen ionima gadolinijuma (Gd),
nespeciftnim inhibitorima kalcijevih kanala (Glaasker i sur998).

Hiperosmotski uvjeti mikrookoliSa p@ti aktivaciju odgovora bakterijske stanice vrsteoida
Lactobacillusi na druge stresne uvjete. Dodatak NaCl u prisitrglicin betaina zn#jno
poboljSava prezivljavanje vrsta iz rodactobacillus tijekom liofilizacije. Dodatak NaCl
utjece na povéanje koncentracijalnak-specifcne mRNA kod vrstal. acidophilusi L.
johnsonii Ustanovljena je i povana sinteza GABA i pojedinih hlapivih organskih gva
kod Lactobacillussojeva u uvjetima osmotskog stresa tijekom fernoetgSiragusa i sur.,
2007) (Tablica 3.).

2.3.4. Prilagodba stanica probiottkin bakterija na uvjete oksidativnog stresa

Bakterijske stanice vrsta iz rodactobacillussudjeluju u reduciranju radikala kisika koji se
nakupljaju prilikom oksidativnog stresa uslijed engke aktivhosti NADH oksidaze, NADH
peroksidaze i superoksid dismutaze (SOD§inka Mr?*, askorbata, tokoferola i glutationa
(De Angelis i sur., 2011).. delbrueckisubspbulgaricusreducira Q u HO> pomaiu NADH
oksidaze te snizava koncentracijo O stanicama.. plantarumATCC 8014, Q se reducira u
H>O putem HO. pomau NADH oksidaze i NADH peroksidaze. Oksidacija pata s Q
vodi do nastajanja #D.. Detoksifikacija Q vodi poveéanju stvaranja kD. Sto uzrokuje
oksidativni stres i vodi ranijem prelazu iz ekspaciglne u stacionarnu fazu (Marty-Teysset i
sur., 2000). Genom vrste plantarumkodira za proteine transporta mangana, te je jgero
da Mrf* ioni sudjeluju u vezanju kisikovih radikala ili kakofaktori za mangan-ovisnu
katalazu (Serrano i sur., 2007). Mangan-ovisna relsel dismutaza SodA identificirana je
kod sojaL. sanfranciscensi<CB1 (De Angelis i Gobbetti, 1999). U aerobnim v,
postignuta je maksimalna aktivhost Sod u kasnop@hksncijalnoj fazi rasta. Aeracija i
dostupnost M# utjecu na skréivanje lag faze te na pos@nje prirasta i prinosa stanica vrste
L. sanfranciscensis Kako L. sanfranciscensisnema katalazu, NADH peroksidaza je
odgovorna za razgradnjwE€h. (Tablica 3). U odsutnosti fermentabilnog supstrakuplja se

H20: jer za razliku od katalaze, NADH peroksidaza mf#jkontinuirani metabolizam da bi
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proizvodila NADH (Stolz i sur., 1995). Vrsta sanfranciscensipri aerobnim uvjetima, u
hranjivoj podlozi zagenoj s Mi* znaajno akumulira HO,, $to se odvija usporedno s
potpunim iscrpljivanjem maltoze (De Angelis i Golihel999). Winkovitost razgradnje i
niska speciina brzina stvaranja J@. uctene su kod aerotolerantnog sdja sakei
NCFB2813 [. sakel™) koji je rastao pri 90% ©(De Angelis i Gobetti., 1999).. sakei
DSM6333 (. sakei®", za razliku od.. sakel, slabije raste u uvjetima 90%.QJstaljeno
stanje koncentracije superoksid-radikala u citapliazrste L. sakei®™ znatno je viSe nego u
soju koji nije osjetljiv na kisik, Sto uguje na vaznost sustava za nakupljanja kisika utzast
stanice (Tablica 3). Aktivnost Sod je za@mo vea kod L. sakel nego kodL. sakei"s
Ostetenje proteina kod.. sakei®™ utjece na povéanje udjela protein-karbonila i smanjenu
aktivnost enzima fumaraze i reduktaze fumaraze ADgelis i Gobbetti, 1999). GekatA,
koji kodira za katalazu kot. sakeiLTH677, eksprimiran je lL. sakeiLK1 i Lactobacillus
curvatusLTH1432 (Hertel i sur., 1998), te je ustanovljeth msehanizam regulacije ekspresije
katA kod rekombinantnih sojeva. Dodatak-®4 anaerobnim kulturama i prijelaz na
anaerobne uvjete, rezultirao je Zagim porastom aktivnosti KatA. Nakon ekspresijB iz

L. johnsoniiu E. coli AD494, povéana je tolerancija rekombinantnog soja na kisik, St
podupire pretpostavku o ulorxB u sprj€avanju stvaranja disulfidnih veza unutar enzima.
Pove&ana ekspresija tioredoksina smanjuje osjetljivokti plantarum na poviSene
koncentracije kisika (Serrano i sur., 2007). Prejeona ekspresija tioredoksina uzrokovala je
transkripciju gena koji kodiraju za proteine met@roa purina, biosintezu proteina, odgovor
na stresne uvjete i transport mangana. Enzim ghataeduktaza GshR katalizira NADPH-
ovisnu redukciju glutationa disulfida kdd sanfranciscensi¢Tablica 3). Glutation djeluje
puferirajite i ublazava redoks potencijal u bakterijskim stama. Glutation je glavni
neproteinski tiolni sastojak u stanicama i sudglujpovéanju otpornosti na osmotski stres,
toksiine elektrofile i oksidativni stres. Elektron dorjerza reaktivni kisik, te metaboke
reakcije poput redukcije hidroperoksida i lipidrperoksida. GshR.. sanfranciscensigma
presudnu ulogu u zastiti stanice od oksidativhogesst odrzavanjem visokog omjera
intracelularnog GSH/GSSG (Vermeulen i sur., 2007).

2.3.5. Prilagodba stanica probiottkih bakterija na uvjete visokog hidrostatskog tlakai
nedostatka hranjivih tvari

U uvjetima visokog hidrostatskog tlaka mozec¢iddo promjena statine morfologije |
integriteta membrane. Uvijeti visokog hidrostatskiadta uzrokuju i promjene konformacije
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ribosoma, posebice 30S podjedinice, Sto inhibiraamge aa-tRNA na ribosom i rezultira
smanjenjem brzine translacije (Lorca i de ValdéX)9. Prilagodbdakterijskih stanica vrsta
iz roda Lactobacillusna uvjete visokog tlaka upuje na skne stanine odgovore koji su
karakteristini za razltite stresne uvjete. Proteinski profil stanita sanfranciscensis
uzgojenog pri aerobnim uvjetima i atmosferskom ulalspordeni su s proteinima stanica
izlozenih povéanom tlaku. Ustanovljeno je da stanice u uvjetimagpanja tlaka pokusavaju
ublaziti pad translacijske sposobnosti putem: r&gjé translacijskih faktora, regulacijom
gena koji utjeu na preciznost translacije 1 induciranjem sintepeoteina stresa.
Peptidaze/proteaze sudjeluju u razgradnji pegirdédina koji se ne mogu smotati uz p@mo
proteinskin kompleksa efgl. chaperona). Regulacija proteaze ClpL bakteriie
sanfranciscensisovisi o tlaku mikrookoliSa. Analizom transkriptom#akterije L.
sanfranciscensigri uvjetima visokog hidrostatskog tlaka ustanawjeje da se inducira
transkripcija 42 gena. Radi se o genima koji kqdiza elongacijske faktore EF-G, EF-TU,
ribosomalne proteine (S2, L6, L11) i gene za t@cigl ili proteinske komplekse (GroEL,
ClpL) (Pavlovt i sur., 2008). Nakon Sto su stanite sakei podvrgnute visokom tlaku,
inducira se sinteza ribosomalni proteini RplJ i Rpali i NusG,¢ija se aktivhost uobajeno
inducira pri uvjetima niskih temperatura.

U uvjetima nedostatka izvora hranjivin tvari smageje sinteza nukleinskih kiselina i
proteina, te pouwana razgradnja proteina i sinteza aminokiselinarplpvanje esencijalnih
hranjivih tvari i akumulacija krajnjih produkatarfeentacije ogragava eksponencijalnu fazu
te vodi prijelazu u stacionarnu fazu. Prelazak acisharnu fazu uzrokuju i stresni uvijeti
visoke ili niske temperature, osmotski i oksidatigok. Stanini odgovor uklj@uje poticanje
transkripcije specifininh grupa gena ili regulona. U stacionarnoj fazataa prilagodba stanice
je posredovana brojnim regulonima, Sto omiage zadrZzavanje metabékie aktivnosti i
prezivljavanje (Lorca i de Valdez, 2009). Katabafiz aminokiselina je zgajan za
prezivljavanje vrsteL. sakei u stacionarnoj fazi rasta. lzgladnjivanje staniczrokuje
poveanje sinteze 16 proteina kod vrteacidophilus(Lorca i de Valdez, 2009). Kod vrdte
plantarum vetina proteina koji sudjeluju u prilagodbi na streslucira se u peetku
stacionarne faze. Glikoltki enzimi su drug&je regulirani kod vrstelL. casei tijekom
nedostatka laktoze. Razlika u ekspresiji enzim&oglie upuuje na strategiju stanice za

prezivljavanje (van de Guchte i sur., 2002).
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2.4. Bioaktivne molekule i komponente stane stijenke znd&ajne za probioti¢ke ucinke

Speciféan sastav stagne stijenke probiotkih bakterija ima vaznu ulogu prilikom adhezije,
kolonizacije, u raztiitim fizioloSkim i imunoloskim @incima te omogéuje interakcije
probiotickih stanica s epitelnim i drugih tkivima dotmaa. PovrSinski proteini bakterija iz
rodalLactobacillusmogu imati viSestruke bioloSke funkcije, te je &ajaa njihova uloga kao
adhezina (Hynonen i Pavla, 2013). S-layer protgingteini stanine stijenke koji sadrze
LPXTG ponavljajéu sekvencu, transportni proteini i mnogi drugi piot na povrsini
bakterijske stanice su okarakterizirani kao adhgkas i sur., 2003; Beganavi sur., 2011,
Hynonon i Palva, 2013). Adhezini sudjeluju u inteif bakterijskih stanica s epitelnim
stanicama dontina, sa stanicama fagocita, s komponentama ekBilfaceg matriksa i
mukusa i speciéinim komponentama u tjelesnim tékuama. PRR receptori epitelnih stanica
doma&ina, TLR ngl. Toll-Like Receptors), NOD gngl. Nucleotide Oligomerization
Domain-Like Receptors, NLRs) i CLRigl. C-type Lectin Receptors) speciiio prepoznaju
polisaharide, peptidoglikane (PG), teihonske kiseliipoproteine i povrSinske glikoproteine
u stanénoj stijenci (Slika 4.).
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Slika 4. Interakcije komponenata stane stijenke Lactobacillus stanica i receptora
intestinalnih epitelnih stanica dotiaa PRR (preuzeto od Lee i sur., 2013).
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Sekvencionirani genomi probidkih sojeva omogéuju analizu gena koji kodiraju za
adhezine i druge funkcionalne proteine (Kleerebeksnor., 2010; Lee i sur., 2013; Petrova
sur., 2018). Prema Kleerebezem i sur. (2010) posksiproteini laktobacila kao Gram-
pozitivnih bakterija mogu se éenito grupirati u: povrSinske proteine S-slogmdl. S-layer
proteins); proteine statne stijenke s LPXTG sekvencom; proteine citoplaziae.
"housekeeping proteini”, koji su detektirani u ekstlularnom proteomu; transportne proteine
I proteinecije bioloSke funkcije nisu jos opisane.

Povrsinski S-sloj izgiden je od podjedinica S-(gliko)proteina. Proteinsl8fa detektirani su
samo kodLactobacillussojeva izméu BMK (Hynonon i Palva, 2013; Uréii sur., 2016;
Bani¢ i sur, 2018). S-protein bakterila gasseri L. johnsoniiima ulogu u agregaciji stanica.
Stanicel. crispatusJCM 5810 se uspjesSno adheziraju na proteine eledtilarnog matriksa,
a ustanovljeno je da se protein Cbs#ndl. collagen binding S-layer protein A) veze na
kolagen tip IV (Kleerebezem i sur., 2010).

LPXTG proteini stariine stijenke takder posreduju u probidtim svojstvima (Kleerebezem

i sur., 2010). Mub protein s LPXTG sekvencom sojareuteri 1063 posreduje u adheziji
stanica na ugljikohidratne komponente instestinaghenice (Kleerebezem i sur., 2010).
Komparativha genomska analiza pokazala je pristitiviigh proteina kod w@ne sojeva
laktobacila (Boekhorst i sur., 2006). Msa protandl. mannose-specific adhesin) sudjeluje u
adheziji i u interakciji bakterijd.. plantarums doma&inom. PovrSinski proteini MucBIR.
acidophilusNCFM sudjeluju u vezanju na stanice CaCo-2 stanliinije (Tao i sur., 2013).
Pri tome MucBP vjerojatno posreduju u vezanju ridige ligande i mukozne povrsSine. Lsp
protein vrstelL. reuteri 100-23 ima stinosti s LPXTG proteinima bakterija johnsonii L.
gasserj no razlikuje se od proteina Gram-pozitivnih kokaji sudjeluju u stvaranju
biofilmova i adheziji na stanice epitela, te imagu u kolonizaciji GIT miSeva i adheziji na
epitel GIT ex vivo Lsp proteini sadrze karakterisie Rip ponavljajée sekvence koje su
prisutne kod adhezina Gram-pozitivnih koka i kad reuteri Genom bakterijd.. salivarius
UCC118 kodira za gen za ekspresiju proteina s LPX&kvencom, koji sudjeluju u adheziji
intestinalnih stanica stamie linije (van Pijkeren i sur., 2006; Kleerebezesuii., 2010).

U ekstracelularnom proteomu identificirani su ingtai proteini, koji imaju vazne bioloSke
uloge tijekom rasta i stainog metabolizmaengl. housekeeping proteini). Nazivaju se i
.nevezanim® éngl.anchorless) proteinima jer primarna struktura ri¥Aaaignalnu sekvencu
za transport proteina van citoplazmine membranemjvice GroEL i EF-Tu, enolaza i
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GADPH) enzgtikolize su tkz. ,moonlight* proteini
(Kleerebezem i sur., 2010). GroEL ili Hsp60, jedphlron” protein, a GroEL protein vrdte
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johnsonii Lal, eksprimiran E. coli, veze se na HT29 st&ne linijje (Bergonzelli i sur.,
2006). GroEl potie sintezu IL-8 u stanicama HT29 stare linije i makrofaga. EF-Tu protein
je elongacijski faktor. EF-Tu vrsie johnsoniiLal se moze adhezirati na mucine ili stanice
CaCo-2 starine linije, odnosno na HT29 sté&ne linije, te inducira sintezu IL-8 (Bergonzelli
i sur., 2006).

Laktobacili sintezom mlijgne kiselinu snizavaju pH vrijednost mikrookoliS@ $tzrokuje i
promjenu strukture povrsine njihovih stanica i faik proteina adhezina (Kleerebezem i sur.,
2010). Adhezija laktobacila na CaCo-2 stanice | usukrijevnog epitela, kao i na proteine
ekstracelularnog matriksaginkovitija je pri nizim pH vrijednostima. GroEL, EFu i Mub
proteiniL. johnsoniiLal imaju véi afinitet za specifine ligande pri nizim pH vrijednostima
(Bergonzelli i sur., 2006, Perea Velez i sur., 20@fetpostavka je da su ovi proteini vezani
vrijednosti ili koncentracije soli (Antikainen i su2007a). Pri neutralnim pH vrijednostima
soj L. crispatus ST1 otpusta enolazu i GAPDH s povrSine staniceold&aa i GAPDH
vjerojatno su ionskim interakcijama vezani na powrsS bakterijske stanice pri pH
vrijednostima koje su nize od vrijednosti njihovioelektrinih totaka. Proteini S-sloja soja
L. crispatusST1 imaju vrijednosti pH u alkalnom podju, stoga se ne otpusStaju u medij pri
kiselim i neutralnim vrijednostima pH, jer su i malvezani na lipoteihonsku kiselinu
(Antikainen i sur., 2007a). lako su pi unutarstardini proteini GAPDH i enolaza, doprinose
povrsinskim svojstvima stanica te posreduju u bgki®j adheziji, a kod soja. crispatusge
dokazano da vezu laminin i fibronektin (Antikainesur., 2007; Kleerebezem i sur., 2010).
StaniceL. reuteri JCM 5810 i izolirani CbsA protein inhibiraju adlyezE. coli na lamininin
vitro (Perea Velez i sur., 2007; Kleerebezem i sur.pP(Bakterijske stanice i protein S-sloja
L. crispatusZJ001 inhibiraju adheziju stani€ coli O157:H7 iSalmonellalyphymurium na
stanice HelLa sta&me linije (Perea Velez i sur., 2007; Kleerebezesuri, 2010). Bakterije
roda Lactobacillus inhibiraju infekcije gastrointestinalnog i urogeinog trakta ljudi
poticanjem imunoloSkog odgovora i antibakterijskdjalovanjem (Reid i Bruce, 2006l).
rhamnosusGR-1 i L. reuteri RC-14 uspjesSno se adheziraju na uroepitelne stamid.
rhamnosusGR-1 sintetizira antimikrobne komponente, Sto dgtj@a aktivaciju obrambenih
mehanizama donéaa (Reid i Bruce, 2006; Liévin-Le Moal i ServinQ®4). SojL. reuteri
RC-14 proizvodi vodikov peroksid i povrSinski akie tvari, te potie sintezu mucina, i
utjece na smanjenu ekspresiju virulentnih faktora patag&ojL. reuteri ATCC 55730, koji
proizvodi bakteriocin, ima sposobnost adhezijeoliokizacije na povrSinu sluznice GIT i

poticanje imunoloSkog odgovora prilikom gastroititeednih infekcija djece (Jensen i sur.,
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2014; Hill i sur., 2018). Prva opisna funkcionaliaga S-proteina laktobacila je adhezija na
epitelne stanice domima. Protein SIpA iz S-sloja bakterije. brevis ATCC 8287 ima
funkciju adhezina na stame linije crijevnog epitela i na fibronektin (Hynem i Palva,
2013). Proteini S-sloja CbsA bakterlje crispatusposreduju u adheziji na kolagen i laminin.
Prema literaturnim podacima rddictobacillussadrzi viSe od 250 razitih vrsta, koje se
medusobno razlikuju u gra stantne stijenke, no pojedine karakteristike suctyg za Gram-
pozitivne bakterije, poput zaje@Rih antigena. Zastupljenost D-alanina (D-Ala) umuta
stantne stijenke laktobacila imacunak induciranja sinteze citokina. Mutant Ditrste L.
plantarum NCIMB8826, koji sadrzi znsmjno smanjen udio D-Ala u usporedbi s divljim
tipom soja, inducira sekreciju IL-10, te reduciwgdnje TNFe i IFN-y (Kleerebezem i sur.,
2010).

BioloSke funkcije pila, flagela ili fimbrija, kojisu tipkni za patogene bakterije, tek su
nedavno opisane kod komenzalnih bakterija GVjeka. Adhezija i prezivljavanje bakterije
L. rhamnosu<sG u doméinu posredovani su pilima SpaCBA i SpaEF (Jenssur,i 2014;
Leeber i sur., 2020). SpaCBA pilus je odgovoranagheziju na crijevni epitel CaCo-2
stantne linije i stvaranje biofilma (Lebeer i sur., 2013paCBA mutant. rhamnosuscG
potice povéanje razine mRNA za IL-& vitro, u usporedbi s divlji tipom, Sto je vjerojatno
posljedica interakcija lipoteihonske kiseline i TERLebeer i sur., 2012; Reunanen i sur.,
2012). Pili prijanjaju na ugljikohidratne struktuteje se nalaze u glikoproteinskim ili
glikolipidnim receptorima i pretpostavlja se da mukiju u prvom kontaktu sa stanicama
dom&ina, nakoncega slijedi formiranj&vrscih interakcija. Uin vivo uvjetima u GIT miSa,
bakterijaB. breve UCC2003 eksprimira pile koji pripadaju grupi tipeb ili obitelji Tad
(engl. tight-adherence) pila (O’Connell i sur., 201di)a je ekspresija potdena na povrsini
stanica izoliranih iz GIT miSa transmisijskom etekiskom mikroskopijom. Tad lokus kod
soja B. breve UCC2003 je konzerviran, Sto podupire hipotezu domizaciji domaina
posredstvom pila te o0 postojanju mehanizama otmbdrnbifidobakterija. Prisutnost
povrsSinskih struktura koje nalikuju pilima ustanevia je anlizom povrSine stanica sojeva
izoliranih iz GIT ¢ovjekaB. bifidum, B. longumsubsplongumi B. adolescenti§~oroni i sur.,
2011). Analiza genoma potvrdila je prisutnost gensiakupine za sortaze potrebnu za
kovalentno vezanje podjedinica pila (Foroni i sBQ11).

Osim proteina i zavrsni produkti metabolizma pokgrdtkolartanih masnih kiselinaefgl.
short-chain fatty acid, SCFA), vitamina i polineZasnih masnih kiselina, kao Sto je
konjugirana linolenska kiselina, posreduju u inkei@ probiotika s doménom. SCFA su

zna&ajni produkti mikrobnog metabolizma u GIT jer domse kokini unesene energije,

40



poticu apsorpciju vode i natrija, snizavaju pH vrijedne@sumenu i bioraspolozivost toksiih
amina (Fukuda i sur., 2011). lako bifidobakteri@ proizvode butirat kao zavrsni produkt
fermentacije, dokazano je da je acetat za bakterifda Clostridium, supstrat za sintezu
butirata (De Vuyst i Leroy, 2011). Butirat je osmovzvor energije za stanice kolona te se
istraZzuje s aspekta prevencije raka debelog crijd@ng i sur., 2006).

Stantne stijenke Gram-pozitivnih bakterija sadrze deblpj petidoglikana. TLR2 i NLR
receptori, koji su dio nespegcifiog imunoloskog sustava doém@a, a prepoznaju kratke
podjedinice peptidoglikana nastale uslijed enzingskestrukturiranja peptidoglikana kod
probiotickin sojeva. Specifna struktura peptidoglikana probigkin bakterija vjerojatno
doprinosi manjoj osjetljivost ovih sojeva na lizozu GIT (Lebeer i sur., 2012; Tao i sur.,
2013). Lipoteihonska kiselinaactobacillls sojeva utjge na smanjenje sinteze TNRija je

proizvodnja inducirana lipoteihonskom kiselin@taphylococcus aurelfkee i sur., 2013).
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

3.1.1 Mikroorganizmi

U radu su koriSteni sojevi BMK iz rodovhactobacillusi Bifidobacteriumizolirani iz
razlicitih liofiliziranih probiotickih proizvoda prisutnih na hrvatskom trzistu, carah na
slijedeti n&tin: Lactobacillus sp. 1, Lactobacillus sp. 2A, Bifidobacterium sp. 2B,
Bifidobacteriumsp. 3,Lactobacillussp. 4,Lactobacillussp. 5/1,Bifidobacteriumsp. 6B,
Lactobacillussp. 7A zdruzena kultura sojeva iz rodol@ctobacillusi Bifidobacterium8,
Lactobacillussp. 8/1,Bifidobacteriumsp. 8/2,Lactobacillussp. 9,Lactobacillussp. 13A i
Lactobacillussp. 13B. Sojevi si&uvani pri -80 °C u MRS tekwj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15% (v/v) glicerola (Tablica 4.). U pojddineksperimentima koriSteni su referentni
sojevi poput proteolitki aktivnog sojaLactobacillus helveticudM92, zatim funkcionalne
starter kultureLactobacillus plantarunli4 koji su okarakterizirani kao probicki sojevi u
Laboratoriju za tehnologiju antoibiotika, enzimaplpiotika i starter kultura Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SvéliSta u Zagrebu, te sojeviactobacillus acidophilusATCC®
4356™  Lactobacillus rhamnosu&G® i Bifidobacterium animalisubsplactis BB-12°, koji

pripadaju najistrazivanijim probi@gkim sojevima.

Ispitivanje antimikrobnog djelovanja bakterija ratipe kiseline iz rodalLactobacillus i
Bifidobacteriumprisutnih u liofiliziranim probiogkim pripravcima ozn&nih redom 1, 2A,
2B, 4, 5/1, 6B, 7A, 8, 8/1, 8/2 i 9 provedeno jéest mikroorganizmimaStaphylococcus
aureus 3048, Staphylococcus aureuk-144, Escherichia coli3014, Salmonella enterica
serovar Typhimurium FP1Bacillus subtilisATCC 6633,Bacillus cereusTM2 i Listeria
monocytogene®ATCC 19111. Svi test-mikroorganizmi gwvani pri -80 °C u hranjivom
bujonu uz dodatak 15% (v/v) glicerola, te su nepdso prije eksperimenta inokulirani u

svjezu tekau hranjivu podlogu, te inkubirani prekodim pri optimalnoj temperaturi rasta.

43



Tablica 4. Probiottki sojevi u trziSnim pripravcima navedenim na deddji, te uvjeti rasta

za izolaciju bakterijskih kolonija na selektivniranjivim podlogama.

Probioti ¢ki soj

Lactobacillus acidophilus
LA-5
Lactobacillus
La-14
Lactobacillus acidophilus
NCFM

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus paracasei
Lpc-37

Lactobacillus reuteri

DSM 17938

Lactobacillus reuteri
ATCC PTA 5289
Lactobacillus reuterRC 14
(13B)

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus
GR 1 (13A)
Lactobacillus rhamnosus
LGG

Lactobacillus rhamnosus
Lr-32

S. salivariusvi18

S. salivariuk12
Bifidobacterium lactis

Bifidobacterium lactis
BI-07

Bifidobacterium lactis
BI-04

Bifidobacterium longum

Bifidobacteriumanimalis
subsplactis, BB-12

Optimalni

medij
MRS agar

acidophilus MRS agar

MRS agar

MRS agar

MRS agar
MRS agar
MRS agar
MRS agar

MRS agar

MRS agar
MRS agar
MRS agar
Columbia
krvni agar
Columbia
krvni agar

TOS agar

TOS agar
TOS agar

TOS agar

TOS agar

Uvijeti rasta

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h
mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h
mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h
mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

mikroaerofilno
30°C/37°C/48 h

aerobno 37°C/24 h

aerobno 37°C/24 h

anaerobno
37°C/72 h

anaerobno
37°Cl72 h

anaerobno
37°Cl/72 h

anaerobno
37°Cl/72 h

anaerobno
37°C/72 h

Primjena

dodaci prehrani, fermentirani
mlije¢ni proizvodi

dodaci prehrani, fermentirani
mlije¢ni proizvodi

dodaci prehrani, mlijeko,
jogurt, mlije¢na hrana za
dojertad

dodaci prehrani, sirevi

dodaci prehrani, fermentirani
mlijecni proizvodi, sirevi
dodaci prehrani,

kozmetika

dodaci prehrani
dodaci prehrani

dodaci prehrani, sirevi,
fermentirani mlij&ni
proizvodi

dodaci prehrani

dodaci prehrani, fermentirani
mlije¢ni proizvodi

dodaci prehrani, fermentirani
proizvodi

dodaci prehrani
dodaci prehrani
dodaci prehrani, mligna

hrana za dojefad
dodaci prehrani

dodaci prehrani

dodaci prehrani

dodaci prehrani
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3.1.2. Hranjive podloge z&uvanje i uzgoj mikroorganizama

Zaizolaciju i uzgoj BMK koriStene su hranjive pode slijedéeg sastava:

e TOS-propionat agar: pepton iz kazeina 10 g/L; &esaSekstrakt 1,0 g/L; kalijev
dihidrogen fosfat 3,0 g/L; kalijev hidrogen fosfdt8 g/L; amonijev sulfat 3,0 g/L;
MgS04-7H20 0,2 g/L; L-cistein monoklorid 0,5 g/Latrijev propionat 15,0 g/L;
galaktooligosaharidi (TOS) 10,0 g/L; agar 15,0 gllLdestiliranoj vodi. pH vrijednost
podloge iznosi 6,7; sterilizacija se provodi prbIC/15 min.

« MRS (Man-Rogosa-Sharpe) agar: pepton 10 g/L; messtrakt 10 g/L; kva®v ekstrakt
5 g/L; glukoza 20 g/L; Tween 80 1 g/L; Mg®dH20 0,1 g/L; MnSQ@x 7H0 0,05 g/L;
natrijev-acetat 5 g/L; agar 20 g/L; u destiliravodi. pH vrijednost podloge iznosi 6,5;
sterilizacija pri 121 °C/15min.

* MRS (Man-Rogosa-Sharpe) teluhranjiva podloga jednakog je sastava kao MRS, agar
samo bez dodanog agara

Hranjive podloge z&uvanje i odrzavanje test mikroorganizama:

e hranjivi agar, sastava: pepton 15 g/L; mesni eks®Bag/L; NaCl 5 g/L; kalijev fosfat 0,3
g/L; agar 18 g/L; u destiliranoj vodi. pH podloge,3, a sterilizacija se provodi pri 121
°C tijekom 15 minuta.

* hranijivi bujon je jednakog sastava kao hranjiviraga bez dodatka agara.

3.1.3. Kemikalije

U ovoj disertaciji koristene su slijeék kemikalije:

* etanol, ,Kemika“, Hrvatska

natrijev klorid, ,Kemika“, Hrvatska

* natrijev hidroksid, ,Kemika“, Hrvatska

» kloridna kiselina, ,Kemika*“, Hrvatska

e pepsin (P-700), ,Sigma“, SAD

e goveaia z«& (oxgall), ,Difco”, SAD

« pankreatin (165 U/mg) iz svinjske gustera,BioChemika“, Fluka, Svicarska
» fosfatni pufer, ,Kemika®, Hrvatska

» etilacetat, ,Kemika“, Hrvatska

* n-heksan, ,Riedel de Haen", Njetika
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kloroform, ,Carlo Erba“, Italija

natrijev taurodeoksikolat, ,Sigma”, SAD
sulfatna kiselina, ,Kemika“, Hrvatska
furfuraldehid, ,Kemika“, Hrvatska

ledena octena kiselina, ,Kemika“, Hrvatska
inulin, ,Difco®, SAD

raftiloza P95, ,Orafti®, Belgija

laktuloza, ,Cal. Biochem®, SAD

D-manitol, ,Difco“, SAD

pepton, ,Biolife”, Malazija

mesni ekstrakt, ,Biolife”, Malazija

kva&ev ekstrakt, ,Difco“, SAD

dikalijev hidrogen fosfat, ,Kemika“, Hrvatska
diamonijev hidrogen citrat, ,Merck®, Njenika
Tween 80, ,Sigma“, SAD

magnezijev sulfat, ,Alkaloid“, Makedonija

manganov sulfat, ,Merck”, Njent&a

3.1.4. Urdlaji i pribor

U ovoj disertaciji koristeni su slijedeuredaji i pribor:

pH-metar , ,Metrohm*, Svicarska
BioSpec-Nano spektrofotometar, Shimazu

UV transiluminator DNR Biolmaging System
PCR uréaj Master Cycler personal Eppendorf
PCR THERMALCYCLER (Biosistemi, 96 jazica)
bireta

autoklav, ,Sutjeska“, Jugoslavija

termostat, ,Instrumentarija®, Hrvatska

vodena kupelj, ,Sutjeska“, Jugoslavija
vibromjes& EV-100, ,Kartell*, Italija

vaga, ,Tehtnica“, Slovenija
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« centrifuga CENTAUR 2, ,Sanyo“, Engleska

« centrifuga Centric, ,Tehtnica“, Slovenija

* mikroskop OPTON llI, ,Zeiss", Njem&ka

» ¢ita¢ mikrotitarskih pl@ica LKB 5060-006, ,GDV*, Italija

» mikrotitarske plgice s 96 jazica

* denzimat, ,BioMerieux”, Francuska

* magnetska mijeSalica, ,, Tehtnica“, Slovenija

» filter-diskovi s odréenim koncentracijama antibiotika, Oxoid, Velikat@nija
* Petrijeve zdjelice

* Anaerocult], ,Merck®, Njemaka

* automatske pipete, ,Eppendorf‘, SAD

3.1.5. Liofilizirani probioti ¢ki pripravci dostupni na hrvatskom trzistu

Komercijalno dostupni probiatki pripravci na hrvatskom trziStu su prikupljeni i
katalogizirani prema vrstama probitih bakterija koje sadrze, obliku pripravka i njuop

namjeni te ozngeni redom PP1 do PP13.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Fenotipske i genotipske karakteristike baktgskih izolata

3.2.1.1. Odrzavanje €uvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijéne kiseline iz rodovd.actobacillusi Bifidobacteriumizolirani iz

probiotickih pripravakacuvani su na -80 °C u MRS tedaj hranjivoj podlozi s 15% (v/v)
glicerola, a test-mikroorganizmi suvani na -80 °C u hranjivom te&oj podlozi s 15% (v/v)
glicerola.

3.2.1.2. Odrdivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Iz kulture koja sadrzi bakterijske stanice su mipliena decimalna razrgenja u sterilnoj
fizioloskoj otopini (0,9% NaCl). MRS agar u Petvijm zdjelicama nacjepljuje se sa 100z
10°, 10% i 107 razrjetenja. Nakon inkubacije u mikroaeroofilnim ili anaknim uvjetima
tijekom 48 do 72 sata pri 37°C broje se porasletige | prer&gunava se broj zivih stanica po

gramu uzorka.

3.2.1.3. Bojanje bakterijskih stanica po Gramu

Suspenzija prekoroe kulture bakterija mligne kiseline iz rodovalLactobacillus i
Bifidobacteriumprisutnih u liofiliziranim probiottkim pripravcima, ravnomjerno je nanijeta
pomaiu mikrobioloSke uSice na predmetnicu, te je obojam&odom bojanja bakterijskih

stanica po Gramu i mikroskopirana uz peage 100X.

3.2.1.4. KOH metoda

Ova metoda se koristi za odreanje Gram-pozitivnih odnosno Gram-negativnih leaiid.

Na predmetno stakalce se kapneul@% kalijevog hidroksida (KOH) te se sterilno pese
mikrobioloSkom uSicom vidljiva katina bakterijskih stanica u kapljicu KOH. Smjesa se
promijeSa, proSirivajti mjesto do promjera od 1,5 cm. Ako suspenzija gnostviskozna
unutar 5-60 s, ispitivana bakterija se smatra Gnagativnhom, a u protivnom je Gram-

pozitivna.
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3.2.1.5. Katalaza test

Ovaj test se provodi kako bi se utvrdilo da li odedd bakterijski soj proizvodi enzim
katalazu. MikrobioloSkom uSicom se prenese dictignie kulture na predmetno stakalce, a
zatim se doda 1-2 kapi 3% vodikovog peroksida. uBmnisst katalaze je vidljiva pojavom
mjehuria uslijed oslobdanja kisika.

3.2.1.6. Odrdivanje sporogenosti

Inokulum prekonéne kulture ispitivanih bakterija mlijae kiseline se nacijepi u svjezu
hranjivu podlogu koja se kuha 10 minuta u vodengekji pri 80°C. Nakon toga se kulture
inkubiraju pri 37°C tijekom 72 sata. Ako nije doglo rasta kulture, ispitivana bakterija nije

sporogena, odnosno ne stvara spore jer spore kievirlatemperaturu od 80°C.

3.2.1.7. Odrdivanje pH vrijednosti, postotka proizvedene mlij&ne kiseline i stvaranja

plina

Odreiivanje pH vrijednosti, stupnja kiselosti i postotkaoizvedene mlijgne kiseline
provedeno je prema metodama opisanim u Kos i 2008). Odrdena je pH vrijednost
supernatanta prekoée kulture BMK uzgojene u MRS hranjivoj podlozi,jgdse 1 mL
uzorka supernatanta razrijedio s 19 mL destilinaoge u Erlenmeyerovoj tikvici od 100 mL.
Razrijeieni uzorak je titriran s 0,1 M NaOH uz fenolftaldiao indikator. Sva mjerenja su
provedena tri puta, kako bi se statisiiobradili rezultati.

SH =a+* 20 ¢ flaoH* 2

% mlijeche kiseline =° SH 0,0225

a=mL 0,1 M NaOH;faon=1

(1°SH ~ 0,0225 g mlifme kiseline (%))

Proizvodnja plina iz glukoze procijenjena je ina@geijom sojeva u MRS teku hranjivu
podlogu uz dodatak 3% glukoze u epruvetama kojezeadbrnute Durhamove epruvete

prema metodi da Silva i sur. (2019).
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3.2.1.8. Fenotipska identifikacija bakterijskih sopva pomdu API testa

API1 50 CHL Medium, namijenjen identifikaciji rodaactobacillusi srodnih rodova, je medij
u obliku spremnom za upotrebu i omogje fermentaciju 49 ugljikohidrata na API 50 CH
stripu (Slika 5.). Medij je inokuliran s prekofteom kulturom bakterijskih stanica te je
postignuta gust@ stanica u iznosu 2 McFarlandé&tana pomou denzitometra (Densimat,
Biomérieux SA Francuska). Pripremljena suspenzigktdrijskih stanica je ponta
pipetmana inokulirana u 50 ampula koje sadrze mpogedigljikohidrate. Nakon dodatka
suspenzije bakterijskih stanica u ampule s ugljiatima slijedi nanoSenje mineralnog ulja
za stvaranje anaerobnih uvjeta. Tako dere API strip, stavljen je u termostat na inkubaciju
pri optimalnoj temperaturi rasta mikroorganizma.z&&ti su @itani nakon 24h i 48h
inkubacije, te se uneSeni u program APIVPERPrilikom obrade rezultata pozitivnim su
smatrani oni rezultati kod kojih je uslijed acidédicije i prisutnosti bromkrezol purpurnog
indikatora doSlo do promjene boje u Zuto. Biokekifgofil je ocitan, a bakterijske kulture su
identificirane poméu programskog paketa s bazom podataka (V 5.0) @reputama

proizvadaca).

Slika 5. Prikazfermentacijskih profila S&ra bakterije mlijene kiseline odrégen API1 50 CHL

testom
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3.2.1.9. Fenotipska identifikacija bakterijskih sopva pom@&u BBL CRYSTAL™ ANR
testa

BBL Crystal™ Anaerobe (ANR) Identification (ID) System je komi@mo dostupan test
koji se primjenjuje za identifikaciju izolata anabnih bakterija na temelju metahiie
aktivnosti uobtajenih, fluorogenih i kromogenih substrata (Slika @est omogéuje
ispitivanje fermentacije 29 razitih dehidriranih substrata, te sadrzi fluroesceankontrolu
unutar baze s 30 jaZica za odvijanje reakcije. &u&fa bakterijskih stanica priprema se u
mediju dostupnom unutar testa. Baza s jaZicama dzajanje reakcije se inokulira sa
supezijom bakterijskih stanica, te se preklopi klgmcem koji sadrzi substrate, Sto uzrokuje
njihovu rehidrataciju i péetak biokemijskih reakcija.

Nakon inkubacije pri odienim temperaturama biljeZzi se promjena boje, tesupmost
flurescencije u pojedinoj jaZici, Sto je rezultatetaboltke aktivnosti ispitivanog
mikroorganizma. Dobiveni profil 29 razitiih reakcija se interpretira porto
deseteroznamenkastog broja koji je temelj za iflkatiju. Konana identifikacija sojeva se
provodi citavanjem rezultata analize potw programskog paketa BD BBL™ Crystal™
MIND. Mogu¢i biokemijski i enzimatski profili 29 substrata kojmogu metabolizirati
razliciti mikroorganizmi pohranjeni su u bazi podatalderitifikacija se provodi usporedbom
biokemijskih i enzimatskih profila ispitivanog bakijskog izolata s reakcijskim profilom
identificiranih mikroorganizama u bazi podataka.

BBLCRYSTAL™
Anaerobe ID =
(o] 3
Oecton, Cicknson and Co. &
Sporks, MD 211

[to7] 7087833
S £XP 2018-04-30

Slika 6. Test za fenotipsku identifikaciju bakterijskih sogepoméu BBL CRYSTAL™
ANR testa.
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3.2.1.10. SDS-PAGE analiza

3.2.1.10.1. SDS-PAGE analiza ukupnih staémih proteina

Bakterijske kulture inokulirane su u 10 ml MRS té&unranjive podloge i inkubirane pri 37°C
preko na@i. Prekongéne kulture bakterijskih stanica u stacionarnoj feentrifugirane su pri
9000 okr/mintijekom 15 min, a zatim su stanice isprane dva gatateriinom otopinom 0,9
%-natrijeva klorida. Bakterijske stanice su nakogat mehartki razbijene tako Sto je u
mikroepruvete s bakterijskim stanicama dodan laglehih kuglica, (r=2 mm, VidraFOC), a
zatim je suspenzija mijeSana na vibromgesSaijekom 4 min i to naizmjetino 30 s uz
mijeSanje, 30 s higenjem u ledu, pri maksimalnoj brzini. Odema je koncentracija proteina
u supernatantima pordo urelaja BioSpec-Nano (Tablica 5). U suspenziju je dodarmL
otopine SDS (0,0625M Tris-HCL, pH 6,8; 2% (w/v) SDE®% (v/v) glicerol). Uzorci su
prokuhani 10 min, a potom oldieni u ledu i centrifugirani na 9000 okr/min tijekdtd min,

te je provedena SDS-poliakrilamid gel elektroforeza

Ekstrakti ukupnih stagnih proteina razdvojeni su podw SDS-PAGE prema metodi
opisanoj po Laemmli (1970). U 1pL svakog od priréenih uzoraka dodano je pL
reducirajiéeg reagensa te su prokuhani 2-3 min. Nakon kuhaky@ni volumen uzorka je
nanesSen na poliakrilamidni gel. SDS-poliakrilamidye elektroforeza (4% gel za sabijanje i
12% gel za razdvajanje) se provodi u kadici zatedédrezu pri konstanthnom naponu od 200
V kroz 45 min. Nakon zavrSene elektroforeze, gébgeu 0,1%-tnom metilenskom modrilu
R-250 s 50% metanola i 7% octene kiseline kroz aajm 3 sata. Nakon bojanja, gel je
odbojavan u 7%-tnoj octenoj kiselini. SDS-PAGE pmoski gel je skeniran (Scanjet 3800;
Hewlett Packard, CA, SAD) te je slika spremljen@l&F formatu. Prirden je dendrogram
bakterijskin sojeva na temelju profila topljivin gteina pojedinog izolata BMK ponmo
UPGMA metode €ngl. Unweighted Pair Group Method Using Average Linkage)pomaou
Gel-Compare Il programskog paketa (Applied Mathgyl&terns-Latem, Belgija).
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Tablica 5. Koncentracije proteina odtene poméu BioSpec nano u uzorcima proteinskih
ekstrakata topljivin statnih i povrSinskih proteina bakterijskih izolata probiotickih
pripravaka i referentnih probigkih sojeva.

Koncentracijau  Koncentracija u ekstraktu

Bakterijski soj ekstraktu topljivih povrsinskih proteina
proteina (Lg/pL) (Hg/uL)
1 19,21 5,2
2A 34,65 2,88
2B 33,83 2,96
3 38,22 2,62
4 9,2 10,9
6B 16,85 5,93
8/1 13,37 7,5
8/2 1,41 70
9 8,81 11,35
13A 10,86 9,2
13B 6,47 15,45
L. rhamnosu$sG 49,58 2,0
L. acidophilusATCC 4356 7,89 12,67
L. acidophilusM92 5,27 18,97
L. plantarumL4 35,72 2,79
Lactobacillus plantarunhMG 9206 5,62 17,79

3.2.1.10.2. SDS-PAGE povrsinskih proteina bakterijgh stanica

Prekon@ne kulture probiotikih bakterija (3 ml) se centrifugiraju pri 9000 gkin tijekom 5
minuta. Talog bakterijskih stanica se ispere dvia gul ml sterilne destilirane vode, a zatim
se resuspendira u 50 2%-tne otopine SDS-a. Uzorke je potrebno prokub@tminuta, a
zatim centrifugirati 5 minuta pri 9000 okr/min. Bemi prisutni u dobivenim supernatantima
kultura su razdvojeni ponda SDS-PAGE. Koncentracija proteina u pideaom uzorku se
ocita na spektrofotometru BioSpec-nano, te se pugra potreban volumen uzorka za analizu
pomaiu SDS-PAGE. U 151 svakog od priréenih uzoraka se doda |8 reducirajiéeg
reagensa i prokuha 2-3 min. SDS-PAGE se provodiupjetima kao Sto je opisano u
poglavlju3.2.1.10.1. SDS-PAGE analiza ukupnih staifi proteina
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3.2.1.11. Ispitivanje osjetljivosti bakterija mlije¢ne kiseline na razl€ite antibiotike

Ispitana je i osjetljivost probidtkih sojeva iz liofiliziranih pripravaka na raziie antibiotike
pomaiu metode difuzije iz filter diska u agar, poénckomercijalno dostupnih diskova Oxoid
(Basingstoke, Velika Britanija), natopljenin odemom koncentracijom antibiotika.
Osjetljivost svakog pojedinog izolata ispitana ja b2 razkitih antibiotika tako da su
obuhva@ene sve poznate skupine antibiotika: ampicilin,itbacin, vankomicin, penicilin G
kao inhibitori sinteze stafme stijenke; eritromicin, gentamicin, klindamickipramfenikol,
neomicin, streptomicin, tetraciklin kao inhibit@ginteze proteina; novobiocin kao inhibitor
sinteze nukleinskih kiselina (Tablica 6.). Koloni@ojedinog izolata porasle na krutoj
hranjivoj podlozi, MRS hranijivi agar, inokulirane prekonéno u tekidu hranjivu podlogu.
Gust@&a stanica u prekoaoj kulturi odrelena je ditavanjem stupnja McFarland poto

denzitometra. 100 pL suspenzije stanica je ino&abru krutu hranjivu podlogu.

Slika 7. Raspored nanoSenja filter-diskova s déreom koncentracijom pojedinog antibiotika

na krutu hranjivu podlogu inokuliranu bakterijskinolatom iz probiottkog pripravka.

Oznake antibiotika:

Amp — ampicilin N - neomicin

B — bacitracin NV - novobiocin
C — kloramfenikol P - penicilin G
Da — klindamicin VA - vankomicin
Cn — gentamicin S- streptomicin
E — eritromicin TE — tetraciklin

Na svaku pléu s odrédenim izolatom postavljeno je Sest filter diskovadom kako je
prikazano na Slici 7., koje su zatim stavljeni nkubaciju pri optimalnoj temperaturi rasta.
Nakon inkubacije pri optimalnim uvjetima rasta zgqglini izolat, slijedi mjerenje promjera
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zona inhibicije, ukljdujuci i promjer diska. Rezultati (prosjek od¢&anja) su izrazeni u
milimetrima (Zhou i sur. 2005). Provedeni su testtifuzije diska (Oxoid) za ampicilin (2 pug
disk), bacitracin (10 pg disk), kloramfenikol (10g pdisk), klindamicin (2 pg disk),
gentamicin (10 pg disk), eritromicin (5 pug diskgomicin (10 pg disk), novobiocin (5 pg
disk), penicilin G (1 unit), rifampicin (5 pg digkvankomicin (30 pg disk), streptomicin (10
pg disk), tetraciklin (10 pg disk), (Salminen 20Q(Mablica 6.).

U tablici 6. su navedeni put sinteze, strukturakroorganizam producent antibiotika koji su
koriSteni za izradu antibiograma odnosno u ispijuansjetljivosti pojedinog probiatkog soj

na antibiotik.

Tablica 6. Antibiotici razlicitin skupina i mikrorganizmi producenti primjenjena izradu

antibiograma probiotkih sojeva.

Naziv Put sinteze/struktura Mikroorganizam producent
Ampicilin Polusintetskip-laktamski Penicillium chrysogenum*
Bacitracin Mikrobna biosinteza/Peptidni Bacillus licheniformis

Kloramfenikol Mikrobna i kemijska sinteza/aromatskstreptomyces venezuelae
Klindamicin Polusintetski/derivat oligosaharida  Streptomyces lincolnensis *

Eritromicin Mikrobna biosinteza/ Makrolidni Saccharopolyspora erythraea
Gentamicin Mikrobna biosinteza/AminoglikozidniMicromonospora purpurea
Neomicin Mikrobna biosinteza/Aminoglikozidni Streptomyces fradiae
Novobiocin Mikrobna biosinteza/Kumarinski Streptomyces spheroides
Penicilin G Mikrobna biosintezg/laktamski Penicillium chrysogenum
Rifampicin Polusintetski/Poliketidni Streptomyces mediterranei*
Streptomicin Mikrobna biosinteza/Aminoglikozidi Streptomyces griseus
Tetraciklin Mikrobna biosinteza/Poliketidni Streptomyces aureofaciens

3.2.1.12. Odrdivanje minimalne inhibicijske koncentracije antibiotika primjenom E-
testa

Gustaa suspenzije bakterijskih stanica podesi se nadnmgst McFarland standarda 1, te se
bakterijski sojevi inokuliraju na MRS hranjvi ag&fa povrSinu ohldéenog MRS agara nanese
se E-test s gradijentom koncentracije pojedinogibemika ampicilina, klindamicina,
eritromicina, gentamicina, streptomicina, tetraci&li vankomicina u rasponu od 0.016 do
256 pg/ml. Slijedi inkubacija tijekom 6o pri optimalnim uvjetima rasta ispitivanih
bakterijskih sojeva. Minimalna inhibicijska konceattija (MIC) se ¢ita prema uputama

proizvadata. Minimalna inhibicijska koncentracija (MIC) je jnaanja vrijednost
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koncentracije antibiotika koja inhibira bakterijskist vidljiv nakon prekonime inkubacije pri
optimalnim uvjetima rasta odtenog mikroorganizma.

Kako bi se ustanovila prisutnost rezistencije nggiai antoibiotik panel stitnjaka FEEDAP
ovlaSten od Europske komisije definira mikrobioleskut-off vrijednosti (EFSA, 2012).
MikrobioloSke cut-off vrijednosti su definirane namelju istrazivanja vrijednosti MIC
pojedinih antimikrobnih komponenti koje su potrela@einhibiciju rasta pojedine bakterijske
vrste. Podaci koji se primjenjuju za definiranje-off vrijednosti, koje je objavila EFSA,
nalaze se u Tablici 7., a definirani su na temédjwazivanja koje je provela Europska
Komisija za Ispitivanje Antimikrobne Osjetljivost{engl. European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST, hitfiwww.eucast.org/) i nacionalni i
Europski nadzorni odbori. Za analizu osjetljivgstjedinih probioitkih bakterija na raztite
antibiotike, a koje se koriste kao dodaci hranjegiose mogu kategorizirati kao osjetljivi ili
rezistentni na antibiotike: Osjetljiv (S) soj balje se smatra osjetljiv na antibiotik kada ga
inhibira koncentracija jednaka ili niza od defimeagranine vrijednosti MIC (5 x mg / L);
rezistentan (R): soj bakterija se smatra rezistei@da soj nije inhibiran u koncentraciji
antibiotika v€oj od utvidene granine vrijednosti MIC (R>x mg /L) (Tablica 7.).

Osijetljivost bakterijskih izolata iz rodaactobacillusi L. rhamnosusGG odréiena je poméu
E-testa. Na povrSinu inokuliranog MRS agara polezen trake s antibioticima E-test. MIC
vrijednosti su odrdene nakon inkubacije u mikroaerofilnim uvjetima Bi° C tijekom 24
sata. Osjetljivost sojev&. aureusk-144 i Escherichia coliATCC 25922 na antibiotike su

koriStene kao referentne vrijednosti.
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Tablica 7. Vrijednosti minimalnih inhibicijskih koncentracij@MIC) pojedinih antibiotika,
definirani prema EFSA, koje inhibiraju rast pojatinbakterijskih vrsta koje su vazni

industrijski mikroorganizmi

Minimalne inhibicijske

c Is)
koncentracije c E E, £ 3] b= 5 £ =
(mgll) E E £ - E £ = k5
= 2 g S = S Iy a £
. . [ [} = =] ©
Mikroorganizam < < S g = o g 2 S
Lactobacnlusob.av.ezno 1 > 16 16 16 1 1 4 4
homofermentativii
Lactobacillus acidophilus 1 5 16 64 16 1 1 4 4
grupa
Lactobacnlusob.avgzno 5 no 16 32 64 1 1 8
homofermentativii
Lactobacillus reuteri 2 n.o. 8 64 64 1 16
Lactobacnlusfakplta_ltwno 4 no. 16 64 64 1 8 4
heterofermentativhi
Lactobacillus 2 no. 16 64  no. 1 2 32 8
plantarum/pentosus
Lactobacillus rhamnosus 4 n.o. 16 64 32 1 1 8 4
}_actobacn_lus casei 4 no. 32 64 64 1 1 4 4
paracasei
Bifidobacterium 2 2 64 n.o. 128 1 1 8 4
Pediococcus 4 n.o. 16 64 64 1 1 8 4
Leuconostoc 2 n.o. 16 16 64 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Streptococcus 2 4 32 64 64 2 2 4 4
thermophilus
Bacillus spp n.o. 4 4 8 8 4 4 8 8
Propionibacterium 2 4 64 64 64 0.5 0.25 2 2
Ostali Gram + 1 2 4 16 8 0.5 0.25 2 2

n.o. nije obavezno

a2 ukljucujuéi L. delbrueckij L. helveticus
®nije obavezno za. salivarius

¢ ukljucujuéi L. fermentum

3.2.1.13. Izolacija genomske DNA

MRS podloga se inokulira s 5% prekéne kulture i inkubira 18 h pri 37°C. 1,5 ml
prekon@ne kulture se centrifugira na 4000 okr/min tijek&émmin i ispire u GTE puferu (25
mM TRIS + 10 mM EDTA + 50 mM glukoze). Stanice ssuspendiraju u 5001 GTE
pufera, uz dodatak lizozima (8 mg/50() i RNA-ze (50ul/ml) i inkubiraju 30 min pri 37°C.
Zatim se dodaje 250l 2% SDS-a i vorteksira 1 min. Nakon toga se dod&@ul neutralne
smjese fenola i kloroforma, vorteksira 30 sekundemtrifugira na 13000 okr/min tijekom 5
min. Supernatant se bez interfaze pomijeSa s Wdliimena 3M natrijeva acetata (pH=4,8) i 1
volumenom izopropanola. Nakon inkubacije (5 minya sobnoj temperaturi) slijedi

centrifugiranje na 13000 okr/min tijekom 10 minldgse resuspendira u 3000,3 M NaAc
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1 10 mM MgCkbi vorteksira. Nakon dodatka 7Q0 apsolutnog etanola (oldanog na -20°C),
uzorak se inkubira preko @igpri -20°C. Nakon toga slijedi centrifugiranje @4000 okr/min
tijekom 20 min. Talog se suspendira u 75%-tnomatafohlaienom na -20°C) i ponovno
centrifugira na 13000 okr/min tijekom 5 min. TalD§A se resuspendira u 50 TE pufera
(10 mM Tris + 1 mM EDTA).

3.2.1.14. Largana reakcija polimerazom

Umnozavanje DNA latanom reakcijom polimeraze provedeno je udaje za PCR,
Mastercycler personal, “Eppendorf’ prema sastawakagske smjese opisanim Tablici 8. i
uvjetima PCR reakcije navedenimu u Tablici 9. U mvadu, kao DNA-kalup koristena je
genomska DNA bakterijskih stanica izolirana kao oo opisano u poglavlj.2.1.13.
Izolacija DNA KoriStene su pietnice specitine za rodovd.actobacillus LoLMA1-rev i
R16-1 prema Dubernet i sur. (2002) odnosnoB#alobacterium(Bb) (oligo-1 i oligo-2)
redosljeda nukleotidnih sekvenci koji je navedenablici 10. prema Kaufman i sur. (1997).
Reakcijske smjese volumena [0 sadrzavale su pojedine komponete zadan reakciju

polimeraze kako je navedeno u Tablici 8.

Tablica 8. Sastav PCR rekacijske smjese za umnaZanje cilg@kwyence u genomu

Lactobacillus odnosndifidobacteriumsojeva.

Lactobacillus Bifidobacterium
DNA-kalup 50 ng 50 ng
Pcetnice 0,5uM 1uM
Pufer 1x 1x
deoksiribonukleozid-trifosfati 0,2 mM 0,3 mM
MgCl2 2,5 mM 2,5mM
Tag polimeraza 25U 2U

Tablica 9. Uvjeti PCR za amplifikaciju ciljane sekvence su bijedei:

L .. Temperatura Trajanje
Uvjeti PCR reakcije Lb Bb Lb Bb
Patetna denaturacija 95°C 94°C 5min 5 min

30 ciklusa:
Denaturacija 95°C 94°C 30s 1min
Sparivanje péetnica 55°C 57°C 30s 3min
Produljivanje lanca DNA 72°C 72°C  30s 4 min

Zavrsno produljivanje lanca DNA  72°C 72°C  7min  Bm
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Komplementarno sparivanje kalupa je provedenoéstpecama prikazanim u Tablici 10.:
Tablica 10. Slijedovi nukleotida koriStenih getnica u PCR reakcijama speé&ifim za

bakterijsku vrstu.

Pocetnica Nukleotidna sekvenca (55 3)
LbLMA1-rev CTCAAAACTAAACAAAGTTTC
R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA
Im26 GATTCTGGCTCAGGATGAACG
Im3 CGGGTGCTACCCACTTTCATG

3.2.1.15. Metoda sltajnog umnazanja polimorfne DNA

Umnozavanje DNA latanom reakcijom polimeraze provedeno je udape za PCR,
Mastercycler personal, “Eppendorf” prema uvjetimavedenim u Tablici 11. Kao DNA-
kalup koriStena je genomska DNA bakterijskih staniolirana prema protokolu opisanom u
poglavlju3.2.1.13 Izolacija DNAReakcijska smjesa volumena glbila je sljedéeg sastava
(Gardner i sur., 2002 i LeboS Pavunc i sur., 2009):

DNA-kalup 1ul
Pctetnice M
Pufer 1x
deoksiribonukleozid-trifosfati 20av
MgCl, 4 mM
Tag polimeraza 25U

Tablica 11. Umnozavanje cillane DNA sekvence zas RAPD provedenpri sljedéim

uvjetima PCR reakcije (Gardner i sur., 2002):

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Trajanje
Patetna denaturacija 94°C 5 min
40 ciklusa:
Denaturacija 94°C 30s
Sparivanje péetnica 36°C 30s
Produljivanje lanca DNA 72°C 2 min
Zavrsno produljivanje lanca DNA 72°C 10 min

Komplementarno sparivanje ¢&inica s kalupom trajalo je 1 minutu i to za ummga
fragmenata specifinih za bakterije mlijgne kiseline upotrebom petnica prikazanih u
Tablici 12. pri 36C:

Tablica 12. Slijedovi nukleotida korisStenih getnica (Gardner i sur., 2002):
Pocetnica Nukleotidna sekvenca (55 3)
2a ACGAGGCAC
2b ACGCGCCCT3
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3.2.1.16. DNA elektroforeza u gelu agaroze

Koristi se 1,5% agarozni gel u kadici za elektrefar u koju se ulije 1XTAE-pufer, tako da
gel bude uronjen u pufer. U prvu jazicu se doddpndard koji sadrzi smjesu DNA
fragmenata poznatih véina odnosnd. DNA Hindlll i 100 bp DNA Ladder. Uzorci DNA

pomijeSani s bojom za nanoSenje uzoraka se nanopejatline jazice na 1 %-tnom
agaroznom gelu. Elektroforeza u kadicama GNA 10Qresodi pri naponu od 70 V u
vremenu od 2 sata. Nakon provedene elektroforekzeegboja etidijevim-bromidom kroz 15
minuta, nakonc¢ega se osvijetli ultraljubastim svjetiom na UV transiluminatoru DNR

Biolmaging System pri valnoj duljini od 254 nm tégrafira pomoéu programa Gel Capture.

3.2.1.17. Identifikacija bakterijskih sojeva sekvenioniranjem 16S rRNA gena

U uzorcima DNA izmjerena je koncentracije ekstrah& ukupne genomske DNA pojedinih
bakterijskih sojeva ponto BioSpec-nano udaja za odréivanje koncentracije DNA i
proteina direktno iz uzorka (Shimadzu Biotech). pfavjeru uspjesnost izolacije DNA iz
bakterijskog soja, pripremljeni uzorci se nanesami0,8 % agarozni gel. Elektroforeza u
kadicama GNA 100 se provodi pri naponu od 70 \ktja 1-2 sata.

U PCR reakciji za amplifikaciju varijabilne regifs6S rRNA gena koriStene su ganice:
UNI16Somward 5'-GAG AGT TTG ATC CTG GC-3' i UNI168verse5’-AGG AGG TGA TCC
AGC CG-3'. PCR reakcija se provela u ¢gmps PCR THERMALCYCLER (Biosistemi, 96
jazica) ili Master Cycler personal. Komplementasparivanje p&etnica s DNA kalupom,
traje 30 sekundi i to za umnoZavanje fragmenat#ivapih gena upotrebom petnica
UNI16Sorward I UNI16Seversepri temperaturi sparivanja 50°@r(gl. annealing temperature).
Prisutnost PCR produkta, odnosno uspjeSnost umjaazdljane sekvence, provjerena je
detekcijom na 0.8 % (w/v) agaroznom gelu. Dobivie@R amplikoni su pfastéeni poma@u
QIAquick kita za proiScavanje DNA (QIAGEN, Njeméa) prema uputama proizéata,
kako bi se uklonio viSak nesparenih¢ptmica i slobodnih nukleotida, nakamga slijedi
sekvencioniranje. Sekvencioniranje 16S rDNA reggaprovedeno u ovlastenoj instituciji
Macrogen (Amsterdam, Nizozemska). Na temelju razalDNA sekvencioniranja, provedena
je BLAST analiza 16S rRNA sekvence. Baza podatasiuphna je na poveznici NCBarigl.
National Center for Biotechnology Information) Htffblast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgite
primjenom BLAST éngl. Basic Local Alignment Search Tool) algoritma prosed je

poravnavanje trazene sekvence sa svim sekvencasoénpn u bazi podataka, te kao rezultat
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dobiven je popis najuspjeSnijin podudaranja. Pietemje baze podataka omdagu ce
identifikaciju bakterijskog izolata (Suskaviisur., 2021).

3.2.2. Testovi za karakterizaciju funkcionalnostin vitro

3.2.2.1. Ispitivanje tolerancije bakterijskih sojea na rali¢ite koncentracije soli i pH
vrijednosti

Ispitana je tolerancija bakterijskih sojeva na ikgtd koncentracije soli tako da je pemo
prezivljavanje odabranih sojeva u tékUMRS hranjivoj podlozi uz dodatak 1,6%, 5%, 10% i
15% NaCl, odnosno pri razitim pH vrijednostima: 2, 6 i 8, svaki sat vremeijakom Sest
sati, a zatim nakon 24 h i 72 h. Kao kontrola rastgeva iz rodalactobacillus i
Bifidobacteriumiz probiotEkim pripravaka préen je rast sojeva u teknj MRS hranjivoj

podlozi.

3.2.2.2. Ispitivanje prezivljavanja bakterija u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
trakta

Simulirani zeldani sok je pripravljen suspendiranjem pepsina (B) ¢/ 0,5% otopini
natrijevog klorida, kojoj je pH podeSen na 2,0 sndentriranom kloridnom kiselinom.
Simulirani sok tankoga crijeva je pripravljen susgieanjem pankreatina (1 g/L), samog ili i
Zzuénih soli (3,0 mg/mL gowde ZW&i) u 0,5% otopini natrijeva klorida, kojoj je pH geSen na
8,0 s natrijevom luzinom (Kos, 2001).

Suspenzije bakterijskih stanica su inkubirane wénanom zeldanom soku (pH = 2) tijekom
2 sata, a zatim su centrifugirane pri 3500 okr/miresuspendirane u simuliranom soku
tankoga crijeva (3 mg/mL gode ZWi) i inkubirane tijekom 3 sata pri 37°C(Kos i sur.,
2003). Broj zivih stanica oddevan je indirektnom metodom opisanom u pogladj@.1.2.
Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom ot

3.2.2.3. Turbidimetrijska metoda za odrdivanje antimikrobnog djelovanja bakterijskih
sojeva

U jazice mikrotitarske pkice dodano je 100 pL supernatanta ispitivane bigéiterkulture i
10 pL prekonéne kulture pojedinog test mikroorganizma razigee u 90 L hranjivog

tekute podloge. Antibakterijsko djelovanje ispitivane ktemijske kulture prema test
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mikroorganizmima tijekom 24 sata uzgoja pri 37 °@Gredeno je spektrofotometrijskim
mjerenjem prividne apsorbancije pri valnoj duljig20 nm poméu ¢itaca mikrotitarskih
plocica. Razlika u prividnoj apsorbanciji kontrole (kudirana hranjivi tekda podloga bez
dodanog supernatanta ispitivane bakterije) i uzrakdodanim supernatantom mjera je
inhibicije rasta test mikroorganizma. Apsorbancijee inokulirane hranjive podloge

predstavlja slijepu probu.

3.2.2.4. Odrdivanje antibakterijske aktivnosti metodom difuzije s dvostrukim slojem
agara (“Agar-spot-test metoda”)

Ova metoda se koristi za testiranje antagafksi meiudjelovanja bakterija mlijne
(5 i) na MRS-agar hranjivu podlogu i inkubira na 37@k se ne razviju kolonije (18-24 h).
Petrijeve zdjelice, na kojima su izrasle kolonge, preliju s 10 ml MRS ,soft-agara®, koji
sadrzi 10Qul suspenzije testiranog mikroorganizma. Inkubatrgge 24 sata pri 37°C. Nakon
inkubacije se izmjere promjeri narasle kulture (GD)romjeri zone inhibicije (ID) te se
izracuna efektivni inhibicijski odnos (EIR) prema izrazu

EIR = (ID-CD)/CD

A rezultati interpretiraju prema dobivenim vrijeditiona i to :

EIR<0,5 — slaba inhibicija

0,5<EIR<1,5 — umjerena inhibicija

EIR>1,5 — zn&ajna inhibicija

3.2.2.5. Ispitivanje autoagregacijskih i koagregagskih svojstava bakterija mlije¢ne
kiseline

Bakterijske kulture su uzgojene u MRS tésu podlozi pri 37 °C tijekom 18 sati.
Autoagregacijska i koagregacijska svojstva balgkitj stanica odabranih kultura ispitana su
u fosfathom puferu (pH=7,2). Suspenzija bakterfjsktanica (4 mL) je izmijeSana na
vibromjeS&u, a zatim je odivana bakterijska autoagregacija i koagregacigkdim 5 h pri
sobnoj temperaturi. Apsorbancija pri 600 nm §gana uzorcima dobivenim prenoSenjem 0,1

mL s vrha suspenzije bakterijskih stanica u 3,9fodfatnog pufera (pH=7,2).
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Postotak autoagregacije je izuaat prema formuli:
% agregacije = (1 —#Ag) x 100

At — aposorbancija u vremenu t (1, 2, 3, 4ili 5 h)
Ao — apsorbancija u vremenu t=0

Ispitana je takder koagregacija odabranih bakterijskih sojeva sem@jalno patogenim
mikroorganizmimaEscherichia coli3014 i Salmonella entericaerovar Typhimurium FP1.
Po 2 mL svake od para bakterijskih suspenzija e$aijse na vibromjeda i ostavi stajati
tijekom 5 h na sobnoj temperaturi. Uzorci su uzimaa isti n&in kao i za odréivanje
autoagregacije, dtana im je apsorbancija pri 600 nm, a postotakgkegacije je izréunat
prema formuli:

% koagregacije = [(ODx + ODy)/2 — OD(x + y)])/[(ODxODy)/2] x 100

gdje su x i y pojedinme bakterijske suspenzije ispitivanog bakterijsipaga, a (X + Y)

predstavlja suspenziju ispitivanog para bakteKas(i sur., 2003).

3.2.2.6. Bakterijska adhezija na otapala

BATS metoda €ngl. Bacterial adhesion to solvents) je metoda zaddaeje hidrofobnosti,

te bazénih (elektron-donorskih) i kiselih (elektron-akcegskih) svojstava bakterija mlijae
kiseline (Valeriano i sur., 2014). Bakterijski sdjsu nakon rasta u MRS telaj podlozi pri

37 °C tijekom 18 h, centrifugirane pri 3500 okr/ntifegkom 15 minuta, isprane sterilnom
destiliranom vodom i suspendirane u 0,1 M KN@H=6,2). Prirdenim suspenzijama
mikrobnih stanica &itana je optitka gustéa pri 620 nm (B), a zatim je dodano 1mL
odgovarajdeg otapala (kloroform -elektron-akceptorsko otapatil-acetat - jako elektron-
donorsko otapalo i heksan, nepolarno otapalo)ed®nra smjesa se homogenizirala tijekom 2
minute na vibromjesa. Slijedila je inkubacija na sobnoj temperatuxi20 minuta nakon
¢ega je oprezno uzorkovano 1(D uzorka vodene faze te se je ponoviiama apsorbancija

(A) pomcaiu citaca mikrotitarskih pldica.

% adhezije = [(1-A)/A] x 100
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3.2.2.7. Spektrofotometrijsko odrdivanje slobodne kolne kiseline

Koncentracija slobodne kolne kiseline, nastale zbilgolazne (dekonjugacijske) aktivnosti
odabranih bakterija mlifme kiseline je odivana nakon 24 h uzgoja u MRS bujonu s
dodanih 2 mg/mL natrijeva taurodeoksikolata. U 3 mzibrka dodano je 0,6 mL 4 M NaOH i
3,6 mL etilacetata. Dobro profkana smjesa ostavi se 15 min na sobnoj tempedduni se
razdvojile faze. Koliina od 2 mL gornjeg sloja etilacetata prenese &istu epruvetu pa se
zatim otpari pri 60 °C u struji duSika. Suhi seatsk otopi u 1 mL 0,01 M NaOHi6 mL8 M
HoSQy i 1%-tnog furfuraldehida, te ostavi stajati 13 ruirvodenoj kupelji pri 65 °C. Nakon
hladenja uzorku se doda 5 mL ledene octene kiselingta ge apsorbancija pri 660 nm. Za
izradu bazdarne krivulje pripremaju se otopine déadnih koncentracija: 0,025; 0,05; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 i 1 mg kokiseline/mL 0,01 M NaOH, a ohtaju se
slijedom opisanim za uzorke nakon otparavanja.l@lamje tijekom 24 sata uzgoja pen
rast odabranih sojeva mjerenjem apsorbancije @riré2 (Kos i sur., 2003).

3.2.2.8. Ispitivanje asimilacije prebiotékih supstrata

Za ispitivanje asimilacije prebi@kih supstrata pripremljene su MRS hranjive podl&gge
su sadrZavale sve sastojke osim glukoze umjestjkajodan jedan od sljetlle prebiotika:
inulin, fruktooligosaharid (raftiloza), laktulozéi imanitol u koncentraciji od 10 g/L. Kao
kontrola se koristi hranjiva podloga bez prebiotkako bi se eliminirao rast na ostalim
sastojcima hranjive podloge. Podloge su inokulira®6-tnim inokulumom pojedinog soja i
inkubirane tijekom 24 sata. Tijekom uzgoja jedara rast bakterija mjerenjem apsorbancije
pri 620 nm. Proizvodnja mlifgme kiseline i pH vrijednost su odiene nakon zavrSetka
uzgoja. pH vrijednost je izmjerena koriStenjem pltra, a za oddvanje mlijecne kiseline
je 1 mL uzorka razriggen s 19 mL destilirane vode u Erlenmeyerovoj tikad 100 mL.
Razrijeieni uzorak je titriran s 0,1 M NaOH uz fenolftalddao indikator, do pojave blijedo
ruzicaste boje.

SH = a* 20 ¢ fnaoH* 2

% mlijeche kiseline = °SH 0,0225

a=mL 0,1 M NaOH (1°SH ~ 0,0225 g mdife kiseline (%))
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3.2.2.9.In vitro adhezija na proteine ekstracelularnog matriksa

Eksperimenti in vitro adhezije na proteine ekstracelularnog matrikgavedeni su s
bakterijskim stanicama iz kasne eksponencijalne (@Ds2onm0d 3,5-4; odgovara 1,2x1do
1,4x10 CFU ml/l). Ispitivanje adhezije bakterijskihstanica se provodilo u Polysorp
mikrotitarskim pl&éama s 96 jazica (Nunc, Danska) koje na ravhom ddws imobilizirane
proteine ekstracelularnog matriksa. Mikrotitarskap su presvtene s 5qug/ml fibronektina
(Sigma, Njema&ka), odnosno laminina ili kolagena u karbonatnokationatnom puferu 50
mmol/l, pH 9,6, nakonéega su jazice mikrotitarskih pla isprane tri puta s fosfatnim
puferom i inkubirane 1 h u 1 % otopini Tween 20s(far Scientific, New Jersey, SAD) u
fosfatnom puferu. Nakon Sto je gu&tobakterijskih stanica svakog pojedinog soja pauese
na OD2onm =1,0 u fosfathom puferu, 100 pl bakterijske sugpendodano je u jazice
mikrotitarske plgice s imobiliziranim proteinom ekstracelularnog niaa, te je slijedila
inkubacija bakterijskih stanica prekodqri 4 °C. Slijedilo je trostruko ispiranje sadjd
mikrotitarskih pol@ica s 200 pl fosfatnog pufera koji sadrzi Tween dko bi se uklonile
nevezane bakterijske stanice, te je mikrotitarsk&iga do suSenja sadrzaja inkubirana na
sobnoj temperaturi (vrijeme inkubacije priblizndl Tako prirdene adhezirane bakterijske
stanice bojane su s kristal violetom (1 mg mlgkgm 45 min, pH 4,0). Nakon ponovnog
Ispiranja, suviSak boje kristal violeta je uklonjdadatkom 50 mmol/1 citratnog pufera pH
4,0 (100ul po jazici), nakortega je ¢itana apsorbancija pri 620 nméiacu mikrotitarskih
plo¢a LKB 5060-006 (,GDV*, Rim, Italija). Svi eksperimé su ponovljeni tri puta i rezultati
su izraZzeni kao srednja vrijednost tri nezavisniaupa, te je izré&unata standardna devijacija
(SD).

3.2.2.101n vitro adhezija na glikoprotein mucin

Vezanje probiotikih sojeva na mucin je provedeno na mikrotitarskiaticama s 96 jazica,
koje su inokulirane bakterijskim stanicama porastimeksponencijalne faze rasta. U jazice
mikrotitarskih pl@ica se prethodno, prije dodatka suspenzija bakkehnij stanica, dodaje
glikoprotein mucin u koncentraciji od 50 pg/mL utk@nantnom/bikarbonantnom puferu (50
mmol/L, pH 9,6) te se inkubira preko digri 4C. Potom se jaZice isperu tri puta s fosfatnim
puferom, te se mucin imobilizira tijekom sat vrematodatkom 1% Tween 20 u fosfatnom
puferu. 100 pl suspenzije svakog soja, kojoj jegsetha Okrona 1 u fosfathnom puferu, se
doda u svaku jazicu mikrotitarske pice koje se zatim inkubiraju preko ¢i@ri 37°C. Nakon
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uklanjanja neadsorbiranih odnosno nevezanih stdtricazastopna ispiranja s 200 pl 0.05%
Tween 20 u fosfatnom puferu) mikrotitarske @ se suSe pri sobnoj temperaturi i vezane
(adhezirane) stanice se detektiraju bojanjem kngtdetom. Potom se mikrotitarske gioe
isperu s 10Qul citratnog pufera (50 mmol/L, pH 4,0) i odrge se apsorbancija ngtacu
mikrotitarskih pl@ica LKB 5060-006, ,GDV* pri 620 nm. Taki®r je odrédena iin vitro
adhezija probiotkih sojeva na mikrotitarskim pdeccama s 96 jazica koje ne sadrze vezani
mucin kao kontrola. Eksperimenti su ponovljenipiuta za izréunavanje srednje vrijednosti i

standardne devijacije.
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4. REZULTATI

4.1. Identifikacija probioti ¢kih sojeva iz pripravaka

Komercijalno dostupni probiatki pripravci na hrvatskom trziStu su nasdno prikupljeni i
katalogizirani prema vrstama probittih bakterija koje sadrze, formulaciji proizvoda i
njihovoj namjeni, a ozré@ni su redom PP1 do PP13. Radi se o pripravcimaskojprema
deklaraciji, namijenjeni za profilaksu ili ublazayje veinom funkcionalnih porent@ja
probavnog sustava odraslin osoba, djece ili d@éni dostupni su u obliku formulacije
tableta, pastila, végca s liofiliziranim pripravkom odgovaraje doze ili kapi, te sadrze
pojedin&ne ili mjeSovite bakterijske kulture. No analizaujdjucivala i PP10 koji se prema
deklaraciji primjenjuje za modulaciju sastava mikode usne Supljine djece, te pripravak
PP13 koji se primjenjuje kod infekcija urogenitajnivakta zena. U koiaici je prikupljeno
13 komercijalnih probiotkih pripravaka od koji prema deklaraciji 11 sadrisok broj zivih
stanica BMK iz rodovalactobacillus ili Bifidobacterium Prema deklaraciji, probi@ki
pripravci sadrZze probiatke sojeve sa znanstveno dokazaniineima u klinikim
ispitivanjima poputL rhamnosusGG® ili Bifidobacterium longunBB536, koji su svjetski
poznati sojevi. Eksperimentalni pristup obuéagrimjenu brzih, €éinkovitih i ekonoménih
metoda za provjeru tvrdnji deklariranih na prolikitn pripravcima. U pripravku koji je
sadrzavaocetrnaest raztitih bakterijskin sojeva, uklguju¢i i soj Bacillus subtilis i u
pripravku PP10 s 4 mikrobne vrste od kojih 2 prggadvrsti Streptococcus salivarius,
otezana je izolacijaistih kultura mikroorganizama, stoga su isk&uai iz daljnih istrazivanja.
Provedena je karakterizacija fenotipskih svojstavgenotipska identifikacija bakterijskih
sojeva iz probiotikin pripravaka s ciliem uvida u d&oost deklaracije na probiskom
pripravku. Za izolaciju pojedigaih mikrobnih kultura sadrzanih u pripravcima keegige su
klasicne mikrobioloske metode te su definirane fizioloSkmetaboltke karakteristike. U
eksperimentima, te s obzirom na deklaraciju bagkteh sojeva navedenih na proizvodu,
primjenjene su selektivne hranjive podloge za rash MRS hranjivi agar za izolaciju
Lactobacillus sojeva i TOS-propionat hranjivi agar za izolaciifidobacterum sojeva.
Odretivanjem broja poraslih bakterijskih kolonija (CFU/nli g) ustanovljeno je da je
koncentracija bakterijskih stanica u svim prolkitin pripravcima visoka, te je odten broj
poraslih bakterijskih kolonija iznosio najmanje’ T0FU/ml. Broj poraslih bakterijski kolonija
je u rasponu vrijednosti izda 1 do 10 CFU/ml ili CFU/g (Tablica 13.). Prema
rezultatima, u dva probigka pripravaka, broj mikrobnih stanica je iznosipadd 16
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CFU/ml, no treba istaknuti da se radi o prolgiatn pripravcima koji prema deklaraciji
sadrze viSe raglitin bakterijskih vrsta, te d&treptococcusrste slabije rastu na MRS agaru,
te da je selektivha podloga zé&nkovitiju izolaciju ovih mikrobnih vrsta primjerec Columbia
krvni agar. Za sve ostale pripravke potrebno jakistiti da je CFU iznosio iznad 8GFU/ml
Sto je u skladu s deklaracijom navedenom na prdiayo joS znaajnije, sa zahtjevima
definiranim prema ovlastenim institucijama za pzetie probiotikin uc¢inaka u doménu.
Kako nije bilo mogde razdvojiti sojeve koji prema deklaraciji u praft&im pripravcima
sadrze viSe od 3 raziie bakterijske vrste, u daljnjim analizama iskljusmo probiottke
pripravke PP6 i PP7, te probigki pripravak sa znatno nizim brojem bakterijskiarsta od
onog navedenog na deklaraciji PP10, a koji sadrzazicita bakterijska soja. Podaci na
deklaracijama probiatkih pripravaka ispravno navode nazive bakterijskita, dok pojedini
pripravci deklariraju ispravno taksonomsku ideRafiiju do razine soja, Sto je 8hj za jedan
od znanstveno najistrazenijin probitkih sojeval. rhamnosusGG® (Sanders i Leeber,
2014). Sléno primjerice na jednom probidkom pripravku je naveden komercijalni naziv
sojalLb. reuteriProtectis koji je vétoliko uobiajen da se koristi i u znanstvenoj literaturi, a
ispravan taksonomski naziv jeLb. reuteriDSM 17938. U jednom od probi¢kih proizvoda
PP13 odréeno je i prezivljavanje sadrzanih probéih kultura tijekom duljeg vremenskog
perioda, tijekom 150 dana i ustanovljeno je da ipravku zadrzan visoki broj metabii
aktivnih bakterijskih stanica tijekom skladiStepja 4°C. No prilikom skladiStenja pri sobnoj
temperaturi ipak je zabiljezeno smanjenje brojatdrgkkih stanica i vrijednost je iznosila
1,3x10 CFU/ml to jo$ uvijek vrijednost koja je iznad poewiene dnevne doze za unos
probiotickih stanica (Tablica 14.).
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Tablica 13. Usporedba broja mikroorganizama navedenih na dilja probiotickih

proizvoda (PP) i broja bakterijskih stanica nakasta na MRS ili TOS selektivnim hranjivim

pologama.
Probioti¢ki  Formulacija
proizvod proizvoda
PP1 kapi
PP2 I|o_f|I|Z|ran|
pripravak
PP3 I|o_f|I|Z|ran|
pripravak
PP4 kapsule
PP5 pastille
PP6 I|o.f|I|Z|ran|
pripravak
PP7 kapsule
PP8 kapsule
PP9 kapi
PP10 tablete
PP11 I|o.f|I|Z|ran|
pripravak
PP12 I|o_f|I|Z|ran|
pripravak
PP13 kapsule

Odreden broj

Prr;rrr:{'zna iliz)cl)ijranih Deklariran broj bakterijskih
geklaraci'i vrsta mikroorganizama  kolonija
I (CFu/mI; CFUlg)
GIT 1 1,0xBCFU 1,5x168
kolike dojertadi 2 Nije navedeno  1,1x%0
GIT1 1 9,2x16 4,0x10
imunomodulacija
GIT 1 1,0x40 4,0x16
mikrobiota 2,0x16 1,0x16
oralne Supljine
GIT 2 4,0x16 4,0x16
GIT 14 1,0x¥0 3,0x10d°
GIT 2 1,0x10 1,0x18
GIT dojetadi 1 1,0x18 1,0x1¢
GIT i usna 3,5x10
Supliina 3(4) 2,5x1¢ 2,0x10
Pl 1,0x10
GIT 4 (5) 1,0x16° 2,5x13°
GIT 3 1,0x18° 1,0x16°
vaginaina 2 1,0x16 1,43x10°
mikrobiota

Tablica 14. Usporedba broj bakterijskih stanica pri ratim temperaturama skladiStenja

tijekom 5 mjeseci. Broj bakterijski stanica odiea je nakon inokulacije bakterijskih kultura iz
PP13 na MRS hranjivom podlozi.

Temperatura Broj CFU/g uzorka

skladistenja

pripravaka 0 dan
4°C 1,43x18°
Sobna 1,40x10°
temperatura

30 dan 60 dana
1,40x163° 1,36x10°
1,18x13° 6,31x10

90 dana 120 dana 150 dana
1,20x163° 1,10x16° 1,00x1d°
2,10x16 1,60x13  1,30x10
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Bakterijski sojevi su inokulirani u selektivhu tekuhranjivu podlogu i zatim inkubirani pri

razli¢itim uvjetima rasta, mikroaerofilno ili anaerobno m@zli¢itim temperaturama kako bi se
definirali optimalni uvjeti za rast. Provedena genétipska karakterizacija za definiranje
fizioloSkih svojstava bakterijskih sojeva. Pri toree bakterijski sojevi bojani metodom po
Gramu, zatim mikroskopirani Sto je oma@ga i odredivanje morfologije bakterijskih stanica.

Ispitana je aktivnost enzima katalaze, te su bggkesojevi ispitani brzom KOH metodom te
(Tablica 15.).

mikrobioloskih metoda ustanovljeno je da su ispitsmjevi Gram-pozitivhe, nesporogene,

je proveden test sporogenosti Na etpm rezultata ovih klashih

katalaza-negativne bakterije, morfologije kratkitduzih Stapéa ili koka, koje uspjesno rastu
pri 37 °C u anaerobnim ili mikroaerofilnim uvjetim®&ri tome se sojevi deklarirani kao
predstavnici Bifidobacterium vrsta rasli samo nakon inkubacije u striktno aolBim

uvjetima i pokazali su mogunost stvaranja plina, Sto ujwje na heterofermentativni
metaboléki put u stanici. Sojevi koji nisu pokazali svojstwstvaranja plina iz glukoze
smatraju se homofermentativnim, a u suprotnom btenentativnim. Na temelju rezultata
stvaranja plina procijenjeno

je da bakterijski so0jeLactobacillus vrste provode

homofermentativni ili heterofermentativni metaks&liput razgradnje glukoze (Tablica 15.).

Tablica 15.FizioloSka svojstva bakterijskih sojeva iz prohikth pripravka.

Bakterijski KOH Bojanje Test Stvaranje
: Katalaza test : :
S0j metoda po Gramu sporogenosti plina
1 G+ G+ katalaza-negativha nesporogena -
2A G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
2B G+ G+ katalaza-negativha nesporogena +
3 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena +
4 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
5/1 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
6B G+ G+ katalaza-negativna nesporogena +
7A G+ G+ katalaza-negativna nesporogena +
8 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena +
8/1 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
8/2 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
9 G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -
13A G+ G+ katalaza-negativha nesporogena -
13B G+ G+ katalaza-negativna nesporogena -

Nakon prekonénog uzgoja pri optimalnim uvjetima rasta atkre su vrijednosti pH, stupan]
kiselosti i postotak sintetizirane miijee kiseline u supernatantu bakterijske kulture [[€ab

16.). Rast bakterija procijenjen je na temelju @Sppsti acidifikacije okolnog mikrookolisa,
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odnosno tekée hranjive podloge, mjerenjem snizavanja pH vrigsiip te odrdivanjem
produktivnosti mlij€ne kiseline u istom vremenskom intervalu. Ulazaktéajskih stanica iz
eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta pratidrgemje sinteze mlijme kiseline, a time i
pH vrijednosti supernatanta kulture, te je koctime Lactobacillus sojeva ustanovljena
otprilike 12 do 16 sati nakon inokulacije g@ne kulture. pH vrijednosti odtene u
supernatantu kulture pojedinog soja su u raspon8,64t:0,65 do 5,05+0,39 i u skladu su s
odreienim postotkom proizvedene mliijge kiseline. Niske pH vrijednosti odiene u
supernatantu kulture pojedinih sojeva su rezultatemstveno sinteze mlijae kiseline,
primarnog metabolita, Sto je prilog karakterizachjekterijskih sojeva u skupinu BMK.
Bakterije iz rodaifidobacteriumproizvode mlijeénu kiselinu kao jedan od glavnih proizvoda
metabolizma ugljikohidrata, ali su filogenetski Zamo razléite od rodova BMK.
Specifénost bifidobakterija u usporedbi primjerice sa soj@ Lactobacillusvrste je da
razgraluju heksozu specifnim metabokkim putem éngl. “bifid shunt”) u kojem enzim
fruktoza-6-fosfoketolaza ima kijnu ulogu. Bakterijski sojeMiuvani su u obliku zamrznutih
bakterijskih kultura pri -80 ° C u MRS teénj hranjivoj podlozi s 15% (v/v) glicerola.

Tablica 16. Proizvodnja mlijéne kiseline, stupanj kiselosti i pH vrijednost ypsrnatantima
kulture nakon prekorimog uzgoja pojedinih bakterijskih izolata u MRSu&lj podlozi pri

optimalnim uvjetima rasta.

Oznaka soja °SH Mlije éna kiselina (%) pH
1 124,00+£30,20 2,79+0,68 3,80+0,03
2A 108,00+28,80 2,43+0,65 3,81+0,13
2B 110,67+16,17 2,49+0,36 3,74+0,65
3 56,00+10,58 1,26+0,24 5,05+0,39
4 109,3+12,20 2,46+0,27 4,38+0,10
5/1 108,0+14,40 3,43+1,84 4,28+0,02
6B 96,00+10,00 2,16+0,51 3,85+0,25
TA 102,70£20,10 2,31+0,45 3,77+0,09
8 100, 00£10,10 2,25+0,07 3,75+0,04
8/1 96,00+12,20 2,20+0,06 3,85+0,39
8/2 100,00£10,20 2,25%£1,80 4,15+3,82
9 72,00+16,00 1,62+0,36 4,30+0,03

Kako bi se ustanovila mognost sinteze raglitih izvora ugljika provedena je fenotipska
identifikacija sojeva iz rodhactobacilluspomau API 50 CHL testa (Slika 8.; Tablica 17. do
18.), te sustavom za identifikaciju BBL CRYSTAL™ AN za Bifidobacterium sojeve

(Tablica 19.). Metoda je omogila identifikaciju sojeva do taksonomske razineters
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analizom fermentacijskih profila 49 ragtih ugljikohidratnih supstrata kao izvora ugljika.
Ova metoda je brza, ekonama i jednostavne izvedbe te omoégje rutinsku provjeru
velikog broja bakterijskin sojeva, a omaga je identifikaciju sojeva koji pripadaju rodu
Lactobacillus u 77% ispitanih probiatkih pripravaka, Sto je u skladu s navedenom
deklaracijom na probiatkim pripravcima. Pri tome je za &au sojeva vrijednost postotka
identifikacije (% ID) iznad 90%, Sto upuje da se radi o vrlo dobroj ili uspjesSnoj
identifikaciji (Tablica 20.).

Slika 8. Fenotipska identifikacijhactobacillus rhamnosus3A (ID= 91,8%) iLactobacillus
reuteri 13B (ID= 99,7%) API 50 CHL testom
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Tablica 17. Fermentacijski profiliL. rhamnosusl3A i L. reuteri 13B odreieni na temelju
mogunosti fermentacije oddenog Séernog supstratdiokemijskim testom API 50 CHL.

Oznaka izolata Oznaka izolata

Ugljikohidrati Ugljikohidrati

13A 13B 13A 13B
Kontrola - - Arbutin - +
Glicerol - - Eskulin * +
Eritriol - - Salicin - +
D-arabinoza - - Celobioza - +
L-arabinoza - - Maltoza + *
Riboza + * Laktoza + +
D-ksiloza - - Melibioza + -
L-ksiloza - - Saharoza * -
Adonitol - - Trehaloza - +
B-metil-ksilozid - - Inulin - -
Galaktoza + + Melezitoza - +
D-glukoza + + D-rafinoza + -
D-fruktoza + - Amidon - -
D-manoza + - Glikogen - -
L-sorboza + - Ksilitol - -
Ramnoza + - B-gentobioza - +
Dulcitol - - D-turanoz - +
Inozitol * - D-liksoza - -
Manitol + - D-tagatoza - +
Sorbitol * - D-fukoza - -
a-metil-D-manozid - - L-fukoza - -
a-metil-D-glukozid + - D-arabitol - -
N-acetil glukozamin + - L-arabitol - -
Amigdalin + - Glukonat + +

2-keto-glukonat - - 5-keto-glukonat - -

-, hegativna reakcija, nema promjene boje — nemmadrtacije;
+, pozitivna reakcija, promjena boje unutar 48 sedilbacije; prisutna frementacija
%, promjena boje izni zelene i Zute
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Tablica 18. Fermentacijski profil bakterijskih izolata iz pratickih pripravaka i fenotipska
identifikacija nakon usporedbe s podacima u badageka V5.0.

Oznaka izolata

Supstrat 1 2A 4 5 6B 8 8/1 8/2 9
Kontrola - - - - - - - - -

Glicerol - - - - - - - - -
Eritriol - - - - - - - - -
D-arabinoza - - - - - - - - -
L-arabinoza - - + + +
Riboza - - + + + - - + -
D-ksiloza - - - - - - - - -
L-ksiloza - - - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - -
B-metil-ksilozid - -
Galaktoza
D-glukoza
D-fruktoza
D-manoza
L-sorboza - -
Ramnoza - -
Dulcitol + +
Inozitol - -
Manitol + +
Sorbitol + +
a-metil-D-
manozid
a-metil-D-
glukozid
N-acetil
glukozamin
Amigdalin -
2-keto-glukonat - -
Arbutin +
Eskulin +
Salicin -
Celobioza +
Maltoza - -
Laktoza - -
Melibioza - -
Saharoza -
Trehaloza +
Inulin - -
Melezitoza + +
D-rafinoza - -
Amidon - -
Glikogen - -
Ksilitol - -
B-gentobioza + -
D-turanoza - -

+ +

+ + + + 4+ + +
1
+

+ o+ +
1
+

+ o+ +

+ o+ +

+ o+ +
1

1

1
+

1

1
+
+
+
+

.
+
.
+
+
+
+
+

+
.
.
.
4
+
+
+

+ + + +
+ +

+
e

+ + + + + +
+

o+ o+ A+ o+ o+
.

+ + 4+ + -

o+ o+ +
o 4+ o+ + 4+
4+

o+ o+

+ 4+ + 4+
1
1

+ + +
1

+ + +

+ +

+ +
1 1
+ 1
1 1
1 1
v+
1 1
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Oznaka izolata
Supstrat 1 2A 4 5 6B 8 8/1 8/2 9

D-liksoza - - - - - - - - -
D-tagatoza + + - + - - - +

D-fukoza - - - - - - - - -
L-fukoza - - - - - - - - -
D-arabitol - - - - - - - - -
L-arabitol
Glukonat
5-keto-glukonat

(<) =
2 . EB £ D £ £ £
o > 23 = @ 2 2 2
API £ 2 & © 8 3 3 3 5
; LA i c c c c 2
identifikacija s = S E £ < 3 3 5 S
S S R 2 o o o o g
i g€ g i i i i i i
g = P = 8 8 < S < S 8 =
S 5 5 S S g5 g3 S =
n O 5 8 T = © 3 © 3 S g S 3 el T =
O X O X =5 o X o X S x O x o= > =
o= o= £ 2 o E o E o= o= o E =2
n c n < s < T c T c O = O = T c S <
S o S Q ) ) ) ) ) [0) )
k=) 8 S ° ° S ° S c

-, hegativna reakcija, nema promjene boje;
+, pozitivna reakcija, promjena boje unutar 48;sati
+, promjena boje izmik zelene i Zute

Za sojeve iz probiatkih pripravaka PP3 i PP4 koji prema deklaracijirzadbakterijski soj iz
rodaBifidobacterium potvideno je, na temelju mognosti fermentacije speciih supstrata
primjenom sustava za identifikaciju BBL CRYSTAL™ A\ da se radi o bakteriji iz roda
Bifidobacterium(Tablica 19.).

76



Tablica 19. Fenotipska identifikacija bakterijskih sojeva istaBifidobacteriumna temelju

fermentacije specinih supstrata.

Supstrat PP3 PP4
Kontrola - -
L-arginin-AMC + +
L-histidin-AMC + +
4-MU-o-D-manozid - -
L-serin-AMC + +

L-izoleucin-AMC - -
4-MU-B-D-manozid - -
glicin-AMC + +
L-alanin-AMC + +
4MU-N-acetil-B-D-galaktozaminid - -
L-piroglutaminska kiselina-AMC - -
L-lizin-AMC + +
L-metionin-AMC + +
4MU- B-D-celobiopiranozid - -
4MU-B-D-ksilozid
L-fenilalanin-AMC
L-leucin-AMC

Escosyl

disaharid

furanoza

piranoza
p-n-p-a-D-galaktozid
p-n-p$-D-galaktozid
p-n-p-fosfat
p-n-p-a-D-glukozid
p-n-p-N-acetil-glukozaminid
L-prolin-p-nitroanilid
p-n-p-u-L-fukozid - -
p-n-p$-D-glukozid - -
L-alanin-L-alanin-p-nitroanilid - -

BBL identifikacija Bifidobacteriumspp. Bifidobacteriumspp.

ID uspjesna identifikacija vrlo dobra identifikacija
(99,72% (96,76%)

+ + + A+
1 1

+
1

+
1

-, hegativna reakcija, nema promjene boje;
+, pozitivha reakcija, promjena boje unutar 24 ;sata
+, promjena boje izmku + i -
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Tablica 20. Fenotipska identifikacija bakterijskin sojeva mamelju fermentacijskih profila
ugljikohidrata. Vrijednost postotka identifikacij& 1D, upiuju na slénost fermentacijskih

profila bakterijskih sojeva sa onima iz API| bazelataka.

Oznaka soja  Fenotipska identifikacija % ID

1 Lactobacillus rhamnosus uspjesna identifikacija (99,6%)

2A Lactobacillus rhamnosus uspjesSna identifikacija

2B Bifidobacterium uspjesna identifikacija (99,72%)
3 Bifidobacterium vrlo dobra identifikacija (96,76%)
4 Lactobacillus plantarum neprihvatljiv profi

(rhamnosus)

5/1 Lactobacillus fermentum dobra identifikacija

6B Lactobacillus rhamnosus dobra identifikacija
8 Lactobacillus plantarum uspjeSna identifikacija

8/1 Lactobacillus plantarum uspjesSna identifikacija

8/2 Lactobacillus plantarum uspjesSna identifikacija (92,1%)
9 Lactobacillus reuteri neprihvatljiv profil

13A Lactobacillus rhamnosus uspjesSna identifikacija (91,8%)

13B Lactobacillus fermentum uspjesna identifikacija (99,7%)

S aspekta sigurnosti primjene probikth sojeva potrebno je ustanoviti magwsti pojave
antibioticke rezistencije. Metodom difuzije i E-testa ustdjgmo je da je kod 33%
bakterijskin sojeva prisutna fenotipska rezistenaia kanamicin ili streptomicin, te na
klindamicin ili tetraciklin kod 25% bakterijskih ggva (Tablica 21. i 22.). Metodom difuzije u
agar izrdeni su antibiogrami i jasno vidljive zone inhibgijasta oko filter diskova s
odreienim antibiotikom za sojeve iz probigkog pripravka PP13 (Slika 9.).

Slika 9. Zone inhibicije rasta bakterijskih sojeva probiotickog pripravka PP13) L.
rhamnosusl3A i b) L. reuteri 13B uslijed antimikrobnog djelovanja 6 ra#iih antibiotika.

Vrijednosti raazliitin skupina odréene metodom difuzije.
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Za sve sojeve su ta#er odretene vrijednosti minimalne inhibicijske koncentracij
antibiotika, koji su prikazani takier za sojeve iz probigkog pripravka PP13 (Slika 10.).
MIC vrijednost odrédene zal. rhamnosussoj 13A za tetraciklin je 0,06 ug/ml, a za
klindamicin 0,12 ug/mlVrijednost MIC koja je potrebna za inhibiciju radtareuteri 13B

iznosi 0,06 ug/ml, a za tetraciklin 0,25 ug/ml.

Slika 10. Zone inhibicije rasta bakterijskih sojeva iz paildkog pripravka PP13&) L.
rhamnosusl3A uslijed inhibicijskog djelovanja antibiotikattaciklina i klindamicina b) L.
reuteri 13B uslijed inhibicijskog djelovanja antibiotikariteomicina i tetraciklina i
odgovarajde vrijednosti minimalne inhibicijske koncentracgjdreiene poméu E-testa.

Intrinzi¢na ili uradena rezistencija na vankomicitestala je kod sojeva iz rolactobacillus
Prema rezultatima izolati iz probitkih proizvoda koji prema deklaraciji sadrze ili
pojedin&ni soj Bifidobacterium ili su u pripravku u kombinaciji sa sojevima roda
Lactobacilluskao mjeSovita probiatka kultura, osjetljivi su na vankomicin, Sto se moz
pretpostaviti da je posljedica rezistencije predsitaa iz rodalactobacillusna ovaj antibiotik
te smatrati doprinosom njihovoj ispravnoj identdsi (Tablica 21. i 22.). Rezistencija na
vankomicin je kodirana genima na bakterijskom “kosmmu” i smatra se da nije prenosiva
na komenzalne bakterije GIT, a razlikuje se odeste rezistencije, koja je prenosiva, jer se
nalazi na mobilnim geneékim elementima, te je destala kod sojeva rod&nterococcus
(Lebo$ Pavunc i sur., 2013Metodom difuzije u agaru ustanovljena je visoksesialost
fenotipske rezistencije kod ispitivanih sojeva @@komicin i na aminoglikozidne antibiotike
kanamicin i streptomicin (Tablica 21. i 22.).
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Tablica 21. Osjetljivost izoliranih sojeva i test mikroorgamasS. aureus3048 na razéite antibiotike odréena metodom difuzije.

Oznaka
soja

Ampicilin
(Amp)

Azitromicin
(AMZ)

Bacitracin

(B)

Kloramfenikol

©

Klindamicin

(DA)

Eritromicin

(E)

Gentamicin
(CN)

Neomicin

(N)

Novobiocin
(NV)

Penicilin
G(P)

Rifampicin
(RD)

2 g

15 ug

10 ug

10pg

2ng

S g

10ug

10ug

Sug

1 units

S g

e (mm)

13A

7 116 18

1] 12 17

17 7 1

25 15 3

Promijer zone inhibicij

11

24

22 (22719

73 8 | 10

13 13 1

1 16

13

32 19

23

13,67

13,33

14

16.67

19

20,67

10,33

13,33

714.6

24,67

13B

12]10 0

12 15 14

24 10 1

7 26 20 7

27 20

25 (2318

S!OO - 10

1§ 12 1

B 12

26 17

30

4.00

13,67

17

2233

24

20,33

6,33

15

125

24,37

1270 | 16

13 18

12 1

B 22 2

24 (227 24

2 11] 7

1§ 24 2

7 23

15

25 24

26

9,33

1533

11

23

23

23.33

12,33

22,67

18 31

25

7 | 13] 18

120 19 19

7 18

2? 24 2

20 22

21 [20 | 28

Q896

16 20 1

=

53 28

29

12.67

16,67

10,33

22.67

21

25,33

500

14,67

,6718

26,67

20/ 187 0

13 19 17

10 12 1

2% 20 1

0D

20 24 |24

er/o o

22

14 15

17

14 18

14 18

21

12,67

16.33

10,67

20,67

6.67

23

0

17

16,33

17,6]

10/ 0 | 23

14 9] 19

13 14 1

7 24 22 2

40 |24

27 [26 ] 20

10] 10] 11

14 12 1

0 22

30 26

26

N N
S| x| =gl =l|x| =

11

14

14,67

22

30,33

19,00

10,33

13,67

11.0(

7,33

5/1

10] 287 24

18 27 21

30 29 |

30 [31

26 |20 24

20] 22] 12

19

21 14

20 24

18

22 |26

26

x|

20,67

22

15

26,67

29

14,67

18

18

20.67

24,67

6B

14720 0

18 26 25

15 11 1

7 21

27 2

24 130

27 (24 36

8 0 11

14 26 2

a1 17

26 132

27

x|

11,33

23

14,33

22.67

27

30,33

3.67

20

21.61

,3328
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Tablica 21.Osjetljivost izoliranih sojeva i test mikroorganiai8. aureus8048 na razéiite antibiotike metodom difuzije

Oznaka
soja

Ampicilin
(Amp)

Azitromicin
(AM2)

Bacitracin

(B)

Kloramfenikol

(©

Klindamicin
(DA)

Eritromicin

()

Gentamicin
(CN)

Neomicin

(N)

Novobiocin
(NV)

Penicilin

G(P)

Rifampicin
(RD)

2pg

15 ug

10 ug

10ng

2pg

Spug

10ng

10ng

Spug

1 units

S ug

Promjer zone inhibicije (mm)

8/1

16] 17] 11

15 14 1]

1 8 9

22 20 12

0 18 120

25 (187 21

20 11] 11

o] 15 1

jo 16 15

14

|

14,67

13.33

9

72067

21

19.67

10

12

14,33

15

8/2

8 21 10

15 19 11

1; 8§ 1

24 31 2

2 26 |10

16 18 25

a9 11 10

15 19 1

25 19

19 15 18

20

13

16,33

12

25,67

17,33

20,67

9,67

15,33

21

,6717

0 10 O

9 13 15

15 13 7

27 38 2

0 29 30

24 (19 | 26

227 1| 10

13 25 1

0 24 27 27

30

k| ©| =l

333

12,33

11,67

28,33

27,67

22,33

9

17

28

1LGG

15 21 21

16 14 2t

11 11 1

%6 20 |

)1 22 20

2426 29

9 g 8 11

20 16 2

19 29 18

30

X

19

18.33

11

22,3

22

24,7

9,33

19,33

25,7(

S.aureus
3048

17 22

15 16 14

0 18

25 21

0 34

0 O

20 14

0 25

16 14

X

19,5

15

23

17

17

12,5

15
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Tablica 22. Osjetljivost ispitivanih sojeva bakterija miijee kiseline (BMK) i referentnih sojeva na résk antibiotike odréena metodom

difuzije u agar.

2. | Tetraciklin Varllfr?mi- Oleacr:rc‘iomi- Spiramicin Stripi)rt]omi- Klagtrc:mi- Fosfomicin Nor(f:Iic;ksa- Amikacin Ciprc;li‘lr?ksa- Cefalotin | Cefaleksin
g| (B (VA) (oL) (SP) (S) (CLR) (FO8) (NOR) (AK) (CIP) (KF) (CL)

e 10ug 30 pg 15ug 10 pg 10ug 5ug Hg 10 ug ug 5ug 30ug 30 Hg

© Promjer zone inhibicije (mm)
13A| 25 18 16] 0] O 13 14 15[ 23 15 20] 0 7| 0| 26 22/ 23] 0, 0, 0] 0 O O] 9 10 9] 0 O O 28 18 20] 22 20 19
¥ 19,67 0 14 19,33 2,33 23,67 0 0 9,33 0 22 20,3
13B| 26/ 16 20| 0 © 22 13[ 14| 25 15/ 21| 12) 0, 0| 28/ 22 25| 0, 0 0| 13 0 O] 8 10 9| 9 O O| 24 9 10| 17 20] 18
% 20,67 0 16,33 20,33 4 25 0 4,33 9 3 14,33 18,3
2A | 237237 28] 0 © 19 26] 21| 21 19 17| 9 10 7| 26 23 28/ 0, 0, 0| 12 0 8| 0 0] 0] 9 O 8| 20 15 10 12] 0 10
¥ 24,67 0 22 19 8,67 25,67 0 6,67 0 5,67 15 7,33
2B | 21/ 26 28] 0 © 13] 23] 20| 19] 17| 27| 0 9 6| 21 33 28/ 0] 0] 0| 15 0 O| 7] 0] 0| 127 0 O 22 15 16| 12] 19 13
% 25 0 18,67 21 5 27,33 0 5 2,33 4 17,67 14,61
3 | 15 27 25| 120 © 19 23 17| 25 22 19] 0 0] 0| 22 25 22| 18 20 0| 8 9 0 0 7 9 8| 1816 17 0 8| 7
% 22,33 4,00 19,67 22 0 23 12,67 8,5 0 8 17 5
4 | 1422/ 17 0] © 24] 14] 16| 22] 25] 16| 0] 0] 8| 30/ 23/ 25| 0] 0/ 0| O/ 0| O] 8/ 0] 10 0| 0] 0| 9] 14] 17| 12] 12] 14
= 17,67 0 18 21 2,67 26 0 0 6 0 13,33 12,67
5/1| 14 20 21/ 0] © 18 18 18| 22 23/ 25/ 0 9| 0| 24 23 25/ 0, 0, 0] 0 O O| 7. 0] 0] O O O 22 20 18| 14 20 19
% 12,67 0 18 23,33 3 24 0 0 2,33 0 20 17,67
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Tablica 22. Osjetljivost ispitivanih sojeva bakterija miijee kiseline (BMK) i referentnih sojeva na résk antibiotike odréena metodom

difuzije u agar.

2. | Tetraciklin Var;lfr?ml— Olea(\:?rc]ioml- Spiramicin Streci?;omi' Klagitgml— Fosfomicin NorI:Ii(:]ksa— Amikacin Clprc():li‘lr?ksa— Cefalotin Ce{gllt_a)ksm
(%)
g (9 (VA) (L) (7)) (S) (CLR) (FOE) (NOR) A (CIP) (45
e 10ug 30 g 15ug 10 ug 10ug 5 ug ug 10 pg Hg 5ug 30ug 30 Hg
© Promjer zone inhibicije (mm)
6B | 18 28 27[ 0 O O 11 30 14 23] 25 26] 0 O 0] 27 28 30 0L 0| O] 7| 8 9] 0/ 0, O] 0 O OJ 13 22 20] 15 16 15
¥ 24,33 0 18,33 24,67 0 28,33 0 8 0 0 18,33 15,3
8/1] 20 16/ 13 0] 0 0| 12] 17] 20| 20] 24] 19| 0] 8] 7|25 15 17/ 0] 0l 0| O/ O O| O O O] O] O] O 13 14 14[ 10 9] 11
% 16,33 0 16,33 21 5 19 0 0 0 0 13,67 10
8/2| 12 13/ 15| 0 0] 0| 13] 14] 14| 20] 19] 17| 8] 20] 11| 17/ 29] 17| 0] 0] 0| 0] O] O| 10 9] 11| 0] 0] 0| 24 19] 17| 15 16] 17
x 13,33 0 13,67 18,67 13 21 0 0 10 0 18,67 16
Q | 27 30 25/ 13 0 0] 16/ 15 0| 21] 26 21| 8 0 8|27 23/ 32/ 0 0 0| 0O O O| 8 0 0| 0] O, O 11 7 8] 15 16 14
% 27,33 4,33 10,33 22,67 5,33 27,33 0 0 2.67 0 8,67 5 1
1 | 26] 15 30| 0] 0] 0| 22 15] 24| 25/ 17] 26| 0] 10] 9| 29/ 18/ 27| 0] 0| 0| 16] 13] 12| 8| 7| 0| 12| 10| 10| 19 16 19| 12] 13] 14
LGG
T 23,67 0 20,33 22,67 6,33 24,67 0 13,67 5 10,67 18 3 1
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Prema EFSA smjernicama potrebno je definirati Ysjest probiotikin bakterija prema
specifenim antibioticima. Temeljem rezultata, [3actobacillus soja pokazala su fenotipsku
rezistenciju na tetracikline, dok su jed&ifidobacteriumsoj i 3 soja laktobacila pokazali
rezistenciju na streptomiciiako jerezistencija na tetraciklingesto prisutna kod sojeva iz vrsta
Lactobacillusi Bifidobacterium,Sanders i sur. (201@u proveliin vitro eksperimente u kojima
je istrazena mogdimost horizontalnog prijenos gena rezistencije zmadlin izmeiu razlcitih
sojeva ili vrsta. Méutim nisu bili uspjesni (Sandersu i sur., 2010kolgu pojedini probiotki
sojevi Lactobacillus otporni na inhibicijsko djelovanje streptomicinRCR analizom nije
amplificiran gen za rezistenciju na ovaj antibio{ianders i sur., 2010). Odene MIC
antibiotika za pojedine sojeve su u skladu s izemen vrijednostima dobivenim metodom
difuzije iz diska na agar. Kod 3 soja ustanovljgaaa su vrijednosti MIC za tetraciklin bile
viSe od vrijednosti postavljenih prema EFSA smijeama (Tablica 22.). Prisutnost fenotipske
rezistencije na tetracikline tena je i u 3 sojdactobacillus dok su svi ispitani sojevi, osim
pojedin&nih kultura Bifidobacterium pokazali fenotip rezistencije na streptomiciaolati
sojevaBifidobacteriumiz probiotickih proizvoda, koji prema deklaraciji sadrze ilijpdinatan
bakterijski soj ili konzorcij nekoliko bakterijskilsojeva, od kojih pojedini pripadaju rodu
Lactobacillus pokazali su osjetljivost na vankomicin, Sto jepdonos ispravnoj taksonomskoj
identifikaciji (Tablica 21. do 23.).

84



Tablica 23.a) Vrijednosti minimalne inhibicijske koncentracijatéiotika (MIC) koja sprijéava rast izoliranih sojeva odiene E-

testom.b) Interpretacija osjetljivosti izoliranih sojevaprobiotickih pripravaka prema antibioticima prema smjerniadafirSA.

a)
Antibiotici

ampicilin
vankomicin
gentamicin
kanamicin
streptomicin
eritromicin
klindamicin
tetraciklin
kloramfenikol

b)

Antibiotici
ampicilin
vankomicin
gentamicin
kanamicin
streptomicin
eritromicin
klindamicin
tetraciklin
kloramfenikol

Sojevi iz probioti¢kih pripravaka

1 2A 2B 3 4 5 6B 8/1 8/2 9 13A 13B
MIC (ug/mL)
1,0 1 0,06 1 0,25 0,06 0,12 0,06 0,12 2 2 4
>256 >256 >256 2 >256 >256 0-2 0,12 0,12 >256 >256 >256
16 16 16 24 4 8 16 12 16 4 16 8
>256 >256 >256 256 64 64 64 16 >256 >256 64 >256
64 32 256 96 64 64 16 16 16 192 32 128
0,25 0,06 0,25 0,12 0,03 0,02 0,06 0,250,25 0,06 0,12 0,06
0,19 0,03 0,06 0,06 0,02 0,02 0,03 0,020,03 0,03 0,06 0,03
0,25 2,0 0,04 0,06 4 4 4 0,02 0,02 24 2 1 32
1,0 15 1,0 0,01 2 0,75 1,0 2 1 1 1 1
Sojevi iz probioti¢kih pripravaka
1 2A 2B 3 4 5 6B 8/1 8/2 9 13A 13B
S S S S S S S S S S S S
n.z. n.z. R S n.z. n.z. n.z. S n.z. n.n.z. n.z.
S S S S S S S S S S S S
R R n.z. n.z. S S S S S R S R
R S R S S S S S S R S R
S S S S S S S S S S S S
S S S S S S S S S S S S
S S S S S S S S S R R R
S S S S S S S S S S S S

In.z. —prema EFSA smjernicama nije potrebno provieht osjetljivosti na antibiotike jer se radi mdenoj rezistenciji na antibiotik
2 radi jednostavnosti usporedbe s EFSA smjernicadazane ski@nice na engleskom jeziku S-osjetljiv (sensitiv)rezistentangngl.resistant)
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Za daljini doprinos klasifikaciji bakterijskih saja i funkcionalnim svojstvima oddeni su
fizioloSki parametri poput temperature rasta, goldba bakterijskih stanica u uvjetima raitih
koncentracija soli (Slika 11. i 12.) i ragte pH vrijednosti mikrookoliSa, ukljtuju¢i ekstremne
vrijednosti (Slika 13. i1 14.).

Soj 1 S0j 4

16 14

1,4 P 1,2 h

L2 —4—konlrola 1 —+—kontrola
t —8-1,6% Nacl 08 ‘J/ —8—1,6% NaC

087 —4—5%Nal 06 —4—5% NaCl

06 X 4
= 10%NaCl 04 | = 10%NaCl
047 ——15%NaC] —4—15%Nacl
07 - 0,72 |
0 T T T T T T T T 1 0 T T T 1
h 1h 2h 3h 40 5h bh 280 /20 oh 1h 2h 31 4h  Sh 6h  24h 72h
S0j 5/1 Soj 7A
1,2 14
1.2 1
——kontrola 19 —i—kantiol:
—B-1,6% NaCl 0g - == 1 &% NaCl
=4=5%NaCl ag =ir—5% NaCl
—=10%NaCl 04 —— 10%Macl
e 15%NAC ——15%MaCl
02
1]
0h th 2h 3h 4h 5h 6h 24h T72h
Soj 8/1
16 14
1,4 r/ﬁ 1,2
1,2
/ =4=—kontrola 1 =4=—kantrala
1
/ =#—1,6% NaCl 08 =—1,6% Nacl
08
/ ==5%NaCl 06 =h=5% NaCl
06 ‘
/ —10%NaCl —=—10%NaCl
04 04
// e 15%NaCl e SNAC]

02 0,2
0 %ﬁﬁ 0 ‘ —

T
gp | O th 2h 3h 4h Sh Gh 24 72 oh 1h 2n 3h 4h Sh Gh 24h 72h

Slika 11. Utjecaj razléitinh koncentracija natrijeva klorida (1,6-15,0 % ®lana rast bakterijskih

sojevaiz rodalLactobacillus
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0
0,1

! et 15%NaCl

4h 5h6h 24h 7%h

Sh 6h 24h 72h

S0j 2B Soj 6B

18 16
16 14 ﬁ
1,4 ‘/}’— 12
12 ’ =4=kontrola i // =4=kontrola

1 /] —B—1,6% NaCl ' /// —B—1,6% Nadl
0,8 // / 5% NaCl ve / 5% NaCl
0,6 / / 1 == 10%NaCl 06 == 1 0%NaC
04 ” / ——15%NaCl 04 ——15%NaCl
0,2 0,2

0 A.MHK—% 0 TR
02 4h 5h 6h 24h 72h 5h  6h 24h 72h

Soj 8/2 Soj 8

0,9 0,7
08 ﬁ 0,6
0,7 & /
0,6 P ——kontrola 0.5 / —4—kontrola
05 —8—1,6% NaCl 04 —B—1,6% NaCl
0,4 /}/ ==5% NaCl 0.3 / ==5% NaCl
03 [ ——10%NaCl 03 / / ——10%NaCl
02 ' —— 15%NaC|
0,1 0,1 -

Slika 12. Utjecaj razléitih koncentracija natrijeva klorida na rast sojdvakterija mlij&ne

kiseline iz rodaBifidobacterium

Bakterijski sojevi mogu rasti u hiperosmotskim uwje u prisutnosti do 5 % natrijevog klorida
u mikrookoliSu, no pri ekstremnim vrijednostima kentracija natrijevog klorida (10 % i 15 %)

nije ustanovljen rast, sto j&ekivano, te je stino ustanovljeno prilikom inkubacije bakterijskih

stanica u uvjetima ekstremnih vrijednosti pH u MieBu¢oj hranjivoj podlozi (Slika 13.).
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Soj 1 Soj 2A

18 1,8

1,6 M@—H 1,6

14 ¥ / 14

1.2 /‘< / ——kontiola | | 2 7 ——kontrola
1 1

—i—=pll 2 =fi=pH 2
0.8 - 0,8 -
—mpH 6 —mpH 6
0,6 0,6
/ /( —F=pHE —f—pH 8
0,4 04 -
0 T T T T T T T T ] 0 T T T T T T T T |
Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h  24h  72h Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h  24h  72h
Soj 4 So0j5/1
16 14

, 1,2
12 “‘/)( N‘ 1
1 / / =4—kontrola 08 )(/*/ =4=kontrola
v / ,

08 W —i=pH 2 M / -
j 0.6

06 —=pH G e —<—pH G
04 —+—pH8 A ——pH8
0,2 0,

0 T T T T T T T T ) 0 T T T T T T T
Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h 72h Oh 1h  2h 3h 4h 5h  6h 24h 72h

Soj 7A Soj 8/1
1,8 1,6
16
y X 14
4 / /l’/ —4=—kontrola 1 == kO Ol
0; P y/4 —_—pH2 08 /;/( - =pH2
’ )( / —<=pH 6 06 —<pHG

zj *—¥" ﬁ —H—pll8 08 |y A -4/9/ ——pHA&

0 I I I I I I I I I 0 T T T T 1
Oh 1h  2h  3h  4h 5h  bh 24h /Zh oh ih 2k 3k 4ah S5h 6h  24h 72h

Soj 9

1,8

1,6
14 //\,
12 X/ / ~e —4—kontrola
! v { —8=pH 2

0,8 o

—==—pHob
0,6

——pH 8
0,4

02 — -

oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h  24h  72h

Slika 13.Utjecaj razléitin pH vrijednosti na rast bakterijskih sojenzarodalLactobacillus
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Soj 2B Soj 6B

1,8 1.8

w —
14 14 W.Vé//

1,7 1,2

‘ =4=kontrola . == kontrola

X f =fl=pH ? ! X/ / ——=pH ?
0.8 ! 08 d / p
o6 i ——pHb >'/./ ——pHb

4 0,6

, ==pHA =f=pH &

04 I 0,4
0,2 0,2 *%;.;‘D—‘i

0- 0 . ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ :
02 Oh 1h 2h 3h 4h  5h 6h 24h 72h Oh 1h 2h 3h 4h  5h  6h 24h 72h

. .
Soj 8/2 Soj 8

16 16
1,4 X 1,4 /X
B : K [/

1 / —4=kontrola 1 == kontrola
0,8 /} =fi=pH 2 0,8 / / —m—pH2
05 ,K,. ——pH 6 06 j L —<—pHG
04 WM// ==pH 8 0,4 ey e / ~#=pH8
0,2 |‘ 0,2 ‘/ ﬁ

0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 1

Oh 1h  2h 3h 4h 5h 6h 24h 72h Oh  1h  2h  3h  4h  5h  6h 24h 7Oh

Slika 14. Utjecaj razléitih pH vrijednosti mikrookoliSa na rast bakterijgsksojeva iz roda

Bifidobacterium

Uz analizu fizioloSkih svojstava primjenom konvesr@lnih mikrobioloSkih metoda i fenotipske
identifikacije primjenom testova za fermentacijulré&tin supstrata provedena je fenotipska
karakterizacija SDS-PAGE analizom ukupnih topljivipovrSinskih proteina bakterijskih sojeva

iz probiotickih pripravaka (Slika 15. a i b).
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ATCC
b 3 RC14 4365
=
<
-~
- =
S— s

Slika 15. a) i b) SDS-PAGE analiza topljivin stafmih proteina bakterijskin sojeva iz

probiotickih pripravaka i referentnih sojeva.

Analizom proteinskih profila sojevi su grupiranrazZlom dendrograma pow Gel Compare Il
programskog paketa (Slika 16. a i b). Dobiveni podau obrdeni primjenom Pearsonovog
koeficijenta koleracije (r), dok su dendrogramiaitgni temeljem UPGMA analize Sto je
rezultiralo grupiranjem sojeva u dvije taksonomskapine Ekstrahirani su i ukupni stamii i
povrsinski proteini tri referentna sdjactobacillus acidophiluATCC 4365,L. rhamnosis GG

i B. animalissubsp.lactis BB-12, za grupiranje odnosno Klasifikaciju ispitiva sojeva u rod

LactobacillusodnosndBifidobacteriumna temelju generiranih proteinskih profila.
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ukupni stanicni proteini  ukupni stanicni proteini

3 8 8
PRI M S R |
10 8/2
13 RC14
11 9
KB 12 GR1
9 8/1
i 6 ATCC 4365
15 Bb12
—E 16 LGG
Y r -
32 1 1-LGG
2 2A

8 A

m W

3
5 4
7 6B

4 3
a)
povrsinski proteini povrsinski proteini
$ .8 .8 ¢
— i 13 RC14
I 15 Bb12
i 3 2B
it I
] 2 2A
" T] d 14 51
8 7A
12 GR1
7 6B
1 1-LGG
L 5 4
10 8/2
9 8/1
11 9
16 LGG
b) ' 6 ATCC 4365

Slika 16. Dendrogram priréen na temeljua) analize ukupnih stagnih proteinab) analize
povrsinskih proteindacobacillusi Bifidiobacteriumsojeva SDS-PAGE metodom (oznake, 1 do
16: bakterijski izolati iz probiotkih pripravaka i tri referentnh. acidophilusATCC® 4356™,

L. rhamnosussG® i B. animalissubsplactis BB-12°.

Za genomsku karakterizaciju provedena je RAPD-PCGfoda za umnazanje spedifih DNA
fragmenata, s oligonukleotidnim gEtnicama za bakterije mlijae kiseline, za razlikovanje i

doprinos identifikaciji izolata iz rodoaactobacillusi Bifidobacterium Na temelju RAPD DNA
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profila ustanovljeno je podudaranje bakterijskilfesa izoliranih nakon rasta na MRS hranjivoj
podlozi, koji su sadrzani u probitkim pripravcima PP4 i PP5, a koji prema deklaraciji
proizvoda sadrze isti sdiactobacillus reuteri(Slika 17.). RAPD DNA profili sojeva iz
probiotickinh pripravaka PP1 i PP2 se tdko podudaraju, a prema deklaraciji sadize
rhamnosussoj. Iz istog pripravaka nakon kultivacije na T@@&njivoj podlozi izoliran je soj koji
je imenovan 2B uz pretpostavku da se mozda ra8ifidobacteriumvrsti, no DNA profil se
podudara s DNA profilom soja 2A, koji je izoliraakon uzgoja na MRS hranjivom agaru, i koji
pokazuje skinost sLactobacillusvrstom, prema tome se moze pretpostaviti da je2&j

vjerojatno isti soj, odnosno mjeSovita kulturagedrzi dodatni DNA fragmment.

M92
L4

L3
LGG
GR-1
RC-14

S 1 2a2 3 4 5 6a 6b8/182 9 2

23,130
9,416
6,557
4,361

2,322
2,027

564

100

Slika 17. a) Agarozni gelslucajno umnozenihfragmenata DNA bakterijskih sojeva roda
Lactobacillusi Bifidobacteriumprimjenom RAPD metode; S — standaréiindlll i Gene ruler
100 pb DNA Ladder (100-1000 pb) (weha bendova izrazena je kao broj parova bdzalpNA
profili razlicitih bakterija mlij&ne kiseline dobivenih nasuémim umnazanjem g@tnicama
5"ACGAGGCAC3 i 5’ACGCGCCCTS"; S - standard 100@b; L. helveticusM92; 3 - L.
plantarumL4; 4 - E. faeciumL3; 5 -L. rhamnosusGG; 6 -L. rhamnosusGR-1; 7 -L. reuteri
RC-14 kao referentnih sojeva.
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Preliminarna identifikacija na razini roda patena je amplifikacijom ciljanih sekvenci DNA
pomau paietnica specifinin za rodLactobacillus(Slika 18. a) odnosno roBifidobacterium
(Slika 18. b). Ciljana sekvenca Im3 (5-CGGGTGCTCCACTTTCATG-3") specifina za rod
Bifidobacteriumnalazi se u V9 varijabilnog regiji 16S rRNA. Umaafem para p&etnica
LbLMA1-rev/iR16-1 rezultiralo je amplifikacijom i dekcijom specinih PCR produkata kod
svih Lactobacillussojeva (Slika 18. a)).

a

S 1 2a 2b 3 4 5 6a 6b 81 82 9 LGGBBI2

§ I % b 3 L L I 9 LGG BRI

Slika 18. a) DNA fragmenti probiotikin bakterija iz pripravaka dobivenih PCR metodom s
posetnicama za rod.actobacillus; S - standard.-Hindlll i Gene ruler 100 bp; LG - L.
rhamnosusGG (pozitivha kontrola); BB12 Bifidibacterium animalissubsp.lactis Bb12
(negativna kontrola)

b) DNA fragmenti probiotkih sojeva iz pripravaka dobivenih PCR metodom &pucama za
rod Bifidobacterium S - standardv-Hindlll i Gene ruler 100 bp; LGG L. rhamnosusGG

(negativna kontrola); BB12 B. animalissubsplactis Bb12 (pozitivha kontrola).
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Primjenom péetnice Im26 i Im3, umnozZena je ciljana V9 sekveld&s rRNA d@ekivane
veli¢ine hibridizacijom s DNA bakterijskih sojeva iz pravaka PP3 i PP8, na kojim je navedena
prisutnosBifidobacteriumvrsta, te s DNA referentnog sdga animalissubsplactis BB-12°, alli
zaLactobacillussojeve iz preostalih pripravaka nije ustanovljpnautnost PCR amplikona Sto
ide u prilog pouzdanosti primjene ove molekularretode (Slika 18.b).

16S rRNA sekvencioniranje je pouzdana metoda ifleatije u taksonomskim istrazivanjima,
te secesto primjenjuje u klirkim dijagnozama za identifikaciju patogenih sojewva,vrlo ¢esto

i za identifikacijuLactobacillusvrsta, pa i za njihovu reidentifkaciju u probiddim pripravcima
(Foschi i sur., 2017). Nakon Sto su PCR produkitigéeni provedeno je sekvencioniranje 16S

rRNA regije. UspjeSnost provedbe umnazanje ciljgekvence genomske DNA bakterijskih

sojeva potutena je analizom PCR produkata p@m®NA elektroforeze (Slika 19.).

Slika 19. Analiza PCR produkata dobivenih amplifikacijorijasie sekvence DNA s UNI16 S

pocetnicama na elektroforezom DNA u agaroznom gelu.

Bakterijski sojevi su identificirani na razini vessekvencioniranjem V2-V3 regije 16S rRNA
gena i usporedbom dobivenih sekvenci MegaBLAST-Nietrazivanjem sa sekvencama u bazi
GenBank (Tablica 24.).
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10 20 80 90 100 110 120
TGECCACAGGTCTTC TTG CCT AATACAT GC—\T GTC G%ACGAACTCI‘ G I‘ITAI GATTGGT GI TTGCFTTCT GATTTTCAT TT GAAT GAGT GG CGAACT GG TG AGTTACCCGTGGGAAACC TGGCCCTAAG

A |
e m\,‘m&:\,,owt\..m iy

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
CGGGGGATTACACCTGGAAACCGATGCTAAATCCCC CTAACATCTT GGACCC CATGGT CCGAGGT TGT AAGATGGGTTCGGCTATCTCTTTTGGAAGGGCCCGCCGCGTTTTAACTTCTTG GGGGG

,y,».«,mmj J lﬂ th“ A .\.A ..mud 5’& «h ,d/\ ml Ml Wl J Mhn.hl ‘ Mm.\ “Au‘b A u ‘ ,.rh“

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
GT \\CGGCTC AC C/ \TGGC AATGATAC GTAACCGACCTTTGAGGGTTATC GGCCACCTT GGGACTGGAACACGGCCCCAACT CCTACGGGAAGCCCCC GTAAGGAATCCTCCACAATGGACC AAAGT

A‘I/wv"“\“h‘\ AJ ,AAV ul lm«.‘.t.m‘&. l“ L\ g “ An’thlk)(nhhhluhk ‘MLWM‘.@U ”‘M‘.‘.l'd/ m

390 400 420 440 450 460 470 480 490 500
CT GAT GGAACCACCCCCCGTGAGTGAAA/ \AGGGTTTCC GCTCGTAAA/ CTC TGTTGGTAAAAAAAAACATATC TGAGAATAACTGTT CA TGT ATT GACG GT AT TTAAC CAGAAAGCCAC GG GTAAC

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630
TACGTGCCAACAGCCGCG GTAATACCTAAGTGGGTAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC G TAAAACGAACGCAAGCGGTTTTTTAAGTCCGAAGTGAAAGCCTTCGGCT CAACCCAAGAAGTGCAT

640 650 660 670 680 690 700 710 720 73 740 750
CGGAAACT GGGAAACT TGGGT GCAGAAGAAGACAGTI GGAACT CCATGTGTAGC GGTGAAATGC GT C AT AT TTGGA AGAACAC CAGTGGCGAA AGC GA TGTCTGGTCCGT ACTGACGCTGA LG

780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880
CTCC \TT \TGGGT \GC ACAGG AATATA A CCCTGGTA AT CCATA CCGTAAAC GATGAAT GC CAATTGG TGG A AGS TTT CC GCCCTTCCATGCT GC A GCTT A CGC ATTT AAGCAT TCCCCCCGG

1010

1140

1150 1160 1170
CCTA CC TTTAATTT C GGTACC TT CTG ATGGAC AT @

Slika 20. Elektroferogram 16S rDNA soja iz probigtog pripravka PP1. Sekvencioniranje
provedeno u akreditiranoj instituciji MACROGEN (Atesdam, Nizozemska).
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TGGCCACAGGTCTTCTTGCCTAATACATGCATGTCGAACGAACTCTGTTT
ATGATTGGTGTTTGCTTTCTGATTTTCATTTGAATGAGTGGCGAACTGGT
GAGTTACCCGTGGGAAACCTGGCCCTAAGCGGGGGATTACACCTGGAAAC
CGATGCTAAATCCCCCTAACATCTTGGACCCCATGGTCCGAGGTTGTAAG
ATGGGTTCGGCTATCTCTTTTGGAAGGGCCCGCCGCGTTTTAACTTCTTG
GGGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAACCGACCTTTGAGGGT
TATCGGCCACCTTGGGACTGGAACACGGCCCCAACTCCTACGGGAAGCCC
CCGTAAGGAATCCTCCACAATGGACCAAAGTCTGATGGAACCACCCCCCG
TGAGTGAAAAAGGGTTTCCGCTCGTAAAACTCTGTTGGTAAAAAAAAACA
TATCTGAGAATAACTGTTCATGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCAC
GGGTAACTACGTGCCAACAGCCGCGGTAATACCTAAGTGGGTAGCGTTGT
CCGGATTTATTGGGCGTAAAACGAACGCAAGCGGTTTTTTAAGTCCGAAG
TGAAAGCCTTCGGCTCAACCCAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTG
GGTGCAGAAGAAGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTCAT
ATTTGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCCGTACTGACGC
TGAAGCTCCAAATTATGGGTAGCAAACAGGAATATAACCCTGGTAATCCA
TACCGTAAACGATGAATGCCAATTGGTGGAAGGTTTCCGCCCTTCCATGC
TGCAGCTTACGCATTTAAGCATTCCCCCCGGGGGAGTACCGACGCAAGGC
TGAAATTAAATGGATTGACCGGGGTGCCGCACAAGCGGGTGGAGCATGTG
GGTTTAATTCTCAAGCTACCGGAGAACCCTTACCAGGGCTTGAAACTACT
ATGCAAATCTCTAGGAGATAAGACGTTTCCCTTCCGGGGAACATGGAATC
ACAGTGGGGGGCATCGGTTGGCCTTCACTCCGTGGCCTGACCATGGTGGA
GTTACGCCGCCACCAACGGCTATCCCTATCTACTAGGTTTCCTACCTTTA
ATTTCGGTACCTTCTGATGGACATCT

Slika 21. Redoslijed nukleotida u 16S rRNA amplikonu dudjiti413 pb bakterijskog soja iz

probiotickog pripravka PP1 prema kojem je soj reidentificikaoLactobacillus rhamnosus

Rezultati identifikacije sekvencioniranjem 16S rRNfena prikazani su u Tablici 24. Za

pretrazivanje homologije primijenjeno je MEGABLASpredno pretrazivanje baze podataka
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Tablica 24. Identifikacija sekvencioniranjem 16S rRNA gena.

Probioti ¢ki
proizvod

PP1

PP2

PP3

PP4
PP7
PP8
PP9

Formulacija
proizvoda
kapi

liofilizirani pripravak
(mlije¢na formula)

liofilizirani pripravak

kapsule
kapsule
kapsule
kapi

16S rRNA identifikacija

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus reuteri
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum subsp.

infantis

Lactobacillus gasseri
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Postotak
identifikacije
(%)

82,91
89,29
88,84
75,41

78.16

88.78

79,69

n.o.
89,00
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4.2.In vitro evaluacija funkcionalnih svojstava probiotikih sojeva iz pripravaka

Promjene sastava intestinalne mikrobiote u odnosusastav mikrobioma zdravih osoba
povezuju se s razitim funkcionalnim porem@&jima GIT. Mnogi su sojevi iz rodova
Lactobacillus i Bifidobacteriunokarakterizirani kao probiotici zbog dokazanih kikih ucinaka
na zdravlje domana, te se primjenjuju u obliku probickih pripravaka za ponovno
uspostavljanje naruSene ravnoteze mikrobioma (@ibsasur., 2011; Hill i sur.,, 2018). Sa
spoznajama o vaznosti intestinalne mikrobiote zawp, istrazuju se nove terapijske strategije
za modulaciju sastava crijevne mikrobiote, Sto ugkije i primjenu probiotikih bakterija kao
zivih bioterapeutika (Martin i Lagnella, 2019). #mkcionalne dginke, probiotéke bakterije uz
nepovoljne uvjete u GIT, prije kotae primjene, trebaju zadrzati funkcionalna svojsipkom
industrijske proizvodnje te poslije tijekom vremkog perioda skladiStenja kotree formulacije
pripravka (Fenster i sur., 2019). Stoga su u ovaduy prema strategiji za izbor probésih
sojeva primjenom nizaen vitro testova, ispitane funkcionalne karakteristike bejdkih sojeva iz
probiotickih proizvoda.

U GIT, koji je ciljno mjesto djelovanja probiotikg@risutni su nepovoljni uvjeti mikrookolisa.
Osim izlwivanja razltitin defenzina, u intestinalnom mikrookoliSu prisetsu ekstremno niske
pH vrijednosti, te brz protok i visoke koncentracipksénih zwnih soli u lumenu (Ruiz i sur.,
2013). Da bi mogli doprinijeti zdravlju intestinalg trakta i iskazati funkcionalnost, probii
sojevi moraju prilagoditi statine mehanizme, kako bi prezivjeli u GIT. Osim ekstne niskih
pH vrijednosti u Zelucu, na broj unesenih prolsiah bakterijskih stanica u GIT moZe utjecati i
aktivnost probavnih enzima pepsina ili pankreat{f@®s i sur., 2003). Stoga je ispitano
prezivljavanje bakterijskih sojeva iz probitih pripravaka u eksperimentimén vitro
simulacijom uvjeta GIT (Tablica 25. a i b). Bakjskie stanice su inkubirang simuliranom
Zelwanom soku pH vrijednosti 2,0, a zatim u simuliransoku tankog crijeva, gdje se i2lye
sok gusterée i Zw&. Smrtnost bakterijskih stanica, izrazena kao CHUimacunata kao razlika
pocetnog broja bakterijskin stanica i broja bakteilslstanica odrdenog nakon njihovog

izlaganja nepovoljnim uvjetima GIT, se razlikovalabzirom na soj (Tablica 25. a. i b).
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Tablica 25. a) Prezivljavanje probiotkih sojeva iz pripravaka tijekom direktnog prijedaz
simuliranog Zeltanog soka u simulirani sok tankog crijeva.

Simulirani uvjeti GIT

Bakterijski Zelwani sok Zelwani sok Sok tankog crijeva  Alog CFU/mL
sojevi Oh 2h 4h (0-6 h)
1 3,41x1G 1,64x16 2,63x10 1,11
2A 3,53x16 8,14x10 2,96x10 1,08
2B 2,12x16¢ 5,21x16 9,78x10 2,34
3 2,52x16 7,50x10 1,75x10 3,16
4 1,43x1¢ 3,83x10 1,45x16 2,00
5/1 3,89x1@ 3,41x10 1,04x16 2,57
6B 1,94x16 5,84x16 4,25x10 2,6
7A 3,65x1@ 1,03x16 4,13x10 0,94
4,38x1¢ 8,48x10 7,48x106
81 2,27x162 3,50x10" 8,60x10° L7
2,71x1G 1,04x16 3,41x16
82 0,96x102 10 10° 1,90
9 1,84x1G 6,13x10 2,15x16 193
1,21x162 4,70x106* 1,39x16° ’
13A 101 1¢° 10° 5,00
BB-12 3,40x16 9,51x10 5,94x16 1,76

b) In vitro procjena prezivljavanja probiokih sojeva iz pripravaka tijekom 6 h izlaganja

simuliranim uvjetima GIT (sojevi u tablici su posed na osnovi vrijednosti smrtnosti stanica).

GIT tranzit
Broj zivih stanica
Bakterijski Broj 2ivih st'anica. (ng cfvu /mL) u . (qu cfu/ml).u. Smrtnost stanica
sojevi simuliranim uvjetima Zeluca simuliranim uvjetima (Alog CFU/mL)
tankog crijeva
Oh 2h 4 h 0-6 h

7A 8,56 8,01 7,62 0,94
2A 8,55 7,91 1,47 1,08
1 8,53 8,21 7,42 1,11
8/1 8,64 7,93 6,87 1,77
8/2 8,43 8,01 6,53 1,90
9 8,26 7,79 6,33 1,93
4 8,16 7,58 6,16 2,00
2B 8,33 6,72 5,99 2,34
5/1 8,59 7,53 6,02 2,57
6B 8,29 7,77 5,63 2,60
3 8,40 7,88 5,24 3,16
BB-12 8,53 7,98 6,77 1,76
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Razlika u broju poraslih bakterijskih kolonija grij nakon inkubacije probigkih sojeva {log
CFU/mL) tijekom 6 sati u simuliranim uvjetima GlTild je unutar raspona vrijednosti od 0,94
do 3,16 log CFU/mI. Pri tome je u simuliranim uujed GIT za sojeveé.actobacillusiz PP1 i
Lactobacillus2A iz PP2 i za probiatke sojeve u pripravku PP7 ustanovljeno najuspjesnij
prezivljavanje (Tablica 25. b). Prezivljavanje sdpgfidobacteriumiz PP3 u usporedbi s
preostalim ispitanim sojevima je bilo najslabije leoj poraslin kolonija nakon direktnog
prijelaza iz simuliranog Zetanog soka u simulirani sok tankog crijeva iznosi@sx1@
CFU/ml, Sto nije zanemariv broj bakterijskih stami®otrebno je istaknuti da eksperimentalno
odraeiene vrijednosti smrtnosti bakterijskih sojeva éyju generalno na uspjeSno prezivljavanje
sojeva iz pripravaka, jer je broj oden nakon 6 sati inkubacije u nepovoljnim uvjetimd Ga
vecinu bakterijskin sojeva iznosio iznad 21@FU/mI, Sto je u skladu sa zahtjevima za

probioticke sojeve.

Osim niskog pH i probavnih enzima, prepreku prgaiudnja u GIT mogwiniti i visoke
koncentracije ztnih soli. Tolerancija na visoke koncentracijecizye zna&ajno svojstvo
probiotickih bakterija, budéi da ima w@inak na prezivljavanje u tankom crijevu, a timea n
iskazivanje funkcionalnih svojstava u GIT (Ruizurs 2013). Otpornost bakterijskih sojeva iz
rodova Lactobacillus i Bifidobacterium na zéne soli ispitana je karakterizacijom rasta u
dodatkom 0.3% ili 0.6% Zuih soli u optimalnim hranjivim podloge za rast,jéeusporden s
rastom sojeva pri optimalnim uvjetima peajem krivulje rasta tijekom 7 sati inkubacije pri
37°C i odrdivanjem smrtnosti stanica (Slika 22.). Prema retutta dodatak oddene
koncentracije z&nih soli u MRS hranjivu podlogu utjecao je na sneafg prirasta biomase u
usporedbi s kontrolnim rastom (Slika 22.). Izineaspitivanih sojeva odabrana su tri prohiké
soja o Lactobacillus1, B. longum3 i L. rhamnosusl3, koji pokazuju najmanju razlike u
bakterijskom rastu u prisutnostiénh soli u usporedbi s kontrolnim rastom, iztudspitivanih
sojeva iz pripravaka tijekom 7 sati inkubacije Bif °C (Slika 22.). Winak zwnih soli je
dodatno ispitan osim mjerenjem bakterijskog rasthidimetrijski i nacjepljivanjem alikvota
suspenzije bakterijskih stanica tijekom 7 satitervalima od sat vremena na MRS kruti hranijivi
agar. Rezultati su bili u skladu s rezultatima ddr@nja W&inka odreenih koncentracija zmih
soli na bakterijski rasta poréw turbidimetrijske metode ptanjem gustée bakterijskih stanica
(rezultati nizu prikazani). Proporcionalno s péagiem koncentracije Zaih soli u mediju

uoteno smanjenje rasta u odnosu na rast u optimalwjetina.
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Slika 22.Broj bakterijskih stanica (CFU/ml) i smrtnost stan(A log CFU/mL) tri odabrana soja
nakon rasta u optimalnoj hranjivoj podlozi uz data0,3% odnosno 0,6% (w/v) &ih soli

tijekom 7 sati inkubacije pri 37°C.
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Pretpostavlja se da su za toleranciju bifidobajeteri laktobacila na Ztne soli zn#&ajne
aktivnosti efluks pumpe koje su udbjeni mehanizmi detoksikacije koji koriste bakterij

(Gonzalez-Rodriguez i sur., 2013).

Zanimljivo je da se hidrolaza &oe soli, enzim koji ima funkciju dekonjugacije ¢he soli,
prekomjerno sintetizira u sojevini animalissubsp.lactis, koje su otporne na Z(Gonzalez-
Rodriguez i sur., 2013; Singhal i sur., 2019, Rianr., 2019). Kako je asimilacija kolesterola
upravo enzimskim djelovanjem hidrolazegin soli, mehanizam hipokolesterolemijskatinka
probiotickinh bakterija, provedene sin vitro analize asimilacije kolesterola s bakterijskim
sojevima probiotikih pripravaka. Provedeno je kvantitativno ativanje kolne kiseline koja
nastaje dekonjugacijom taurokolata dodanog u MR8&¢tepodlogu tijekom 24 sata inkubacije
ispitivanih sojeva (Tablica 26.). Probigki sojevi pokazuju slabu aktivnost hidrolazeiin soli

jer su dekonjugirali 10-15% taurokolata dodanoganfivu podlogu za rast.

Tablica 26. Hidrolazna aktivnost probiakih sojeva iz pripravaka u prisutnosti 2 mg/mL

natrijevog taurokolata.

Bakterijski Rast Kolna Dekonjugacija

sojevi (A 620 kiselina (g/L) taurokolata (%)
1 0,370 0,27 13,5
2A 0,219 0,20 10,0
2B 0,253 0,25 12,5
3 0,220 0,20 10,0
4 0,730 0,27 13,5
5/1 0,840 0,27 13,5
6B 0,813 0,30 15,0
7A 0,945 0,28 14,0
8/1 0,300 0,26 13,0
8/2 0,350 0,30 15,0
9 0,935 0,30 15,0

Na temelju rezultata moze se zakijuda se bakterijski sojevi iz probiokih pripravaka mogu
prilagoditi i prezivjeti u uvjetima GITin vitro gdje su prisutni u relativno visokom broju
bakterijskih stanica, koje imaju moguwst adhezije bilo na intestinalnu sluznicu ilieistinalne

epitelne stanice. Adhezija bakterijskih stanica tanuniSa GIT omogtuje privremenu
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kolonizaciju, Sto je znmjno za interakciju probiatkih bakterija s intestinalnom mikrobiotom i
intestinalnim epitelnim stanicama (Jensen i su@l42 Monteagudo-Mera i sur., 2019). Za
procjenu adhezijskih svojstava bakterijskin sojezapripravaka primijenjeno je nekoliko
eksperimentalnih pristupa. U prvom redu prisutrastoagregacijskih fenotipa s obzirom na
svojstvo bakterijskih sojeviaactobacillusvrsta da formiraju agregate bakterijskih stangta,se
naziva fenomenom autoagregacije, koji je povezadhezijskim svojstvima (Malik i sur., 2013).
Za preliminarnu provjeru mogih adhezivnih svojstva bakterijskih izolata ispitho prisutnost
fenotipa autoagregacije probigkih stanica iz pripravaka u fosfatnom puferu (pHjyijekom 5

sati inkubacije.

BO

—p—Lactobacillus sp, 1
70 -l Lactobacillus sp. 24
&0 =i Bifidobacterium sp. 2B

——— Bifidobacterium sp. 3
50 L=y
gt a--"""'#_ﬁ —+—Lactobacillus sp. 4
—@—Lactobacillus sp. 5/1

Bifidobacterium sp, GB

(%) agregacije
(1] B
o o
B
% . .
\
ll'l

Lactobacillus sp. TA

20
Lactobacillus sp. 8/1
10 Bifidobacterium sp. 8/2
0 Lactobacillussp. 9

Slika 23. Usporedbaautoagregacije bakterijskih stanica sojeva iz itkih pripravaka

tijekom 5 sati inkubacije. Izrazeno kao % agregacij

Bakterijske stanice sojeva imaju sposobnost spemdatoagregacije iako u ragtom postotku,
koji iznosi izmetu 20 % do 70 %. Prema rezultatima stahiaetobacillussojeva, u usporedbi
sa stanicamBifidobacteriumuspjesnije autoagregiraju (Slika 23.).

No uz svojstvo autoagregacije, za funkcionaltieke probiottkih sojeva zn&jno je i svojstvo
koagregacije i kompetitivne ekskluzije patogenih jega, koji su zn&jni za
eliminaciju/inhibiciju nepozeljnih bakterijskin sja i time modulaciju sastava intestinalne
mikrobiotein situ. Kako bi definirali da li sojevi imaju svojstvo &gregacije, u eksperimentima

je provedena inkubacija parova bakterija s potalmiin enteropatogenimg. coli 3014 iS.
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typhimuriumFP1 (Tablica 26.). Ispitivani bakterijski sojevi vrsgifidobacteriumu najvéem
postotku koagregiraju sa stanicaBeentericaserovar Typhimurium FP1 (35% odnosno 13%), a

u manjem postotku sa stanicaBacoli 3014 (23% odnosno 5%).

Tablica 26. Koagregacija parova bakterija nakon 5 h inkubacige sobnoj temperaturi u

fosfathom puferu (pH=7,2).

Bakterijski Koagregacija (%)

sojevi E. coli 3014 S. typhimuriumFP1

1 46,21 52,40

2A 54,28 50,52

2B 5,87 10,58

3 4,45 12,40

4 11,80 7,55

5/1 16,24 9,12

6B 35,31 11,54

7A 58,24 46,24

8/1 40,20 30,45

8/2 36,24 5,16

9 15,30 10,50

B. animalissubsplactisBB-12 23,51 34,50

B. longumBB536 4,45 12,40

Svi sojevi pokazuju slaba kiselinska svojstva sitdtom vezanja na etil-acetat manjim od 25%,
te u zndajnom omjeru svojstva baza s afinitetom prema ktwrou (45-99%) Sto je u skladu s
rezultatima istrazivanja Kos i sur. (2003) za kojelveticusM92 i istrazivanjima Valeriano i
sur (2014) za sdjactobacillus mucosaeM1.
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Slika 24. Adhezija stanica sojeva iz probigkin pripravakana otapala etil-acetat, heksan i
kloroform.

Rezultati upduju da sojevi, u usporedbi s druga dva otapald;aetitatom ili heksanom,
iskazuju véi afinitet za kloroform. Prema literaturi sojevi jkamaju izrazitiji adhezijski
potencijal pokazuju basa svojstva povrSine stanice i svojstva elektronoda Sto objasnjava
preferenciju vezanja na kloroform (Valeriano i s@014).

Prilikom adhezije na crijevni epitel bakterijskasica specitino prepoznaje razlite strukture
intestinalnih epitelnih stanica ili sluznice kao gnée receptore. Mucini su osnovna strukturna
komponenta mukusa u lumenu GIT kojeg ¢t Goblet stanice, a pojedini probitki sojevi
imaju moguénost adhezije na polimerizirane strukture ovogagiioteina i to putem spedifiih
mucin-vezujdih proteina éngl. mucin—binding proteins)n vitro adhezija bakterijskih sojeva iz
pripravaka odréena je u eksperimentalnom modelu mucina imobiliwg na povrSinu
polistirenskih mikrotitarskin plkica. Prema rezultatima, sojewifidobacterium sp. 8/2,

Bifidobacteriumsp. 6B,Lactobacillus reuteriz PP4, Sto je u skladu s istrazivanjima Jensena i
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sur. (2014) iBifidobacteriumsp. 2B iskazuju mogdmost interakcije s mucinom u usporedbi s

ostalim i bakterijskim sojevima (Slika 25.).

Adhezija na mucin

E.coli ATCC  ——
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o 8/ I ———
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B Mucin H kontrola

Slika 25. In vitro adhezija bakterijskih sojeva iz probiddih pripravaka na glikoprotein mucin

imobiliziran na povrSinu polistirenskih mikrotit&ih plocica.

Provedeni su eksperimenith vitro adhezije bakterijskih stanica na spe&cié@ komponente
ekstracelularnog matriksa, proteine kolagen, fibktim i laminin. PovrSinskih proteini
bakterijskih stanica probigkih sojeva su okarakterizirani kao adhezini, te rpdsju u
interakciji mikrobnih stanica s proteinima ekstilatanog matriksa donéana, te su provedeni i
eksperimenti adhezija istih sojeva nakon ekstrakg@pvrSinskinh proteina djelovanjem s
proteinazom K. Bakterijski sojevi pokazali su mégost adhezije na fibronektin, kolagen i
laminin (Slike 26. do 28.). Nakon ekstrakcije pawskih proteina, ustanovljeno je da je
sposobnost adhezije bakterijskih stanicac¢ajmo slabija, Sto ugwje na funkcionalnu ulogu
povrSinskih proteina bakterijskih stanic&ji je proteom, kako je navedeno u prethodnim
rezultatima, analiziran SDS-PAGE metodom nakon lakije s proteinazom K, u vezanju na

specifiéne proteine.
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Adhezija na fibronektin

BB12
11
10

82
8/1
6B

probiotitke bakterije

28
2A

WWI

=

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400

A620 nm m'AG2D mAG20

Slika 26. In vitro adhezija bakterijskih stanica iz pripravaka naditektin imobiliziran na
povrsinu polistirenske mikrotitarske ploe. 1) Adhezija na fibronektin nakon tretmana

bakterijskih stanica proteinazom K.
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Slika 27.In vitro adhezija bakterijskih stanica iz pripravaka na gela?') Adhezija na kolagen
nakon tretmana bakterijskih stanica proteinazom K.
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Adhezija na laminin
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Slika 28. In vitro adhezija bakterijskih stanica iz pripravaka laminin.') Adhezija na laminin

nakon tretmana bakterijskih stanica proteinazom K.

Adhezijska svojstva mogu doprinijeti antagordistim djelovanju prema patogenim bakterijama,
ali i prema pojedinim sojevima srodnih BMK, Sto reaipiivati na bakteriocinsku aktivnost.
Moguwénost sinteze bakteriocina, s obzirom na svojstuabinije srodnih bakterijskih vrsta,
zna&ajno je okarakterizirati unutar aspekta primjengbpotickog pripravka koji sadrzi mjeSovitu
kulturu bakterija. Jedna od osnovnih uloga inestmamikrobiote jest da predstavlja mikrobnu
fizicku barijeru za patogene mikroorganizme i time aikiabnim djelovanjem doprinosi
sustavu obrane GIT doriaa (Suskou i sur., 2010). Metaboliti BMK inhibiraju rast mnibg
mikrobnih vrsta. Antimikrobno djelovanje uglavnore gemelji na sinergistkom djelovanju
nekoliko razlgitin stantnih faktora (Common i sur., 2014). Tijekom fermenj@m Seera,
probioticke BMK proizvodéi acetaldehid, diacetil, etanol, vodikov peroksidakteriocine,
iskazuju antagonistku aktivnost u prisutnosti nepoZeljni bakterijskitsta (Suskow i sur.,
2010). Stoga je za funkcionalnu karakterizaciju peksnentalno odina antibakterijska
aktivnost probiotikin sojeva iz pripravaka prema. coli 3014, S. aureus3048 i S. enterica

serovar Typhimurium FP1, te antagoriikti metudjelovanje prema BMK iz raziitih rodova:
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Lactobacillus plantarunhMG 9206, Lactococcus lactisubsplactis LMG 9450 iEnterococcus
faecium ATCC 9430 poméu nekoliko metoda. Primjer su metoda dvostrukogaskgara,
metoda difuzije iz agar i turbidimetrijska metodeako se spomenuti metaboliti BMK s
antimikrobnim djelovanjem izkuju ekstracelularno u okolni medij, ispitano jenhibicijsko
djelovanje supernatanata kulture prentastialim kontaminantima koji mogu narusiti ravnotezu
GIT, S. aureus3048,S. aureusK-144, E. coli 3014,S. Typhimurium FP1L. monocytogenes
Bacillus cereus’M2 i Bacillus subtilisATCC6633.

U preliminarnom probiru sojeva s antimikrobnirtinkom kvalitativho je odréena moguénost
inhibicije odabranih test-mikroorganizama i sojesii iskazali antimikrobni potencijal sa
specifécnim winkom, koji se razlikovao ovisno o soju (Tablica)27

Tablica 27. Antimikrobno djelovanje probiatkih sojeva izoliranih iz pripravaka prema

srodnim bakterijama mli@e kiseline, odideno metodom dvostrukog sloja agara.

e OTrZSatnizam A 3 4 51 6B 7A 8 81 9
L. rhamnosus ++ ++ ++ + + + ++ - ++ +
L. lactis ++ ++ ++ + ++ ++ ++ - ++ +
E. faecium ++ ++ ++ + + ++ ++ - ++ ++

L. mesenteroides - + + + + + + + + +
E. coli ++ ++ + + ++ + + + ++ +
S. aureus ++ ++ + + + + + ++ ++ +
Salmonella + + ++ + + + + + + ++

* -nema inhibicije rasta; + umjerena inhibicija rasta inhibicija rasta

Kako se véina antimikrobnih metabolita iztwje u vanstani prostor, odréivanje
antagonistikog djelovanja sojeva iz probiokih pripravaka, prema odabranim test
mikroorganizmima, oddeno je metodom difuzije u agar nakon izdvajanjeesugtanta kulture
probiotickog soja (Tablica 28.). Sojevi iz probigkih pripravaka iskazuju antagoniso
djelovanje i prema Gram-pozitivnim i prema Gram-atemim bakterijama. lako prema
rezultatima postoje razlike s obzirom na inhibidijsu¢inak prema pojedinom test-

mikroorganizmu, razlike u inhibicijskom djelovanjnisu zng&ajne. No prema literaturi
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probioticke BMK generalno iskazuju z&ajnije inhibicijsko djelovanje prema Gram-pozitiumi

bakterijama (Coman i sur., 2014).

Tablica 28. Antimikrobno djelovanje supernatanta kulture sojexaprobiotikih pripravaka
prema odabranim test mikroorganizmima ispitano o@to difuzije s rupama u agaru.
Vrijednosti inhibicije izrazene u centimetrima kacednja vrijednost + standardna devijacija
minimalno tri ponovljena eksperimenta.

Oznaka soja 1A 2A 3 4 5/1 6B TA 8 9
S. aureus8048 14,7+2,3 14,0+6,0 16,3+4,0 17,0+3,6 6,5:+0,7.,343,8 14,7¢6,5 10,3+4,0 14,017

E.coli3014 17.3£3,3 14,8+2,4 15,6+22 15,3+3,3 6,5+2,1,842,2 154+3,7 9,535 10,0+1,4

S'Tpr'Pr?””“m 15,6448 14.2+42.0 16,6+4,582.743,2 7,507 13,0417 16,043,6 13.5¢35 14340,

B. cereusTM2 16,5t0,7 12,0+1,4 15,0+1,4 18,0t1,4 6,5:0,7 ,74,6 16,0+3,6 12,0t0 13,0+2,8
B. subtilis -

ATCC 6633 18:0+7.1 14,5$0,7 20,0+14 19,0¢57 7,0:0 135:38,5¢3,5 12,014 125421
Rezultati eksperimentalnog odreanja inhibicijskog dinka sojeva iz probiotkih pripravaka
metodom difuzije u agaru su podeni i turbidimetrijskom metodom, pi@njem rasta odnosno
odrefivanjem opttke gustée u odrdenim vremenskim intervalima pomw Ccitaca
mikrotitarskih pl@ica, koja omogéuje usporedbu rasta dva antagonistisoja. Ciljani patogeni
soj i probiottke kulture su u kokultivaciji. Usporedbom krivuljasta test-mikroorganizma u
tekutoj hranjivoj podlozi i tijekom kokultivacije s praditickim sojem, ustanovljena je zfgna
inhibicija rasta véine nepoZzeljnih mikroorganizama, no slabiji inhifgki uc¢inak ustanovljen je

prema Gram-negativnoj bakter§i Typhimurium FP1 (Slika 29.).
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Slika 29. Inhibicija rasta test-mikroorganizama u prisutndsi % (v/v) supernatanta kulture

sojeva iz probiotkih pripravaka.
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Escherichia coli 3014
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Slika 29. Inhibicija rasta test-mikroorganizama u prisutndsi % (v/v) supernatanta kulture

sojeva iz probiotkih pripravaka.
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Listeria monocytogenes ATCC 11911
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Slika 29. Inhibicija rasta test-mikroorganizama u prisutndsi % (v/v) supernatanta kulture

sojeva iz probiotkih pripravaka.

Znatajan je inhibicijski @inak odabranih sojeva premaestalom kontaminantu hrai® aureus
u mesnim ili mlij&€nim proizvodima. Sojevi su inhibirali rast bakter8. aureu88048 (Slika 29.)
Pretpostavlja se da inhibicijsktimak probiotékin BMK proizlazi iz zdruzenog antimikrobnog
djelovanja uslijed acidifikacije mikrookoliSa, size vodikovog-peroksida ili moguoosti sinteze
bakteriocina. Kako je bakterijé&s. aureusacidotolerantna i mozZe rasti pri niskim pH
vrijednostima nizim od 4, pretpostavlja se da dragémikrobne komponente koje sintetiziraju
probiotickih sojevi zdruzenim ginkom inhibiraju rastS. aureugChalier i sur., 2009; Leeber i
sur., 2020).

Metoda dvostrukog sloja agara, utemeljena na iramkjultest-mikroorganizama u jednom sloju

agara, te probiatkog soja u drugom sloju agara, za dilranje antimikrobnog djelovanja
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bakterijskih stanica dinkovita je za analizu inhibicijskog djelovanja protickih bakterija
(Kohler i sur., 2012; Comon i sur., 2014). Prednogé metode, u usporedbi s preostalim
metodama definiranja antimikrobnoginka, a kojima se oddeje antibakterijska aktivnost
supernatanta kulture probigitog soja, je u Sto mikroorganizam producent tijekasta izlduje
antimikrobne supstancije direktno u podlogu na koge testira inhibicija rasta test-
mikroorganizma. Eksperimentalno odeme zone inhibicije ozgavaju antibakterijsko
djelovanje soja prema test mikroorganizmima. Vmjesti efektivnih inhibicijskin omjera (EIR),
koji se izr&unavaju iz izmjerenih promjera zona porasle protket kulture, c¢ije se
antimikrobno djelovanje ispituje i promjera zondilricije odabranih test-mikroorganizanta
Typhimurium FP1 iE. coli 3014, upduju da veéina sojeva umjereno inhibiraju (vrijednosti
EIR=0,71-1,22) ili zn&ajnije inhibiraju test-mikroorganizme (vrijednoskIR=1,57-2,43) s
iznimkom sojeva iz probiatkin pripravaka PP4 odnosno PP5 koji nisu inhibinast S.
Typhimurium FP1(Tablica 29.). Na temelju odeaih vrijednosti EIR ustanovljeno je da
odabrani sojevi imaju raziti spektar antimikrobnog djelovanja prema srodmiakterijama iz
roda Lactobacillus Lactococcus EnterococcuqTablica 29.) Pri tome su vrijednosti EIR, u
usporedbi s dobivenim vrijednostima inhibicije pgaih bakterijama dgnito manje te se
mogu okarakterizirati kao slaba ili umjerena inbifai. Stoga se pretpostavlja da ne iskazuju
zna&ajno inhibicijsko djelovanje prema srodnim bakg&mj ciji predstavnici mogu biti

zastupljeni kao dio bakterijske populacije intesiie mikrobiote.
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Tablica 29. a) Antagonisttko metudjelovanje bakterijskih sojeva iz probigkih pripravaka s
test-mikroorganizmima oddeno metodom dvostrukog sloja agard) Antagonisttko
medudjelovanje sojeva iz probigkih pripravka i odabranih sojeva bakterija miije kiseline

izrazeno odréivanjem vrijednosti efektivnog inhibicijskog omjef&IR).

a)
Bakterijska EIR
kultura S. Typhimurium FP1 E. coli 3014

1 2,00 1,22

2A 1,00 2,43

2B 1,67 2,25

3 0,71 1,57

4 nema inhibicije rasta 1,71

5 nema inhibicije rasta nema inhibicije rasta
6 1,17 2,33

8/1 2,14 1,60

8/2 1,00 0,80

9 1,00 nema inhibicije rasta

b)
Bakterijski EIR
kultura L. rhamnosus L. lactis E. faecium

1 1,20+0,95 0,89+0,76 1,56+1,46
2A 1,63+0,84 1,02+0,47 1,00+1,64
2B 0,23+0,11 1,40+0,00 1,00+0,00
3 0,52+0,33 1,00+0,71 0,73+0,00
4 0.27+0,03 1,25+0,00 0,80+0,67
5 1.00+0,00 0,60+0,57 0,81+0,28
6 0,37+0,03 0,70+0,38 0,91+0,53
7 0,51+0,23 0,47+0,36 0,59+0,71
8/1 0,25+0,19 0,82+0,54 0,25+0,49
8/2 0,21+0,53 0,60+0,00 0,23+0,07
9 0,15+0,23 nema inhibicije rasta 0,43+0,11

Interpretacija eksperimentalno dobivenih vrijedn&$R < 0,5 slaba inhibicija rasta; EIR 0,5 do
1,5 srednja inhibicija rasta; EIR >1,5 Zama inhibicija rasta. Eksperimenti su ponovljeni
minimalno tri puta za statisku analizu rezultata.

Dodatno je i turbidimetriskom metodom ispitano iamkrobno djelovanje nerazijienog

supernatanta kulture, te 75%, 50% i 25%-tnog swgtanmata kulture u MRS hranijivoj podlozi
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probiotickih sojeva prema test-mikroorganizmirga coli 3014 iS. Typhimurium FP1 (Tablica
30.).

Tablica 30. Inhibicijsko djelovanje supernatanata kultura teajskih sojeva iz probiotkih
pripravaka prema test-mikroorganizmint Typhimurium FP1 iE. coli 3014 odrédeno
turbidimetrijskom metodom.

Bakterijska Promjer zone inhibicije rasta (mm)

S.typhimurium FP1 E. coli3014
kultura
a b C d e a b c d e

1 22 21 14 12 10 15 11 10 - -
2A 21 14 12 11 10 16 12 10 10 9
2B 20 13 11 10 - 14 11 9 - -

3 24 14 12 10 10 14 12 11 9 -

4 12 - - - - 10 - - - -

5 12 10 - - - 10 - - - -

6 19 14 12 11 10 15 12 11 10 -
8/1 21 13 12 10 - 15 12 11 10 -
8/2 12 - - - - 9 - - - -

9 12 10 - - - 9 - - - -

Razrijeienja supernatanta kulture:

- 50ul supernatanta kulture

- 40l supernatanta kulture + 30 hranjivog bujona
- 30ul supernatanta kulture + 20 hranjivog bujona
- 20l supernatanta kulture + 30 hranjivog bujona

- 10ul supernatanta kulture + 40 hranjivog bujona
- nema inhibicijskog djelovanja

O QO 00w

Narazrijeieni supernatant probigkih sojeva inhibirao je rast oba ispitana test-mikganizama
ali pri tome zna&ajnije S. typhimurium FP1 u usporedbi B. coli 3014. Inhibicijski @inak
razijedenih 50 i 25%-tnih supernatanta kulture zadrzarkgd veine probiotékin sojeva i
proporcionalno razrigenju supernatanta se smanjuje.

Jedan od pristupa za p&gmje kolonizacijskog potencijala probickin sojeva u GIT jer
primjena prebiotikog koncepta, odnosno zdruzena primjena pratkoy soja s prebiatkim
supstratom. Prebiotici se definiraju kao supstkadji mikroorganizmi doména selektivno
koriste i tako poboljSavaju zdravlje doéir@a (Gibson i sur., 2011). Upravo pojedini prelikiti
supstrati potiu rastLactobacillusi Bifidobacterumvrsta iz intestinalne mikrobiote, stoga je
odreiena mogunost bakterijskih sojeva iz pripravaka da asimilirmdabrene supstrate iz

hranjive podloge kako bi se procjenio potencijakirdioticku primjenu (Slika 30).
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Slika 30. Asmilacija prebioitkin supstrata laktuloze, raftiloze, inulina i matét pomau

bakterijskih sojeva iz probigtkih pripravaka.

Pojedini prebiotiki supstrati imaju ujedno i zastitncimak kao lioprotektori tijekom procesa
liofilizacije za pripremu liofiliziranih probiotikih pripravaka, pa se njihovom primjenom osim
doprinosa funkcionalnosti probiokin sojeva moze utjecati i na tehnoloSka svojstjekdm
biotehnoloSke proizvodnje na industrijskog razini.

Nakon funkcionalne karakterizacije bakterijskih es@, provedena je liofilizacija bakterijske
biomase. Probiatki pripravci na trzistu uglavnom su dostupni u sahpraskastim oblicima,
proizvedeni su razlitim metodama suSenja koje mogu, uslijed tehnolo§ldrametara, utjecati
na smanjenje broja zivih bakterijskih stanica urgaem pripravku. Nakon revitalizacije sojeva u
optimalnim medijima za rast, proveden je procefilitacije: uklanjanje unutarstatne vode
sublimacijom iz duboko zamrznute koncentrirane ldsenpod vakuumom. Empirijski se ovim
procesom postize visok broj zivinh probitih stanica po gramu pripravka. Liofilizacija
bakterijskih sojeva provedena je uz dodatak ¢ditikrioprotektora i lioprotektora te je odien
stupanj prezivljavanja za svaki uzorak, a odabeangjinkovitiji lioprotektor, obrano mlijeko,
kojime je postignuto najuspjesnije prezivljavanjelpotickin bakterija u pripravku (Tablica 31.
aib).
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Postotak prezivljavanje probiokih bakterija iz pripravaka je u rasponu vrijedm@,42+0,17
do 95,91+0,05 %. Prema tome proces liofilizacijezem@e smatrati pogodnom metodom za

pripravu liofiliziranih praskastih pripravaka protickih bakterija.

Tablica 31. a) Prezivljavanje probiotkih sojeva izoliranih iz probiatkih pripravaka na

hrvatskom trziStu nakon procesa liofilizacije uddtak obranog mlijeka

Bakterijska log CFU/mL log CFU/mlI Smrtnost Prezivljavanje
kultura (prije liofilizacije) |io1gir|]i§§25e) stanica sojeva (%)
1A 9,63+1,16 9,20+0,69 0,43+0,49 95,91+0,05
2A 10,84+1,36 9,60+2,15 1,24+1,24 88,10+0,11
2B 9,85+0,07 67,92+1,65 3,15+0,72 80,42+0,17
3 9,51+0,80 8,73+0,46 0,79+1,22 92,37+11,63
4 9,97+0,47 8,87+0,56 1,1+0,77 89,11+7,60
5/1 9,29+0,62 8,29+0,40 1,0+1,02 89,57+10,28
6B 9,81+0,14 9,20+0,23 0,61+0,13 93,77+1,40
7A 10,04+1,91 9,04+1,47 1,0+£0,44 90,28+2,52
8 9,74+0,22 8,82+0,48 0,92+0,262 90,48+2,87
8/1 9,00 8,69 0,31 96,56
9 9,65+0,40 8,85+0,94 0,840,56  91,53+6,34

b) PrezivljavanjeL. reuterii L. rhamnosusz probiotikog pripravka PP13 nakon procesa
liofilizacije u obranom mlijeku.

Mikroorganizmi
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus
rhamnosus

N (prije liofilizacije)
1,15x16
1,71x16

N (poslije liofilizacije) Prezivljavanje (%)
2,91x10 82,34

1,69x16 89,06

Time je finaliziran protokol reidentificiranja i definiranja deklariranih probiatkih pripravaka
prema smjernicama znanstvene zajednice, prema &qrobiotéki sojevi moraju zadovoljiti

stroge izborne kriterije s 0pg, tehnoloskog i funkcionalnog aspekta.
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5. RASPRAVA



5. RASPRAVA

5.1. Identifikacija probioti ¢kih sojeva iz pripravaka

Probiotiki sojevi sadrzani u pripravcima na trziStu morapdrzati funkcionalna svojstva na
temelju kojih su prilikom ispitivanja zadovoljilit®ge izborne kriterije, a prema kojima su
sigurni za primjenu, zadovoljava@ kvalitete i dinkovitosti in vivo. Glavni je zahtjev za
primjenu probiotkih pripravaka da korai proizvod sadrzi t#no definiran broj zivih
probiotickih stanica naveden na deklaraciji. Prolgkitpripravci se véinom prodaju kao dodaci
prehrani, te ne podlijezu zakonodavstvu lijekoakoi postoje intenzivna nastojanja znanstvene
zajednice u suradnji s farmaceutskim kompanijamanjg@govu primjenu kao bioterapeutika
utemeljenu na klirkkim studijama. Stoga su standardi industrijske zwadnje, odnosno dobre
proizvadacke prakse i kontrole kvalitete radgto definirani u usporedbi s onima u proizvodniji
lijekova. Davis (2014) u preglednom znanstvenonu naavodi nekoliko znanstvenih istrazivanja
kojima je ustanovljeno da broj probigkih stanica u pripravku prema deklaraciji prohikii
proizvoda nije téan, te su ustanovljene znatno nize koncentracijaebgkih stanica od
navedenih. U prvom redu, z&inkovitost probiotékih pripravaka neophodno je osigurati
preciznu taksonomsku identifikaciju na razini sdj@,jasno navesti na deklaraciji sadrzane
sojeve i definirati prezivljavanje i pfanje kvalitete formulacije proizvoda tijekom vreraen
(Lewis i sur., 2016). Probiatki proizvodi dostupni na trziStu ukguju fermentirane
prehrambene proizvode ili dodatke prehrani kojirsadjedan ili viSe probiatkih sojeva.
Medutim, nije uspostavljena i definirana validacijadnara kvalitete ovih pripravaka na drzavnoj
razini, StoviSe prisutna je neus&émnost u nadzoru kvalitete na do@arodnoj razini (de Simone,
2018). I na hrvatskom trziStu dostupna je Sirokayaa probiotikih proizvoda. Stoga su u ovom
radu provedena istrazivanja koja su omalgurezultate o broju bakterijskih stanica, sastavu
mikrobnih kultura okarakteriziranin kao probigkih i in vitro funkcionalnosti sojeva u
probiotickim pripravcima. U srediStu istrazivanja je uspuoktaje metodoloSkog pristupa za
robusnu analizu probi@ih pripravka kako bi se ustanovilactmst taksonomske nomenklature
i koncentracije bakterijskih stanica, preciznosentifikacije soja, uz definiranje sigurnosti

primjene i evaluacije funkcionalnih svojstawavitro.
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Iz 13 probiotékih pripravaka (PP) su izolirani bakterijski sojekéko bi se ustanovilo da i
deklaracije proizvoda ispravno navode podatke azsain vrstama iz roddactobacillusi
pripadaju probiotikim sojevima koji su m#u najistrazivanijim sojevima ndenarodnih
istrazivakih timova, te su okarakterizirani u znanstvenimaigvanjima i klintkim studijama s
aspekta funkcionalnosti. Radi se o prolkitn bakterijama popuk. rhamnosusGG®, prema
posljednjoj nomenklaturi preimenovanlLacticaseibacillus rhamnosu&pji se primjenjuje za
profilaksu i terapiju niza gastrointestinalnih ikéga ili jacanje imuniteta. Mé&u deklariranim
sojevima je iL. reuteri DSM 17938 koji se pojedidao ili u kombinaciji s drugim sojerh.
reuteri preporda za odrzavanje ravnoteze sastava mikrobiote ugign®. Isto tako probiotki
pripravak namijenjen djeci sadrBifidobacterium longuma zapravo se precizno radi o soju
Bifidobacterium longumsubsp.longum BB536 koji je izvorno prvi puta izoliran iz fecesa
zdravog dojedeta (Boon Wong i sur., 2019). Liofilizirani pripraivkoji sadrze pojedirine ili
nekoliko razlEitih sojeva probiotikin bakterija su zn&jno prisutni na trzistu, a kako se radi o
proizvodima koji se primjenjuju za profilaksu ilblazavanje simptoma ragiiih intestinalnih
poremeaja, osim kod odraslih, i kod djece i dajadi, neophodna je ispravna taksonomska
identifikacija na razini soja i ozfavanje prisutnih bakterijskih sojeva, te ativanje broja
poraslih kolonija (CFU/ml ili CFU/g), a¢emu je prema nadzoru kvalitete, zakonodavstvu i
smjernicama EFSA potrebno izvjestiti na deklarapipizvoda. Probiotki pripravci nageke
sadrze jedan ili viSe sojeva bakterijskih vrstarazlova BMK, koje su izvorno izolirane iz
razlicitih  fermentiranih  proizvoda ili GIT ¢ovjeka: Bifidobacterium Lactobacillus
StreptococcuysPediococcusi Lactococcus No pojedini pripravci sadrze Bacillus vrste te
Saccharomyces boulardii nage&e su dostupni u finalnom praskastom obliku ué¢h@ma,
unutar kapsula ili tablete ili u formulaciji kagP&tro i sur., 2016). Dostupni gitavi konzorciji
mikrobnih vrsta unutar pripravaka komercijalnog maé/SL#3 koji sadrzi sojevé&treptococcus
thermophilus, Eubacterium faecium, Bifidobacteriuttreve, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilusactobacillus plantarum, Lactobacillus
caseite Lactobacillus delbrueckisubspeciedbulgaricus koji se pokazao dinkovit u terapiji
ulceroznog kolitisa (Hage i sur., 2017). U novifgeme intenzivno se provode i istrazivanja na
tkz. novoj generaciji probiatkin sojeva Akkermansia municiphila Faecalibacterium

prausnitzii, Bacteroides fragilisi Bacteroides uniformisg¢iji je znataj proizasao iz omniikih
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istrazivanja intestinalnog mikrobioma, ali priprawyih bakterija jos nisu dostupni na trzistu
(Hage i sur., 2017).

Zbog velike komercijalizacije probi@kih pripravaka, EFSA (2012) je izdala upute za pny
zdravstvenih tvrdnji koje se navode na deklargmpizvoda. Analiza sastava i broja mikrobnih
stanica pokazala je da je zafan udio probiotikih proizvoda s deklaracijama na kojima
informacije i vrijednosti odstupaju od navedeniladikson i sur., 2019). Stoga je u Europi
pokrenuta inicijativa reidentifikacije bakterijskéojeva koji se koriste kao probiotici s ciljem
osnivanja banke probigkih sojeva kao temelja za daljnja istrazivanja @sib i sur., 2011).
Budwi da su brojna znanstvena istrazivanja koja ¢upu na ¢estu pojavu neispravnog
ozn&avanja probiotikih sojeva u komercijalnim proizvodima (Lewis i sSu2016; Patro i sur.,
2016, Ansari i sur., 2019; Ullah i sur., 2020) salleni su probiottki pripravci na hrvatskom
trziStu, kako bi se provela reidentifikacija baksiih sojeva koji su prisutni u tim proizvodima
prema deklaraciji. No, prije definiranja funkciondd winaka, najvazniji ofi kriterij za odabir
probiotickih sojeva je ispravna taksonomska identifikacioga je provedena identifikacija
bakterijskih sojeva iz probiatkih pripravaka primjenom fenotipskih metoda kao iliprz
ucinkovitin i ekonoménih pristupa za rutinsku analizu velikog broja leslskih sojeva.
KoriStene su konvencionalne mikrobioloSke metodedefiniranje fizioloskih i metabaikih
svojstava i fenotipske metode poput AP1 50 CHL iLBBRYSTAL ANR testova za oddévanje
fementacijskih profila raztitih metabolita, te SDS-PAGE analiza ukupnih staifi i

povrsinskih proteina.

Naime, na deklaracijama sakupljenih prolgkita pripravaka, navedeno je da sadistu
probioticku kulturu ili konzorcij bakterijskih sojeva kojiripadaju roduLactobacillus odnosno
Bifidobacterium zbog ¢ega su prilikom kultivacije pojedidaih kolonija koriStene MRS
hranjiva podloga selektivna za rastctobacillusvrsta, te TOS-propionat podloga koja se koristi
kao optimalna podloga za ra&ifidobacteriumvrsta. Prema navedenim informacijama o
sojevima odabrani su uvjeti rasta odnosno optimateenperature, te inkubacija u
mikroaerofilnim ili anaerobnim uvjetima. Zbog praktosti bakterijske kulture su ozfene
redom prema probiatkom pripravku unutar kojeg su sadrzani: 1, 2A, 3B4, 5, 6B, 7A, 8/1,
8/2,9, 13A 1 13B. Sojevi 2A i 2B, te 8/1 i 8/2, mwlirani iz istih pripravaka, ali nakon uzgoja na

razlicitim hranjivim podlogama odabirom morfoloski ra#ih bakterijskih kolonija, zbogega
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se pretpostavljalo da pripadaju réilm rodovima, Sto je ispitano i primjenom molekurdn
metoda analizom DNA.

Prema fizioloSkim svojstvima bakterijski sojevi dafinirani kao Gram-pozitivhe, nepokretne i
nesporogene bakterije, morfologije Stapili koka, koje ne eksprimiraju enzim katalazuste
preliminarno klasificirane kao BMK. Bakterijski ®i su sintetizirali visoke koncentracije
mlijecne kiseline te u skladu s tim snizili pH vrijednostikrookoliSa i time utjecali na
acidifikaciju hranjive podloge. Tijekom rasta i feentacije, BMK i bakterije roda
Bifidobacteriumproizvode znéajne koltine organskih kiselina, u najviSem postotku ndhje
kiselinu. Mlijecna kiselina je primarni metabolit koji se sintets&zu eksponencijalnoj fazi rasta
BMK (Suskovk i sur., 2010). Sinteza mlijae kiseline, osim $to moZe ujvati na pripadnost
jednom od rodova BMK doprinosi i antimikrobnom djehnju. Lipofilna kiselina, kao Sto je
mlijecna u nedisociranom obliku, moze prodrijeti u stanmikroorganizma i interferirati s
osnovnim stagnim metabolizmom, te sniziti intracelularni pH uasici patogenog soja
(Suskové i sur., 2010). Odrivanjem mogudnosti bakterijskih stanica da stvaraju plin moze se
ustanovit da li se radi o heterofermentativninhdmofermentativnih bakterijama Sto je doprinos
za karaketrizaciju osnovnih fizioloSkih svojstavrimjerice obligativhe homofermentativne
vrste sul. acidophilusL. crispatusL. amylovarusL. gallinarum L. gasseri L. johnsoniikoji

se primjenjuju kao probiotici. Temeljem ove metadéina bakterijskih stanica iz probickih

pripravaka ne stvara plin te se smatra da su ggrojhomofermentativne bakterije.

Kako se prema osnovnim fizioloSkim svojstvima baigke kulture iz probiotikih pripravaka
mogu okarakterizirati kao BMK, provedena je daljigmotipska karakterizacija. Odiena je
ucinkovitosti fermentacije raalitih izvora ugljika primjenom API 50 CHL testa zdentifikaciju
Lactobacillusvrsta. Na temelju eksperimentalno dobivenih paofdrmentacije ugljikohidrata i
postojée baze podataka API sustava identificirani sudygkki sojevi. Sojevi iz PP5 i PP13:
13A su identificirani kaoL. fermentum te druga prisutna bakterijska kultura 13B Kao
rhamnosussto je u skladu s deklaracijom liofiliziranog gmavka. Na temelju fermentacijskih
profila soj 8/1, porastao na MRS, je identificikao L. plantarum,jako se prema deklaraciji radi
od L. acidophilus dok je soj 6 identificiran kad. rhamnosusPrema deklaraciji PP8 sadrzi i
Bifidobacterium koji stoga nije analiziran API50 CHL testom, koje sorema uputama
proizvod&a primjenjuje za karakterizaciju sarbactobacillussojeva. U probiotikom pripravku

PP6 sadrzane su tri rate Lactobacillusvrste. Za sojeve 1 i 2A je potieno da se radi o istom
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soju iz rodalLactobacillusi identifikacijom API 50 CHL testom ustanovljene ¢la se radi @.
rhamnosus,Sto je i navedeno na deklaraciji. Prilikom idekttije bakterijskih vrsta iz
pripravaka PP4 i PP9 primjenom API sustava ustgmoye neprihvatljiv profil, no vjerojatno
pripadaju vrstiL. reuteri budwi da u bazi podataka API sustava ne postoji ferawjski profil
za ovuvrstu, a na temelju eksperimentalno dobivenih padamozemo definitivno potvrditi da
se radi o bakterijskim sojevima iz rodactobacillus Potrebno je istaknuti da je primjena
analize fermentacijskih profila niza supstrata A® CHL testom doprinjela karakterizaciji
fenotipskih svojstava za identifikacijuactobacillussojeva, no ustanovljena su i ogramja
primjerice prilikom razlikovanjd.. rhamnosukoji je filogenetski vrlo srodan soju paracasei
(Hill i sur., 2018), no isto tako otezana je idékécija L. acidophilus(Herbel i sur., 2013) i
stoga je u daljnjem ekperimentalnim pristupu obdbwa primjena molekularnih analiza za

uc¢inkovitiju fenotipsku, ali i genotipsku karakterp.

Dodatno s aspekta sigurnosti primjene probkofi pripravaka u kontekstu antibitkie
rezistencije, odiena je osjetljivost bakterijskih sojeva na 12 «aizhi antibiotika za koje su
definirane mikrobioloSke gratne vrijednosti prema EFSA smjernicama (2012). Pojaakterija
rezistentnih na viSe antibiotika, odnosno mutantifeva koje viSe ragitih antibiotika ne
moze inhibirati, kao posljedica pretjerane i nejmape primjene antibiotika Sirokog spektra u
terapijske svrhe, kao i za poticanje rasta zivatimp farmama, predstavlja globalni zdravstveni
problem. Zbog moginosti prijenosa gena za antibidtii rezistenciju primjerice putem
horizontalnog prijenosa gena duwe bakterijama, osim kontrole antibitite rezistencije
patogenih bakterija, neophodno je provoditi i isfihja prisutnosti rezistencije kod nepatogenih,
komenzalnih bakterija, i osobito probigkih bakterija. Upravo zato je ispitana osjetljivesieva

iz probiotickih pripravaka na 9 razitih antibiotika (ampicilin, vankomicin, gentamigin
kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicitetraciklin i kloramfenikol) i joS dodatno na
14 odabranih antibiotika koji se primjenjuju u id#im terapijama. Devet antibiotika je
odabrano prema smjernicama Europske agencije aensigt hrane (engl. European Food Safety
Authority, EFSA) iz 2012., prema kojima se zahtjdaakterizacija osjetljivost probigkinh
sojeva na antibiotike namijenjenih za primjenu Kadi i Zivotinja. Eksperimentalne vrijednosti
promjera zona inhibicije oddene za pojedine sojeve disk-difuzijskom metodonusporéeni

sa standardima Instituta za kiike i laboratorijske studije (engl. Clinical Labayet Standards

Institute, CLSI). Kod pojedinih bakterijskin sojevarisutna je fenotipska rezistencija na
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kanamicin ili streptomicin, ili kod pojedinih na @mglikozide klindamicin ili tetraciklin, te na
vankomicin. Rezistencija na vankomicin je kodiragenima na bakterijskom “kromosomu”
prema tome se opisuje kao neprenosiva (LeboS Pawvwur., 2013). Prilikom definiranja
rezistencije probiotkih sojeva na antibiotike presudno je razlikovaoj@iene od st&ene
rezistencije. Zn&jno je razumijevanje rezistencije na antibiotilsdijed slwtajnih genetikih
promjenama u genomu poput primjerice inaktivaciepoizomomeraze koja rezultira
rezistencijom bakterijskog soja na kinolone ili ppfomjena na ribosomima koje rezultiraju
rezistencijom na rifampicin, od prenosive rezisigngoput rezistencije na tetracikléiji se geni
obi¢no nalaze na pokretnim geri&im elementima, plazmidima ili transpozonima (Sasde
sur., 2010). Evaluacija profila osjetljivodtactobacillussojeva na glikopeptid vankomicin je
ujedno minoran doprinos za identifikaciju jer jpidha za sojevé. rhamnosusL. paracaseil.
plantarum L. reuteri Ova vrsta rezistencije laktobacila na vankomiensmatra se rianom jer
Su geni za rezistenciju locirani na kromosomu np@eome njihova rezistencija nije prenosiva
na druge bakterijske sojeve, za razliku odceste rezistencije posredovane plazmidima i
transpozonima koja ima veliki potencijal za prempSena druge bakterijske vrste, Sto jecaju
kod pojedinih vankomicin — rezistentnih vrsta izdadEnterococcus OtpornostLactobacillus
sojeva na vankomicin proizlazi iz reakcije prilikokoje se terminalni D-Ala-D-Ala dipeptid,
peptidoglikana na koji se veze vankomicin s citeplatske strane stamie stijenke bakterije,
zamjenjuje D-Ala-D-laktatom ili D-Ala-D-serinom, @&tsprijgava vezanje vankomicina s
vanjske citoplazmatske strane sta stijenke bakterijske stanice (Gueimonde i 9013). JoS
jedan razlog zbog kojeg se rezistenciju na amikogldne antibiotike smatra utenom kod
Lactobacillus sojeva je Sto bakterijske stanice nemaju néogst transporta elektrona
posredovanjem citokromoma, a koji sudjeluje u tpansl odnosno unosu antibiotika u
unutarstanini prostor (Gueimonde i sur., 2013). Sveukupnoulta analize profila rezistencije
na antibiotike su u skladu s podacima drugih isteala o osjetljivosti probiotkih

Lactobacillusili Bifidobacteriumsojeva na antibiotike.

Za daljnju fenotipsku karakterizaciju analiziranu rofili ukupnih topljivih staninih i
povrsinskih proteina ponéa SDS-PAGE metode. UPGMA analizom generirani suddsgrami.
Naime proteom povrSinskih proteina odnosno spauifiproteini dostupni na povrSini
bakterijskih stanica probigkih bakterija ¢esto se opisuju kao zfggni cimbenici za

funkcionalnosti probiotkih sojeva jer se smatra da upravo proteini s kanfrane statine
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stijenke imaju zaStitu ulogu tijekom nepovoljnih jeta mikrookoliSa. To prvenstveno
podrazumijeva protektivnu funkciju prilikom traraikroz GIT, zatim interakcije sa stanicama
dom&ina putem vezanja na mucin odnosno intestinalnekgio moze utjecati na kolonizacijski
potencijal, a pri tome i u interakciji s imunologkistanicama, odnosno tkivima, u intestinalnoj
sluznici Sto sve doprinosidanju funkcije intestinalne barijere. Time karaktadija povrsinskih
proteina osim doprinosa identifikaciji, moze i Zapmije doprinjeti definiranju molekularnih
mehanizama funkcionalnosti probitkin sojeva. Analizom miusobne stinost proteinskih
profila sojeva iz probiotkih pripravaka ustanovljene su tri skupine prempnka su grupirani
analizirani probiotiki sojevi. Koeficijent podudarnosti odnosno¢albst proteinskih profila
sojeva unutar skupine iznosio je 90 %. Koeficijektirelacije izméu pojedinih grupacija
probiotickih sojeva na dendrogramu su iznad 85%, te su isoj@enanici svrstani u dva roda
Lactobacillus i Bifidobacterium. Fenotipska identifikacija sojeva, na temelju araliz
fermentacijskih profila Sera i speciiinih supstrata te analizom proteinskih profila SDSSE
elektroforezom topljivin statnih i povrSinskih proteina, potvrdila je prisutndsactobacillus

odnosndBifidobacteriumvrsta u probiotikim pripravcima.

Fenotipsku karakterizaciju potrebno je nadopumtlaom genetikih svojstava, stoga je u ovoj
disertaciji, primjenom raaitih molekularno-genetkih metoda RAPD, PCR sa spe&ifim
pocetnicama za vrsteLactobacillus ili Bifidobacterium te 16S rDNA sekvencioniranje,
provedeno razlikovanje i identifikacija sadrzanifolgotickin sojeva. Biotipizacija sadrzanih
probiotickih sojeva provedena je amplifikacijom V9 regijeSLERNA Bifidobacteriumsojeva
lancanom reakcijom polimeraze sa spetiiin paietnicama Im26 i Im3 za vrstu, odnosno
umnazanjem 16S/23S intergenske rRNA ,spacer” rezajeéactobacillusvrstu sa specinim
parom pdéetnica LbLMAl-rev i R16-1. Ustanovljeno je da sémgenom specifinih paietnica
za Bifidobacteriumvrste moze omodgiti brzo i precizno razlikovanje bifidobakterija p@cu
PCR metode. Nadalje primjena 16S rRNA sekvenciojarapokazala se éinkovitom u
identifikaciji sadrzanih probiatkih sojeva, te je zrajna jer metode lako izvediva, a prikladna
je za rutinske analize velikog broja uzoraka prabkih priprvaka, te prilikom uvienja metode

u laboratorij ne zahtjeva zégna investicijska ulaganja. Ipak treba istaknatiako se primjena
ove metode pokazalacimkovitom za identifikaciju sojevalLactobacillus vrste, prilikom
identifikacije je otezano razlikovanje vrlo srodnitsta ili podvrsta poput. caseii L. paracasei

ili L. plantarumi L. pentosusodnosnoL. delbrueckiii L. paracaseizbog zn&ajne slénosti
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sekvenci 16S rRNA gena, te se nije pokazalmkovitom (Foschi i sur., 2017). No osim
provjere ispravnosti identifikacije probidkiog soja, precizna taksonomska identifikacija je
nuzna sobzirom na funkcionalnost i iskazivanje fjoifeucinaka na zdravlje donéma i jedan
od najvaznijih opih zahtjeva probiotkog koncepta jer je temelj za funkcionalnu karakseriju
soja.

S obzirom na dostupnost potpuno sekvencioniraniog@ mnogih probiatkin sojeva za
definiranje sastava trziSnih pripravaka, Lewis ir.sii2016) primjenili su tehnologiju
sekvencioniranja sljede generacije gngl. next-generation sequencing) (Lewis i sur., 2016).
Metodologija podrazumijeva primjenu visokosofisteiih tehnika zn@jne preciznosti u
taksonomskoj identifikaciji, te je omogia identifikaciju sojacija je velina genoma zri@jno
manja u probiotikom pripravku, a koji prema deklaraciji sad2i longumsubspinfantis,
ATCC 15697, veliine 2.83VIb (Lewis i sur., 2016). lako ovakav pristup omégua preciznu
identifikaciju do razine soja, potrebno je istakrnild je utemeljen na metagengkoj analizi i
nije ukljucivao eksperiment kultivacije sadrzanih bakterijskifitura na optimalnoj podlozi za
rast. Ovakav pristup iako omogye preciznost taksonomske identifkacije proltkdg soja
zahtjeva zné&jnu investiciju i teSko je izvediv za rutinsku idaciju velikog broja bakterijskih
sojeva s aspekta kontrole kvalitete u neovisnintitingjama. Prilikom validacije sastava
probiotickih pripravaka o¢ito je westalo prisutna neispravna deklara@jfidobacteriumvrsta.
Takader treba uzeti u obzir da do gubitka stabilnost swjtakvim pripravcima moze ¢éio
tijekom duzeg vremenskog perioda skladiStenja, iatgme je razlikovanje dvaju sojeVB.
longum subsp.longumi B. longumsubsp.infantis otezano. Dodatno i pri samoj validaciji
probiotickin pripravaka velika je vjerojatnost pogreSne idémcija sojeva iz roda
Bifidobacterium koji se mé&usobno zn&jno razlikuju s obzirom na metahidu aktivnost i
sposobnost kolonizacije, Sto moze rezultirati psgma interpretacijama u kligkim
ispitivanjima, te neginkovitom primjenom kod pacijenata (Lewis i surQ1®). Iz GIT ¢ovjeka
izolirane su dvije podvrstB. longumkoje je teSko razlikovatiB. longumsubsp.longumi B.
longumsubspinfantis Dva soja se ne mogu razlikovati ugd)jenom metodom sekvencioniranja
16S rRNA gena. Na probigkom pripravku koji je prema deklaraciji sadrzavBo longum
subsp. longum B. longumsubsp.infantis izmijenjen je podatak o prisutnosti dviju podesste
je deklarirana prisutnost pojeditredg soja B. animalis subsp. lactis. Reklasifikacija je

uzrokovala nesporazum jer je dostupan niz rezukafadefiniraju probiottki ucinak upravo
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zdruzene kulture. Vjerojatnost pogreSne identifijeaersta i podvrsta je visoka, upravo zbog
detekcije dviju podvrst8. longum koje su potuwtene i sekvencioniranjem genoma (Lewis i sur.,
2016). Ovakve neispravnosti otezavaju i provjerwgzanosti prisutnin mikrobnih kultura u
probiotickim pripravcima s relevantnim znanstvenim istragjiraa o funkcionalnosti i primjeni
pojedinih probiottkih sojeva (Ansari i sur., 2019).

Postoji inicijativa ekspertnih skupina da proida® na deklaraciji proizvoda ili javnodostupnoj
mreznoj stranici dodatno informira potrégao primjeni metodologije za osiguranje kontrole
kvalitete proizvoda, u prvom redu zbog dokazivabggnog broja bakterijskih stanica i
mikrobioloSkecistoce pripravka.

| drugi pristupi poput analiza primjenom sustaval8gy Microbial Identification koriste se za
fenotipsko profiliranje i identifikaciju probiatkih sojeva (Ansari i sur., 2019). Ansari i sur.
(2019) su usporedili razite eksperimentalne pristupe za provjeréntusti deklaracije navedene
na probiotékim pripravcima i napitcima, od kojih su neki premheklaraciji, osim sojeva BMK,
sadrzavali i sojeve kvasca. Za identifikaciju sumpenili 16S rRNA sekvencioniranje, MALDI-
ToF i Biolog Microbial Identification sustav za diza fermentacije ugljikohidrata. Unutar
probiotickih pripravaka i napitaka destalo su identificirali bakterije vrstB. coagulans B.
subtilis L. plantarumi L. rhamnosus kvasacS. boulardii Isto tako sekvencioniranje cijelog
genoma probiotkog soja zn&jno je za tonu identifikaciju bakterijskog soja i definiranje
moguih kontaminacija, no ovakva metodologija prvenstvese primjenjuje u istraziie
svrhe, te je teSko izvediva za rutinsku provjeralitete probioitkih pripravaka.

Fenotipska karakterizacija, te odabir molekularnetadologije za preciznu taksonomsku
idnetifkaciju poput sekvencioniranja 16S rRNA geanjenjenjih u ovom radu omogili su
procijenu mirobnog sastava probitdih pripravka odnosno definiranje da li sadrze jpotbke
bakterije za koje se tvrdi da su prisutne u dinhma ozn&nim na deklaraciji, a osim toga
predstavljaju metodologiju koja je utemeljena nanpeni Wwinkovitih i ekonomski dostupnih

eksperimentalnih pristupa za provjeru trziSnih @yaka od strane neovisne institucije.
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5.2. In vitro evaluacija funkcionalnih svojstava probiotikih sojeva iz pripravaka

Intestinalna mikrobiota zdrave odrasle osobe setramaravnotezenog sastava i doprinosi
vitalnom funkcioniranju organizma te ima niz Zapih winaka na zdravlje pojedinca (Sudkévi

i sur., 2009). Uslijed infekcije patogenim mikroargzama ili dugotrajne terapije antibioticima
ili utjecajem drugih egzogeniliimbenika, moZe nastupiti naruSavanje sastava utexene
intestinalne mikrobiote, Sto vodi nepozeljnim fimskim wincima na organizam i fizioloSki se
manifestira kao funkcionalni poreiag probavnog sustava. No prema trenutnim znanstveni
spoznajama povezuje se i s drugim por&pma u anatomski udaljenim dijelovima tijela od
GIT (Cani, 2018). Primjena probickih sojeva sa znanstveno dokazanim funkcionalnim
ucincima jedan je od pristupa za mikrobnu terapijudmacije sastava mikrobiote i obultaa
prema najnovijem izrazu, koncept primjene biomottuka (Martin i Langella, 2019). Potencijal
bakterija iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium osim kao industrijski zrajnih
mikroorganizama, koji imaju moguoost biotehnoloSke proizvodnje spetiih metabolita,
prepoznat je i kao probi@iih kultura s brojnim zdravstvenintimcima na organizam doréiaa,
Sto usmjerava njihovu primjenu kao bioterapeutiudkové i sur., 2010). Winkovitost i
funkcionalnost probiotkih bakterija, kao Sto su prezivljavanje u GIT @@lncija na kisele pH
vrijednosti i z&ne soli), adhezija na crijevne stanice, kompetisijgpatogenima i stvaranje
bioaktivnih spojeva, razlikuju se iz pojedinih sojeva. S obzirom da su istrazivanjga ko
definiraju Wwinak postojéih probiotika u svakoj regiji GIT teSko izvedivadugotrajna, u ovoj
disertaciji primijenjen je pristup selektivnog pn@bin vitro za karakterizaciju speatfih
svojstava Bioraznolikost odabranih probiokih sojeva prisutnih u trziSnim probiokim
pripravcima istrazena je primjenom konvencionalmlhvitro testova, te je ispitana tolerancija
sojeva prilikom prolaska kroz GIT i sposobnost aiflee pri interakciji s proteinima
izvanstantnog matriksa, te s glikoproteinom mucinom.

Prilikom primjene ovih sojeva kod dowina, prvu prepreku za iskazivanje funkcionalnih
ucinaka predstavlja prezivljavanje nepovoljnih uvje®T. Prisutni su uvjeti niskih pH
vrijednosti te probiotike stanice moraju imati sposobnost prezivljavanjavietima takvog
mikrookoliSa. Osim toga poboljSanje otpornosti potibkih sojeva na visoke koncentracije
kiseline kljuzno je u primjeni BMK kao bioterapeutika (Kos i st#003; Suskovii sur., 2009).

Javno dostupni potpuno sekvencionirani genomi BMiprthose razjasnjavanju molekularne
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biologije BMK, a primjena post-genotiih pristupa doprinjela je karakterizaciji genarofg@ina
koji su kljucni za stanini odgovor i prilagodbu na razlte nepovoljne stresne uvjete. Ove
spoznaje doprinose razvoju strategija kigeomoguiti povecanu otpornost BMK u nepozeljnim
uvjetima, a Sto je osobito ztggno prilikom iskazivanja funkcionalnosti probigkih sojeva u
GIT ¢ovjeka. Sistematni pristup uz primjenu mikrobioloskih i molekulargenetékih tehnika
omoguuje razvoj BMK s povéanom otporna&i na nepovoljne uvjete, s ciljem osiguravanja
funkcionalnosti probiotkih sojeva s bioterapijskiméincima (Martin i Langella, 2019).

Slijed€&i cilj istrazivanja bio je provjera funkcionalnihvgstava identificiranih bakterijskih
sojeva, sukladno preporukama Europske agencijeigzansst hrane (EFSA), za znanstveno
dokazivanje zdravstvenih tvrdnji navedenih na pobtkim pripravcima. Prezivljavanje u
nepovoljnim uvjetima prisutnim u GIT je jedan odvipr izbornih kriterija prilikom odabira
pojedinog bakterijskog soja kao probitidg (Serrazanetti i sur., 2009, Suskowvsur., 2010). U
prvom redu preliminarno je ispitana tolerancija tealkskin sojeva na zme soli dodane u
optimalne hranjive podloge, a nakon toggrezivljavanja izoliranih probiatkih sojeva iz
rodovalactobacillusi Bifidobacteriumu in vitro simuliranom zelganom soku i simuliranom
soku tankog crijeva. Ispitane probitie bakterije su otporne i mogu rasti u prisutndstinih
soli. SojeviL. rhamnosusGG, L. rhamnosusGR-1 i B. longumi uspjeSno podnose prisutne
koncnetracije Z&ne soli. Zéne soli, jedna od najvaznijih sastojakagizumaju svojstva
detergenta sa snaznim antimikrobniginkom, koji uzrokuje oSteenja starine membrane te
oksidativni stres prvenstveno ofiguéi genomsku DNA. Z& je znaajna u fiziologiji i
funkcionalnosti intestinalnih bakterijan situ i njena prisutnost moze inducirati ekspresiju
specifénih bakterijskih proteina. U mikrookoliSu GIT prisia je ova fizioloSka tekina, te je
pozeljno da ne inhibira probidke bakterije jer se time sp&@vaju pozitivni @dinci. Prisutnost
zwenih soli utjge na aktivnosti intenstinalnih laktobacila i bifluikterija te su aktivnosti poput
asimilacije kolesterola, izravho povezani s metabobm z@ne soli kod tih bakterija.
Hidrolazna aktivnost probiatkih bakterija se povezuje s mdmoZu da asimiliraju kolesterol,
Sto je joS jedno pozeljno svojstvo potencijalnoghpotickog soja. Aktiviranje molekularnih
mehanizama prilagodbe na oksidativni i kiselinskies takder su uobiajeni kao starni
odgovor u okolisSu zti (Ruiz i sur.,, 2013). Bakterij@esto primjenjuju efluks pumpe kao
detoksifikacijski mehanizam. Za detoksifikaciju¢zopisanse su dvije efluks pumpne nazvane,

BetA i Ctr kod Bifidobacteriumvrsta. GenbetA je reguliran promotorom koji se inducira u
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Moyt W

prisutnosti Zdi Sto je zn&ajno prilikom prolaska kroz GIT gdje upravo visdi@ncentracije Z¢i
mogu potaknuti ekpresiju ovog gena (Ruiz i suw13. Takder u mikroololiSu gdje je visoki
sadrzaj zdi kod Bifidobacteriumvrsta se prekomjerno eksprimiraju brojni transgiorfproteini
primjerice sojaBifidobacterium breveJCC2003 koji sudjeluju u toleranciji odnosno adejjt
stanica na zine soli (Gonzalez-Rodriguez i sur., 2013).

No stanice sojevaactobacillusi Bifidobacteriumosim Sto koriste sustav efluksacgunogu
provoditi i modifikacije zdi djelovanjem hidrolaza Zme soli (Ruiz i sur., 2013). Upravo
sudionici intestinalne mikrobiote enzimatskom ahkti&u niza hidrolaza zinih soli, koje
dekonjugiraju ztne soli do zanih kiselina, mogu imati dinke na promjene metabolizma lipida
dom&ina (Ryan i sur., 2019). Induciranje sinteze hidral Zdnih soli intestinalne mikrobiote
upravo je rezultat mehanizama adaptacije baktdrmijstanica na uvjete GIT p&emu dolazi do
odvajanja amino-grupe #nih kiselina, ¢ime se osigurava daljnja razgradnja molekule
djelovanjem bakterijskih enzima, primjericen7dehidroksilaza. Ove reakcije doprinosgnku
smanjene reapsorpcija &uh kiselina u ileumwime se istovremeno poé de novosinteza
zwenih kiselina (Ryan i sur., 2019). Bakterije iz rodfidobacteriumimaju sposobnost
dekonjugacije z¢nih kiselina. Dekonjugirane Zne kiseline se izkuju iz probavnog sustava
puno brze nego konjugirane zbégga se trosi kolesterol za sintezu novilindla kiselina pa na

taj na&in sudjeluju u kontroli razine kolesterola u krvi.

Ispitani sojevi uspjesSno prezivljavaju u zZ&dnom soku i soku tankog crijeva, Sto typje da
mogu tolerirati niske pH vrijednosti prisutne u timjetima. Treba naglasiti da je za sojéve
rhamnosusLGG-1, Lactobacillus sp. 2A i Lactobacillus sp. 8 eksperimentalno odena
zn&ajno niza smrtnost (log CFU/ml) te se mozZe pregpostda su adaptirali i otporni na
simulirane uvjete GIT, dok su u usporedbi bakteie longum Lactobacillus sp. 5/1 i
Bifidobacteriumsp. 6B osjetljivije na simulirane uvjete GIT. P@@onzalez-Rodriguez i sur.
(2013) prilagodbaB. animalis subsp.lactis i B. longumna uvjete kiselinskog Soka uvjetuje
prekomjernu sintezu podjedinica-Fi-ATPaze, povéava aktivnost transporta vodikovih iona
van stanice i time spfava akumulaciju vodikovih iona. Analiza broja balgkih stanica u
uvjetima GIT sojeva iz rodaactobacillusi Bifidobacteriumpokazuje da svi sojevi uspjeSno
prezivljavaju u uvjetima kiselog okoliSa pri visakikoncentracijama £me soli i u prisutnost
probavnih enzima. Moze se zakiiti da analizirani sojevi zadovoljavaju vazan sélak kriterij

primjene probiotikih sojeva. Bakterije rodBifidobacteriumpredstavljaju jednu od dominantnih
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bakterijskih grupa mikrobiote GIT djece. Komparatvn genomskom analizom ustanovljeno je
daBifidobacterium longunsubsp.infantis u usporedbi 8ifidobacterium animalisubsp.lactis
ima zn&ajniji kolonizacijski potencijal u GIT nedongdi. B. longumsubsp.infantis moze
metabolizirati Sirok spektar oligosaharida &wapg mlijeka jer sadrzi enzime za vezanje,
transport i razgradnju oligosaharida, a koji nisisygini u genomuB. animalissubsp.lactis. B.
longumsubsp infantissmanjuje propusnost crijevnog epitela i ima arkngibne winke prilikom
primjene kod nedondadi (Lewis i sur., 2016). Genom sdfa breveUCC2003 sadrzi gensku
nakupinu za sintezu dva egzopolisaharida (O’Conirglir., 2011). EPS, kojeg proizvodi $9j
breve UCC2003 doprinosi prilagodbi bakterije nacdu stres i niske pH vrijednosti i time
olakSava inicijalnu kolonizaciju soja u crijevim&sperimentalnih Zivotinja te pég blazi
adaptivni imunoloski odgovor u usporedbi s del&ajs mutantnim sojem u genu za
egzopolisaharid. Primjena sdiga breveUCC2003 utjecala je nha smanjenje infekcije missva
Citrobacter rodentium(Fanning i sur.,, 2012). | egzopolisaharidi laktolza posreduju u
apsorpciji faga, te mogu imati uloge u interakci povrSinskim proteinima ili

imunomodulacijske ¢inke (Leeber i sur., 2020).

Adhezija na povrSinu epitelnih stanica sljéel¢e zn&ajno funkcionalno svojstvo i preduvjet za
kolonizaciju probiottkih sojeva u GIT Sto omogava &inak na promjenu sastava intestinalne
mikrobiote i imunoloSki sustav doiaa (Kos i sur., 2003; Frece i sur., 2009; MontegMera

i sur., 2019). Za procjenu svojstva adhezije protkdh bakterija primjenjeno je nekoliko
razlicitih in vitro metoda. Za oddivanje hidrofobnost i svojstva Lewisovih kiselindnmsno
baza koja su temelj za adheziju bakterija na ¢ketili abioticke povrSine, provedene su analize
MATS metodom. Za Kkarakterizaciju povrSinskin svayst stanica bakterijskih sojeva
primijenjena je ginkovita i kvantitativna metoda adhezije na otap@lagl. microbial adhesion
to solvents, MATS) utemeljena na svojstvu baktkejstanice s obzirom na afinitete za polarno
ili nepolarno otapalo. Mikrobna adhezija na hek&agpolarno otapalo) odraz je hidrofobnosti
stantne povrSine, dok mikrobna adhezija na kloroformcégdtor elektrona) ukazuje na bam
(elektron-donorska) svojstva, a mikrobna adhezgaetil-acetat (donor elektrona) wpie na
kisela (elektron-akceptorska) svojstva povrSindtiigmih bakterijskih stanica (Suskavi sur.,
2020). Odrédena je mogénost adhezije sojeva iz probikih pripravaka na heksan kao
nepolarno otapalo za procjenu hidrofobnih ili hidroh svojstava povrSine bakterijske stanice,

na etil acetat kao bazio otapalo i donor elektrona i na kloroform kadk#&len akceptor kako bi
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se procijenila svojstva Lewisovih baza ili kiselinBakterijska adhezija dijelom ovisi o
reverzibilnim i ireverzibilnim interakcijama. U petnoj reverzibilnoj fazi adhezije posreduju
kompleksne fizikalno-kemijske interakcije, koje id#faju povrSinska svojstva stanica i
ukljucéuju hidrofobnost i naboje, za koje se smatra danespeciitni i time sveprisutni kod
bakterijskih vrsta. Svi sojevi pokazuju slaba kisgta svojstva s afinitetom vezanja na etil acetat
te u znaajnijem omjeru svojstva baza s afinitetom premarditrmu Sto je u skladu s
rezultatima istrazivanja Kos i sur. (2003) za kojelveticusM92 i istrazivanjima Valeriano i
sur. (2014) za sdjactobacillus mucosaeM1.

Moguénost autoagregacije probicitin sojeva takder se smatra preduvjetom adhezije. Sojevi iz
probiotickih pripravaka pokazuju svojstvo autoagregacijge ls® s vremenom inkubacije, Sto je
i pretpostavljen rezultat, pot@va tijekom 5 sati eksperimentalnog ativanja. Svojstvo
autoagregacije probigkih sojeva moze ugivati na mogdnost uspjeSne adhezije na
intestinalne epitelne stanice, dok sposobnost legagije sa Stetnim mikroorganizmima moze
sprijegiti kolonizaciju patogenih mikroorganizama (Maliksur., 2013; Lebeer i sur., 2020).
Mackenzie i sur. (2013) su ustanovili da proteimisai o sortazi, koji se vezu na intestinalnu
sluznicu, posreduju u autoagregaciji sbjaeuteriATCC 53608 koiji je izoliran iz GIRovjeka,

a prema Jensen i sur. (2014) radi se o0 CmbA odnommgn-vezujgem proteinu A. Osim
autoagregacije i koagregacije analizirana je i néagatin vitro adhezije bakterijskih sojeva na
glikoprotein mucin. Mucin je prisutan kao jednasicukturnin komponenta na povrsini sluznice
GIT koja je zn&ajna u odrzavanju funkcije intestinalne barijer@retpostavlja se da ima ulogu
receptora za adhezine probétee bakterije. Mucini su glikoproteini sluznice i odisu
dinaminog, interaktivnog obrambenog sustava sluznice,osnim predstavijaju mukozalnu
barijeru izméu lumena i intestinalnih epitelnih stanica. Kaoviaknogu biti dio receptora
intestinalnog tkiva dontana kojeg prepoznaju razite makromolekule na povrsSini bakterijske
stanice probiotkih sojeva.Analizirani sojevi véinom nemaju Svojstvo vezanja na muamn
vitro. Ipak, prema rezultatima probiditi sojeviBifidobacteriumsp. 8/2 Bifidobacteriumsp. 6B,
Lactobacillus reuterDSM 17938-4 iBifidobacteriumsp. 2B iskazuju mogmost interakcije s
ovim glikoproteinom. Adhezija na povrSinu intestma sluznice interakcijom bakterijskih
stanica s mucinom ili proteinima ekstracelularnogtniksa moze biti vazan preduvjet za
kolonizaciju probiottkih sojeva u intestinalnom lumenu, koji moze omatwvim bakterijama

i kompetitivnu prednost pred drugim mikroorganizraim takvom ekosustavu (Suskevisur.,
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2010; Monteagudo-Mera i sur., 2019). Kako se slakusa u GIT neprestano obnavlja zbog
funkcionalnosti, prednost je da probidk bakterije pokazuju svojstva vezanja na t#eli
komponente intestinalne povrSine, Sto ontagel dulje zadrzavanje u GIT i time doprinosi
interakcijama s intestinalnim epitelnim stanicamaimunostanicama. Stoga Su u ovom
doktorskom radu provedena i istrazivanja vitro adhezije na spectine proteine
ekstracelularnog matriksa. Bakterijski sojevi igkjaz razlike u mogénosti adhezije na
fibronektin, kolagen i laminin, no zanimljivo jetéknuti da je ekstrakcija povrsinskih proteina,
odnosno inkubacija bakterijskih stanica s protednazK, utjecala na promjene svojstava
adhezije jer je zabiljezeno smanjeno vezanje bggidr stanica. Ovakvi rezultati upuju da se
moze pretpostavit da upravo povrsinski proteiniredsju u interakcijama bakterijske stanice sa
specifenim proteinima ekstracelularnog matriksa. Upravarrpmski protein CmbA sojd..
reuteriATCC PTA 6475 posreduje u adheziji bakterijskiarsta na Caco-2 staniu liniju i
mukus u lumenu GIT (Jensen i sur., 2014). Unutabiptickog koncepta ofe je poznato da se
probioticka svojstva razlikuju s obzirom na soj Sto objagajeezultate istrazivanja. Bakterije
roda Lactobacillus imaju jedinstvenu gdu stantne stijenke koja oddeje i funkcionalna
svojstva ovih sojeva kao probiotika. Pretpostad@ da struktura stame stijenke i sastav
lipoteihonske kiselina ima vaznu ulogu u adheaji, i imunomodulacijskom kapacitetu jer
proteini adhezije probiatkih stanica sudjeluju i u poticanju imunoloSkog odgra doméaina
(Lebeer i sur., 2012). Isto tako Sirok raspon @tlezida, od kojih su zmtajni oligosahardi
maginog mlijkea, a koje koriste bakterije vraBe longumpotpomazu adheziji i u uspjesnosti

rane kolonizacije crijeva dojeéadi.

Znanstvena istrazivanja ufyu na antimikrobni &nak probiotika prilikom kolonizacije

dom&ina, posebice putem inhibicije adhezije enteropatag u GIT, Sto se naziva
kompetitivnom ekskluzijom patogena (Common i s@f14; Liévin-Le Moal i Servin, 2014).
Sojevi iz probiottkih pripravaka iskazuju antimikrobno djelovanje e odabranim test-
mikroorganizmima, te se moze pretpostaviti da ingajak spektar inhibicijskog djelovanja koji
je vjerojatno izrazeniji prema Gram-pozitivnim badfama popusS. aureusPretpostavlja se da
su inhibicijski mehanizmi utemeljeni na kompeticigktobacila i patogenih sojeva za iste
receptore adhezije. Antipatogenicinek L. rhamnous GG, prema novoj taksonomiji
Lacticaseibacillus rhamnosu§&G, osim inhibicijskog djelovanja i kompetitivheks&luzije

utemeljen je i na spiavanju stvaranja biofilmova patogenih bakterijautenka na smanjenje
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ekspresije komponenata morfogeneze patogenih somwuajerice na formiranje hifa kod
gljivice Candida albicangLebeer i sur., 2020). Naime bakterijske starlicehamnosusGG
pokazale su potencijal za smanjenje upalnog odgovaronocitima, izazvanog dugotrajnom
infekcijom S. aureude se pretpostavlja da su rezultat sintetiziramjgecne kiseline. Vjerojatno
Su interakcije patogena i receptora nesp&wf] cime se otvara mogunost kompetitivhe
ekskluzije patogena djelovanjem probt&th sojeva, imunomodulacije, poticanja sinteze maci
i antimikrobnih molekula (Liévin-Le Moal i Servin2014). Pri tome su osobito zfagni
speciféni metaboliti bakteriocini, peptidi koji se sintatiaju na ribosomu, a iztuju se
ekstracelularno, te imaju baktericidna ili baktstaisko djelovanje. Proizvodnja bakteriocina
vazna je karakteristika probiokih sojeva koja doprinosi kolonizaciji GIT. Imajufunkciju
signalnih peptida, koji putemguorum sensingmodela i interakcije s mikrobioloSkim
zajednicama, prenose signale ostalim bakterijamstaeicama imunoloSkog sustava doma
(Dobson i sur., 2012). Bakteriocini probitkih sojeva inhibiraju Gram-pozitivhe bakterije popu
bakterijeL. monocytogeng$-ield i sur., 2018).

Odreieno je i inhibicijsko djelovanje prema srodnim BMK procjenu mogieg antimikrobnog
ucinka prilikom primjene probiotkih bakterija u GIT, s obzirom da komensalne bajeer
intestinalne mikrobiotecine predstavnici iz rodovd.actobacillus. Isto tako kod primjene
probiotickih pripravaka koji sadrze mjeSovitu kulturu odnossdabrani konzorcij probiatkih
sojeva kljino j eisklj&iti medusobno antagonisko meiudjelovanje prisutnih sojeva. Na
temelju vrijednosti efektivnih inhibicijskin omjergeIR) ustanovljeno je da se odabrani sojevi
odlikuju razlgitim spektrom antimikrobnog djelovanja, prema kojdrakterijske kulture iz
probiotickih pripravaka ne iskazuje z¥agno inhibicijsko djelovanje prema srodnim baktarija

iz roda Lactobacillus Antimikrobno djelovanje potj@ prvenstveno od nespeciibg
inhibicijskog utjecaja mlijgne kiseline i octene kiseline, ali moze biti i pedica proizvodnje
specifenih supstancija, bakteriocina. Turbidimetrijskom tatmm je dodatno potieno
inhibicijsko djelovanje prema navedenim sojevima ¢gmu je dokazano da je inhibicijski
ucinak supernatanata kultura tolik@inkovit da se moze primijeniti i u razrgenom obliku,
odnosno u mediju gdje je potrebno antimikrobno aljehje ispitivanog bakterijskog soja.
Interakcije doména i probiotEkih sojeva uzrokuju promjene u ekspresiji gena uepm
stanicama GIT i stanicama imunoloskog sustavame promjenu mukozalnih i sistemskih

imunofunkcija. Zdravstvenidinci probiotickin bakterija proizlaze iz fizioloSke aktivnosti iv
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bakterija unutar intestinalne mikrobiote te dops@dunkcijama intestinalne barijeréje je
djelovanje utemeljeno upravo na inhibiciji kolortga patogena i imunomodulaciji
(Kleerebezem i sur., 2010; Tao i sur., 2013). Fidke karakteristike dondma i fiziologija
mikroorganizama te ndeisobne interakcije bakterijskih stanica i stanicanetina doprinose

uravnotezenom sastavu intestinalne mikrobiote (eebsur., 2020).

Funkcionalnost bakterijskih sojeva potrebno je zatri tijekom industrijske proizvodnje.
Vecina probiotékih pripravaka upravo je dostupna u praskastom koblprireienom
liofilizacijom. Liofilizacija je metoda suSenja sti@a koja secesto koristi za industrijsku
primjenu BMK. Tijekom liofilizacije stanice se zamavaju, a zatim suSe pod vakuumom, te se
tijekom tih procesa iz stanica izdvaja voda. lzdwgm vode dolazi do o$nja brojnih
makromolekula prisutnih u bakterijskoj stanici poNA, proteina te statine stijenke. lako je
metoda liofilizacije skup&esto se koristi jer se njome postizu najbolja dvajkoncentriranih
probiotickih kultura. Tijekom biotehnoloSke proizvodnje licdiranih probiotickih kultura jedan
od glavnih ciljeva je proizvesti bakterijske kukuikoje sadrze visoku koncentraciju Zivih
aktivnih stanica, Sto podrazumijeva postizanje malnog odumiranja stanica tijekom
zamrzavanja, odnosno liofilizacijéjme ¢e se omogtiti zadrzavanje funkcionalnih svojstava
probiotika tijekom njihove proizvodnje, skladiStanji primjene. Liofilizirani probiotiki
pripravci imaju prednosti u odnosu na formulacijgpgemljene drugim tehnikama zbog
moguwnosti njihovog dugotrajnoguvanja, zadrzavanja metalidde aktivnosti probiotikih
stanica te prikladnosti u primjeni. Prezivljavameobiotickih bakterija tijekom liofilizacije i
skladiStenja je zri@ajno, jer niske vrijednostima smrtnosti stanica rdoysi optimiranju
tehnolosSkog i ekonomskog aspektu tijekom industeijproizvodnje. U procesu liofilizacije,
tijekom zamrzavanja i susenja pod vakuumom, mozediobrojnih oStéenja bioloSkog sustava
Sto utjge na prezivljavanje stanica. Kako bi se é8itga probiottkih stanica maksimalno
smanijila probiottke stanice se liofiliziraju uz dodatak lioprotekipod kojih je za liofilizaciju
probiotickih bakterija prema literaturi osobit@inkovito obrano mlijeko, no pojedini specifi
supstrati imaju i &nak prebiotika, koji raztitim mehanizmima spri@vaju oStéenja stanica
tijekom zamrzavanja, susenja i skladiStenja. Uprstega je u ovom doktorskom radu ispitan je
ucinak samog obranog mlijeka na prezivljavanje protkoh kultura tijekom liofilizacije.

Pretpostavlja se da su zastitni mehanizmi obrantigeka kao lioprotektora utemeljeni na
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smanjenju letalnogdinka uslijed koncentriranja otopine tijekom liofi#icije, i na mogénosti
sprjg€avanja stvaranja leda unutar bakterijske stanited njegovog &inka na smrtnost stanica
uslijed uspostavljanja vodikovih veza s vodom ilikazm stantnim strukturama (Butorac i sur.,
2021).

Fiziologija mikroorganizama moZe doprinijeti prepazanju ,probiotikinh“ fenotipova, koji
ovise o0 izvorima hranijivih tvari i molekularnigimbenicima u mikrookoliSu, koji sudjeluje u
reguliranju ekspresije proteina i metabolitat#ék | svojstava agregacije i stvaranja biofilma. U
slozenom ekosustavu probavnog trakta, meta&kmlprofiliranje pojedinih mikroorganizama i
mikrobnih zajednica doprinosi karakterizaciji malgenih interakcija koje mogu objasniti
mehanizme djelovanja primjene prebiotika i prolkatina modulaciju sastava intestinalnog
mikrobioma, a time i zdravstvenin¢inaka na pojedinca. Za precizno definiranje/valigiac
funkcionalnosti probiotikih sojeva potrebno je provesti vivo studije, upravo temeljem kojih su
sojevi iz probiottkih pripravka okarakterizirani, ali koje nisu priemjive za robusnu provjeru
probiotickih pripravaka u neovisnim laboratorijima. No zalidaciju probiottkih priprvaka
mogLee je primjeniti integrirani pristup, postavljen uap disertaciji, koji obuhvéa fenotipsku
karakterizaciju i primjenu molekularne metodologga identifikaciju sadrzanih sojeva, ite
vitro eksperimenata, Sto omagye validaciju prisutnosti navedenih probésdh bakterija
odnosno iskljdivanja prisutnost neprobigiih bakterija. PredloZenin vitro eksperimentalni
modeli doprinos su sustavnom pristupu za validapijobiotickih bakterija iz raznovrsnih
trziSnih probiotékih pripravaka koji, usprkos ztajnim bioterapijskim @incima za modulaciju
sastava intestinalnog mikrobioma, ili mikrobiotaugih dijelovacovjekova organizna, uslijed
komercijalizacije i nedostatka sustava kontroleliket®e, nemaju definiranu uniformnu primjenu
prvenstveno zbog nedostatka definiranih zakonskitopipa na nacionalnoj odnosno
neuskla@enosti legislative na ndenarodnoj razini, Sto u kotiaici umanjuje potencijal primjene

probiotickih bakterija kod ciljanih skupina.
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6. ZAKLJU CCI

1. Deklarirani sojevi prisutni su u visokim koncenffama bakterijskih stanica u
komercijalnim probiottkim pripravcima Sto je u skladu s deklaracijom rde/m na
proizvodu, te je potdena mikrobioloSka ispravnost pripravaka i isk§na prisutnost

kontaminiraj¢ih neprobiotékih bakterija.

2. Razvijen je integrirani pristup primjenom fenotipskarakterizacije i molekularne
metodologije za identifikaciju sadrzanih sojeva waidaciju prisutnosti navedenih
probiotickih bakterija, Sto im osigurava GRAS status prenta EDA, odnosno QPS
status prema EFSA.

3. Predlozeniin vitro eksperimentalni modeli doprinose sustavnom pristz@ validaciju
probiotickih bakterija iz raznovrsnih pripravaka koji, uspskzngajnim bioterapijskim
ucincima na modulaciju sastava intestinalnog mikrofag uslijed masovne industrijske
proizvodnje i limitiranog nadzora, nemaju definirasustav kontrole kvalitete
prvenstveno zbog nedostatka definiranih zakonskibpipa na nacionalnoj odnosno

neuskla@enosti legislative na ndenarodnoj razini.

139



/. LITERATURA



Altermann, E., Russell, W. M., Azcarate-Peril, M, Barrangou, R., Buck, B. L., McAuliffe, O.,
Souther, N., Dobson, A., Duong, T., Callanan, MckL.S., Hamrick, A., Cano, R., Klaenhammer,
T. R. (2005) Complete genome sequence of the piobiactic acid bacteriuniLactobacillus
acidophilusNCFM. PNAS 102(11),3906-3912.

Ansari, J. M., Colasacco, C., Emmanouil, E., KoplheS., Harriott, O. (2019) Strain-level
diversity of commercial probiotic isolates Bacillus LactobacillusandSaccharomycespecies
illustrated by molecular identification and phemotyprofiling. PLoS Onel4(3}e0213841. doi:
10.1371/journal.pone.0213841

Antikainen, J., Kuparinen, V., Lahteenmaki, K., Konen, T. K. (2007) Enolases from Gram-
positive bacterial pathogens and commensal lacttibst@are functional similarity in virulence-
associated trait$.EMS Immun. Med. Microbiob1, 526-534.

Antikainen, J., Kuparinen, V., Lahteenmaki, K., Konen, T. K. (2007) pH-dependent
association of enolase and GAPDHLafktobacillus crispatusvith the cell wall and lipoteichoic
acids.J. Bacteriol.189 (12),4539-4543.

Azcarate-Peril, M. A., Altermann, E., Hoover-FitauR. L., Cano, R.J., Klaenhammer, T. R.
(2004) Identification and inactivation of genetacil involved with Lactobacillus acidophilus
acid toleranceAppl. Environ. Microbial 70, 5315-5322.

Banic, M., Uroi¢, K., LeboS Pavunc, A., Novak, J., ZgrK., Durgo, K., Petkow, H., Jamnik,
P., Kazaz, S., Kazadi, S., Radov, S., Scalabrin, S., Hynénen, U., Suskow., Kos, B.
(2018) Characterization of S-layer proteins of pt&d probiotic starter culture Lactobacillus
brevis SF9B isolated from sauerkrauVT. 93, 257-267.

Beganové, J., Frece, J., Kos, B., Lebos Pavunc, A, Habjaii., Suskow, J. (2011)
Functionality of the S-layer protein from the prolg strain Lactobacillus helveticusvio2.
Antonie van LeeuwenhoelQ0 (1) 43-54.

Beganowé, J., Kos, B., Lebo$ Pavunc, A., UtpK., DZidara, P., SuskoyiJ. (2013) Proteolytic
activity of probiotic strairLactobacillushelveticudVi92 Anaerobe?0, 58-64.

141



Berggren, A., Lazou Ahrén, 1., Larsson, N., Onni@g,(2011) Randomised, double-blind and
placebo-controlled study using new probiotic laetti for strengthening the body immune
defence against viral infectioriSur. J. Nutr.50(3), 203-210.

Bergonzelli, G. E., Granato, D., Pridmore, R. DarMn-Guy, L. F., Donnicola, D., Corthésy-
Theulaz, I. E. (2006) GroEL afactobacillus johnsoniiLal (NCC 533) is cell surface
associated: potential role in interactions with thest and the gastric pathogdalicobacter
pylori. Infect. Immun74, 425-434.

Boekhorst, J., Helmer, Q., Kleerbezem, M., SiezZkn,J. (2006) Comparative analysis of
proteins with a mucus-binding domain found exclabivin lactic acid bacteriaviicrobioogy
152, 273-280.

Butorac, K., Bart, M., Novak, J., LebosS Pavunc, A., UipK., Durgo, K., Orsoli, N., Kukolj,
M., Radové, S., Scalabrin, S., Zko, J., Staftevié, A., Suskow, J., Kos, B. (2020) The
functional capacity of plantaricin-producihgctobacillus plantarun8F9C and S-layer-carrying
Lactobacillus brevisSF9B to withstand gastrointestinal trandticrob. Cell Factoriesl9, 106.
doi: 10.1186/s12934-020-01365-6106.

Butorac, K., Novak, J., Bellich, B., Teran, L. @ani, M., LeboS Pavunc, A., Zj&l S.,

Cescutti, P., Suskoj J., Kos, B. (2021) Lyophilized alginate-based nwépheres containing
Lactobacillus fermentumD12, an exopolysaccharides producer, contributethi® strain's
functionalityin vitro. Microb. Cell Factorie20(1), 85. doi: 10.1186/s12934-021-01575-6.

Callanan, M., Kaleta, P., O'Callaghan, J., O'SatlivO., Jordan, K., McAuliffe, O., Sangrador-
Vegas, A., Slattery, L., Fitzgerald, G. F., Beredfdl., Ros, R. P. (2008) Genome sequence of
Lactobacillus helveticysan organism distinguished by selective genedasssinsertion sequence
element expansiod. Bacteriol.190(2) 727-735.

Campedelli, I., Mathur, H., Salvetti, E., Clarke, Bea, M. C., Torriani, S., Ross, R. P., Hill, C.,
O'Toole, P. W., (2018) Genus-wide assessment abiatit resistance irLactobacillus spp.
Appl. Environ. Microbiol85(1) e01738-18. doi: 10.1128/AEM.01738-18

Cani, P. D. (2018) Human gut microbiome: hopesdty and promise&ut 67(9), 1716-1725.

142



Castaldo, C., Siciliano, R. A., Muscariell, L., Maco, R., Sacco, M., (2006) CcpA affects
expression of the gro ESL and dnaK operonisaatobacillus plantarumMicrob. Cell Facories
5, 35. doi: 10.1186/1475-2859-5-35

Charlier, C., Cretenet, M., Even, S., Le Loir, 2009) Interactions betweeBtaphylococcus
aureusand lactic acid bacteria: an old story with newspectives Int .J. Food Microbiol.
131(1) 30-39.

Coman, M. M., Verdenelli, M. C., Cecchini, C., $jI%., Orpianesi, C., Boyko, N., Cresci, A.
(2014) In vitro evaluation of antimicrobial actiyibf Lactobacillus rhamnosuVC 501(®) ,
Lactobacillus paracasei IMC 502(®) and SYNBIO(®) against pathogeds. Appl.
Microbiol. 117(2) 518-527.

Corr, S. C,, Li, Y., Riedel, C. U., O'Toole, P. Will, C., Gahan, C. G. M. (2007) Bacteriocin
production as a mechanism for the antiinfectivavagtof Lactobacillus salivariudJCC118.
PNAS.104(18) 7617-7621.

Cotter, P. D., Hill, C. (2003) Surviving the acest: responses of Gram-positive bacteria to low
pH. Microbiol. Mol. Biol. Rev67, 429-453.

da Silva, L.A., Lopes Neto, J.H.P., Cardarelli, H{R019) Safety and probiotic functionality of
isolated goat milk lactic acid bacterfnn. Microbiol.69, 1497-1505.

Davis, C. (2014) Enumeration of probiotic straiR&view of culture-dependent and alternative
techniques to quantify viable bacterdaMicrobiol. Method€.03 9-17.

De Angelis, M., Gobbetti, M. (1999)actobacillus sanfranciscens{SB1: manganese, oxygen,
superoxide dismutase and metaboliggppl. Microbiol. Biotechnol51, 358-363.

De Angelis, M., Gobbetti, M. (2004) Environmentatress responses ihactobacillus
Proteomics4, 106-122.

De Simone, C. (2019) The Unregulated Probiotic Maklin. Gastroenterol. Hepatol7, 809—
817.

143



Derzelle, S., Hallet, B., Francis, K. P., Ferain, Delcour, J., Hols, P. (2000) Change<spL,
cspPandcspCmRNA abundance as a function of cold shock andvtrgphase irLactobacillus
plantarum J. Bacteriol 182 5105-5113.

Desmond, C., Stanton, C., Fitzgerald, G. F., CglliK., Ross, R. P. (2001) Environmental
adaptation of probiotic lactobacilli towards impeswent of performance during spray drying.
Int. Dairy J. 11, 801-808.

De Vuyst, L., Leroy, F. (2011) Cross-feeding betwdsfidobacteria and butyrate-producing
colon bacteria explains bifdobacterial competite®s) butyrate production, and gas production.
Int. J. Food Microbiol.149, 73-80.

Di Cagno, R., De Angelis, M., Calasso, M., Vicent@., Vernocchi, P., Ndagijimana, M., De
Vincenzi, M., Dessi, M., Guerzoni, M. E., GobbelM, (2010) Quorum sensing in sourdough
Lactobacillus plantarumDC400: induction of plantaricin A (PInA) under cakivation with
other lactic acid bacteria and effect of PInA owrtbaal and Caco-2 cell®roteomics?, 2647-
2673.

Dobson, A., Cotter, P. D., Ross, R. P., Hill, @X2) Bacteriocin Production: a Probiotic Trait?
Appl. Environ. Microbiol.78(1), 1-6.

EFSA (2009) Panel on Dietetic Products, Nutritiowl &llergies (NDA): Briefing document for
Member States and European Commission on the émaiuaf Article 13.1 health claims on
request of EFSAJ. EFSA2009.7(11)1386.d0i:10.2903/j.efsa.2009.138Bristupljendl5. rujna
2012.

EFSA (2011) Panel on Biological Hazards (BIOHAZgiehtific Opinion on the maintenance of
the list of QPS biological agents intentionally eddo food and feed (2011 updatk) EFSA
2011.9(12):2497. doi:10.2903/j.efsa.2011.2497. Pristupljenor@fna 2012.

El Hage, R., Hernandez-Sanabria, E., Van de WiElg2017) Emerging Trends in "Smart
Probiotics": Functional consideration for the depshent of novel health and industrial
applicationsFront.Microbiol. 8, 1889. doi: 10.3389/fmicb.2017.01889

144



Fanning, S., Hall, L. J., Cronin, M., Zomer, A., d&harry, J., Goulding, D., Motherway, M.
O., Shanahan, F., Nally, K., Dougan, G.,van SiaderD. (2012) Bifidobacterial surface-
exopolysaccharide facilitates commensal-host iotema through immune modulation and
pathogen protectio®®PNAS.109(6) 2108-2113.

FAO/WHO (2002) Guidelines for the Evaluation of Biaiics in Food. FAO - Food and
Agriculture Organization of the United Nations/WHOWorld Health Organization, London,
Ontario. www.who.int/foodsafety/fs_management/evifpstic_guidelines.pdfPristupljeno 15.
rujna 2012.

Fenster, K., Freeburg, B., Hollard, C., Wong, GanRave Laursen, R., Ouwehand, A. C. (2019)
The production and delivery of probiotics: A reviewof a practical
approachMicroorganisms/(3), 83. doi: 10.3390/microorganisms7030083

Field, D., Ross, R. P., Hill, C. (2018) Developibgcteriocins of lactic acid bacteria into next
generation biopreservativeSurr. Opin. Food Sci.20, 1-6.

Fiocco, D., Capozzi V., Goffin, P., Hols, P., Spa6. (2007) Improved adaptation to heat, cold,
and solvent tolerance Lractobacillus plantarumAppl. Microbiol. Biotechnol77, 909-915.

Foroni, E., Serafini, F., Amidani, D., Turroni, Hg, F., Bottacini, F., O’Connell Motherway,
M., Viappiani, A., Zhang, Z., Rivetti, C., van Serén, D., Ventura, M. (2011) Genetic analysis
and morphological identification of pilus-like sttures in members of the genus
Bifidobacterium Microb. Cell FactorieslO(1) S16. doi: 10.1186/1475-2859-10-S1-S16

Foschi, C., Laghi, L., Parolin, C., Giordani, Bor@pri, M., Cevenini, R., Marangoni, A., Vitali,
B. (2017) Novel approaches for the taxonomic andabwic characterization of lactobacilli:
Integration of 16S rRNA gene sequencing with MALDDF MS and 1H-NMRPIoS onel2(2),
e0172483. doi: 10.1371/journal.pone.0172483

Frece, J., Kos, B., Svetec, |. K., Zgaga, Z., Began J., Lebos, A., Suskayi J. (2009)
Synbiotic effect ofLactobacillus helveticu8#192 and prebiotics on the intestinal microfloradan
immune system of mic&es. J. Dairy Sci76(1), 98-104.

145



Frece, J., Kos, B., Svetec, |. K., Zgaga, Z., Mi&a,Suskow, J. (2005) Importance of S-layer
proteins in probiotic activity ofactobacillusacidophilusM92.J. Appl. Micro.98(2), 285-292.

Fukuda, S., Toh, H., Hase, K., Oshima, K., Nakanigh Yoshimura, K., Tobe, T., Clarke, J.
M., Topping, D. L., Suzuki, T., Taylor, T. D., ItplK., Kikuchi, J., Morita, H., Hattori, M.,
Ohno, H. (2011) Bifidobacteria can protect fromezaopathogenic infection through production
of acetateNature469,543-547.

Gardiner, G. E., Heinemann, C., Bruce, A. W., Bewmr, D., Reid, G. (2002) Persistence of
Lactobacillus fermenturRC-14 and_actobacillus rhamnosuSR-1 but noL. rhamnosu$sG in
the human vagina as demonstrated by randomly aegpltfolymorphic DNACIin. Diagn. Lab.
Immunol.9(1), 92—-96.

Glaasker, E., Tjan, F. S. B., Tergesteeg, P. Fihgs, W. N., Poolman, B. (1998) Physiological
response ot.actobacillus plantarunto salt and nonelectrolyte stress.Bacteriol 180, 4718-
4723.

Gibson, G. R., Brummer, R. J., Isolauri, E., LodHs, Morelli, L., Ockhuizen, T., Rowland, I.
R., Schrezenmeir, J., Stanton, C., Verbeke, K. 1P0Ihe design of probiotic studies to
substantiate health claimSut microbe2(5), 299-305.

Gobbetti, M., De Angelis, M., Di Cagno, R., Minami F., Limitone, A. (2007) Cell-cell
communication in food related bactefiat. J. Food Microbiol 120, 34-45.

Goh, Y., Klaenhammer, T. R. (2009) Genomic featwkkactobacillusspeciesFront Biosci
14, 1362-1386.

Gonzalez-Rodriguez, 1., Ruiz, L., Gueimonde, M.,ritdles, A., Sanchez, B. (2013) Factors
involved in the colonization and survival of bifioacteria in the gastrointestinal tra€EMS
Microbiol. Lett, 340(1) 1-10.

Gouesbert, G., Jan, G., Boyaval, P. (20Q1gctobacillus delbrueckiissp. bulgaricus
thermotolerancd.ait 81, 301-309.

146



Grill, J. P., Cayuela, C., Antoine, J. M., Schnejde (2000) Isolation and characterization of a
Lactobacillus amylovorusnutant depleted in conjugated bile salt hydrolastvity: relation
between activity and bile salt resistan&eAppl. Microbiol.89, 553-563.

Grzeskowiak, t, Isolauri, E, Salminen, S, Gueimonde, §2011) Manufacturing process

influences properties of probiotic bacteisa. J. Nutr.105 887-894.

Gueimonde, M., Sanchez, B., De los Reyes-Gavilan, Margolles, A. (2013) Antibiotic

resistance in probiotic bacteria. Front. Microb#bR02.

Herbel, S. R., Vahjen, W., Wieler, L. H., Guenth8r, (2013) Timely approaches to identify
probiotic species of the genluactobacillus Gut pathog5(1), 27.doi:10.1186/1757-4749-5-27

Hertel, C., Schmidt, G., Fisher, M., Oellers, K.arkimes, W. P. (1998) Oxygen-dependent
regulation of the expression of the catalase deté of Lactobacillus sakelLTH677. Appl.
Environ. Microbiol 64, 1359-1365.

Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G. R., ®lestein, D. J., Pot, B., Morelli, L., Canani, R.
B., Flint, H. J., Salminen, S. (2014) Expert corssendocument: The International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics consersgatgement on the scope and appropriate use
of the term probioticNat. Rev. Gastroenterol. Hepatall, 506-514.

Hill, D., Sugrue, 1., Tobin, C., Hill, C., Stanto@,, Ross, R. P. (2018) Thactobacillus casei
group: History and health related applicatidagnt. Microbiol 9, 2107. doi:
10.3389/fmich.2018.02107.

Huys, G., Vancanneyt, M., D'Haene, K., Vankerckimpwé., Goossens, H., Swings, J. (2006)
Accuracy of species identity of commercial bactesidtures intended for probiotic or nutritional
use.Res. Microbiol157(9) 803-810.

Hynonen, U., Palva, A. (2013)actobacillus surface layer proteins: structure, function and
applicationsAppl. Microbiol. Biotechnol97, 5225-5243.

147



Jackson, S. A., Schoeni, J. L., Vegge, C., Pane,Stahl, B., Bradley, M., Goldman, V. S,,
Burguiére, P., Atwater, J. B., Sanders, M. E. (30b®roving end-user trust in the quality of
commercial probiotic productgront.Microbiol. 10, 739. doi: 10.3389/fmicb.2019.00739

Jensen, H., Roos, S., Jonsson, H., Rud, I., Grim@®grvan Pijkeren, J. P., Britton, R. A.,
Axelsson, L. (2014) Role dfactobacillus reutericell and mucus-binding protein A (CmbA) in
adhesion to intestinal epithelial cells and muauosvitro. Microbiology (Reading, England)
160(Pt 4) 671-681.

Johnson-Henry, K. C., Hagen, K. E., Gordonpour, Mmpkins, T. A., Sherman, P. M. (2007)
Surface-layer protein extracts frorhactobacillus helveticusinhibit enterohaemorrhagic
Escherichia coliO157:H7 adhesion to epithelial cel3ell Microbiol. 9(2), 356-367.

Kankainen, M., Paulin, L., Tynkkynen, S., von Osskiyl., Reunanen, J., Partanen, P., Satokari,
R., Vesterlund, S., Hendrickx, A. P. A., Lebeer,[3e Keersmaecker, S. C. J., Vanderleyden, J.,
Hamalainen, T., Laukkanen, S., Salovuori, N., Ritdr, Alatalo, E., Korpela, R., Mattila-
Sandholm, T., Lassig, A., Hatakka, K., Kinnunen,TK. Karjalainen, H., Saxelin, M., Laakso,
K., Surakka, A., Palva, A., Salusjarvi, T., Auvined., de Vos, V. M. (2009) Comparative
genomic analysis of.actobacillus rhamnosu$G reveals pili containing a human- mucus
binding proteinPNAS.106(40) 17193-17198.

Kapczynski, D. P., Meinersmann, R. J., Lee, M. RO0Q) Adherence dfactobacillusto
intestinal 407 cells in culture correlates withr@ibectin bindingCurr. Microbiol. 41, 136-141.

Kleerbezem, M., Boekhorst, J., van Kranenburg, N®Jenaar, D., Kuipers, O. P., Leer, R.,
Tarchini, R., Peters, S. A., Sandbrink, H. M., Bje¥. W., Stiekema, W., Lankhorst, R. M.,
Bron, P. A., Hoffer, S. M., Groot, M. N., KerkhoveR., de Vries, M., Ursing, B., de Vos, W.
M., Siezen, R. J. (2003) Complete genome sequenicactobacillus plantarunWCFS1.PNAS.
100, 1990-1995.

Kleerebezem, M., Hols, P., Bernard, E., Rolain,Zhou, M., Siezen, R. J., Bron, P. A. (2010)
The extracellular biology of the lactobaciliEMS Microbiol. Rev34,199-230.

148



Kos, B., Suskov, J., Vukové, S., Simpraga, M., Frece, J., Matpss. (2003) Adhesion and
aggregation ability of probiotic stralmactobacillusacidophilus M92J. Appl. Microbiol.94(6),
981-987.

Kohler, G. A., Assefa, S., Reid, G. (2012) Prolmdtiterference otactobacillusrhamnosus
GR-1 and Lactobacillus reuteri RC-14 with the opportunistic fungal pathog€&andida
albicans Infect. Dis. Obstet. Gynecd012 636474. doi: 10.1155/2012/636474

Lebeer, S., Claes, I., Tytgat, H. L. P., Verhoevén,L. A., Marien, E., von Ossowski, .,
Reunanen, J., Palva, A., de Vos, W. M., De KeerkesracS. C. J., Vanderleyden, J. (2012)
Functional analysis dfactobacillus rhamnosusGG pili in relation to adhesion and
immunomodulatory interactions with intestinal epital cells.Appl. Environ. Microbiol.78(1),
185-193.

Lebos Pavunc, A., BegandyiJ., Kos, B., Urdi, K., Blazié, M., Suskow, J. (2012)
Characterization and application of autochthondastes cultures for fresh cheese production,
Food Technol. Biotechnd0(2),141-151.

Lebos Pavunc, A., Turk, J., Begangwl., Frece, J., Mahnet, S., Kirin, S., Su3kpvi (2009)
Proizvodnja fermentiranih probidkin napitaka od permeata mlijeka obégaih retentatom

sirutke i identifikacija prisutnih bakterija mlgae kiseline Mljekarstvo59(1), 11-19.

Lee, I. C., Tomita, S., Kleerebezem, M., Bron A?.(2013) The quest for probiotic effector

molecules - Unraveling strain specificity at the ewollar levelPharmacol Re69(1), 61-74.

Lewis, Z. T., Shani, G., Masarweh, C. F., PoppM., Frese, S. A., Sela, D. A., Underwood, M.
A., Mills, D. A. (2016) Validating bifidobacteriapecies and subspecies identity in commercial
probiotic productsPediatr. Res79(3), 445-452.

Liévin-Le Moal, V., Servin, A. L. (2014) Anti-inféive activities ofLactobacillusstrains in the
human intestinal microbiota: from probiotics to fgamtestinal anti-infectious biotherapeutic
agentsClin. Microbiol. Rev27(2), 167-199.

149



Lorca, G. L., Font de Valdez, G. (200@pnctobacillus stress responsed): Lactobacillus
molecular biology: From genomics to probiotiisunhg, A., Waldstrém, T., ured.). Caister
Academic Press, Norfolk, str. 115-137.

Lugli, G. A., Mangifesta, M., Mancabelli, L., MilanC., Turroni, F., Viappiani, A., van
Sinderen, D., Ventura, M. (2019) Compositional asseent of bacterial communities in

probiotic supplements by means of metagenomic tquke.Int. J. Food Microbiol 294, 1-9.

Malik, S., Petrova, M. I., Claes, I. J., Verhoevén, L., Busschaert, P., Vaneechoutte, M.,
Lievens, B., Lambrichts, I., Siezen, R. J., Balziaid., Vanderleyden, J., Lebeer, S. (2013). The
highly autoaggregative and adhesive phenotype efviginalLactobacillus plantarunstrain
CMPG5300 is sortase dependefppl. Environ. Microbiol79(15) 4576—-4585.

Martin, R., Langella, P. (2019) Emerging healthagpts in the probiotics field: streamlining the
definitions.Front. Microbiol. 10, 1047. doi:10.3389/fmicb.2019.01047

Marty-Teysset, C., De La Torre, F., Garel, J. R0O0O@ Increased production of hydrogen
peroxide byLactobacillus delbrueckiisubsp.bulgaricus upon aeration: involvement of an
NADH oxidase in oxidative stres&ppl. Environ. Microbiol 66, 262-267.

Mercenier, A., Pavan, S., Pot, B. (2003) Probiotissiotherapeutic agents: present knowledge
and future prospect&urr. Pharm. Des8, 99-100.

Monteagudo-Mera, A., Rastall, R. A., Gibson, G, Rharalampopoulos, D., Chatzifragkou, A.
(2019) Adhesion mechanisms mediated by probioticspaebiotics and their potential impact on
human healthAppl. Microbiol. Biotechnol103(16) 6463-6472.

Morelli, L., Gibson, G. R., Brummer, R. J., Isolal., Lochs, H., Ockhuizen, T., Rowland, I.
R., Schrezenmeir, J., Stanton, C., Verbeke, K. 120he design of probiotic studies to
substantiate health claintsut Microbes 299-305.

Moslehi-Jenabian, S., Vogensen, F. K., Jesperse(Rdl1l) The quorum sensirigxS gene is
induced inLactobacillus acidophilubNCFM in response thisteria monocytogeneft. J. Food
Microbiol. 149(3) 269-273.

150



O'Connell Motherway, M., Zomer, A., Leahy, S. CeuRanen, J., Bottacini, F., Claesson, M. J.,
O'Brien, F., Flynn, K., Casey, P. G., Munoz, J. Rearney, B., Houston, A. M., O'Mahony, C.,
Higgins, D. G., Shanahan, F., Palva, A., de VosMV.Fitzgerald, G. F., Ventura, M., O'Toole,
P. W., van Sinderen, D. (2011) Functional genonadyars ofBifidobacterium brevéJCC2003
reveals type IVb tight adherence (Tad) pili as aseatial and conserved host-colonization
factor.PNAS 108 11217-11222.

Patro, J. N., Ramachandran, P., Barnaba, T., ManivheK., Lewis, J. L., Elkins, C. A. (2016)
Culture-independent metagenomic surveillance ofmengially available probiotics with high-
throughput next-generation sequencimgpherel(2), e00057-16. doi: 10.1128/mSphere.00057-
16.

Pavlovié, M., Hormann, S., Vogel, R. F., Ehrmann, M. A. @8) Characterisation of a

piezotolerant mutant dfactobacillus sanfranciscensi&. Naturforsch63b, 791-797.

Pefa, J.A., Versalovic, J. (200B33ctobacillus rhamnosu&G decreases TNF-alpha production
in lipopolysaccharide-activated murine macrophdges contact-independent mechanigdell
Microbiol. 5(4), 277-285.

Perea Vélez, M., De Keersmaecker, S. C. J., Vaagdeh, J. (2007) Adherence factors
of Lactobacillusin the human gastrointestinal tra€EEMS Microbiol. Lett276(2) 140-148.

Peters, V., van de Steeg, E., van Bilsen, J., Meke M. (2019) Mechanisms and
immunomodulatory properties of pre- and probiotidsnef. Microbe40(3), 225-236.

Petrova, M. |, Macklaim, J. M., Wuyts, S., Verheay T., Vanderleyden, J., Gloor, G. B.,
Lebeer, S., Reid, G. (2018) Comparative genomic phdnotypic analysis of the vaginal
probiotic  Lactobacillus rhamnosus GR-1.  Front. Microbiol. 9, 1278.
doi:10.3389/fmicb.2018.01278

Reid, G., Bruce, A. W. (2006) Probiotics to prevennary tract infection: the rationale and
evidenceMicrobes Infect4, 319-324.

151



Reunanen, J., von Ossowski, I., Hendrickx, A. P, Ralva A., de Vos, W. M. (2012)
Characterization of the SpaCBA pilus fibers in ginebiotic Lactobacillus rhramnosusG, Appl.
Environ. Microbiol 78 (7) 2337-2344.

Ruiz, L., Margolles, A., Sanchez, B. (2013) Bilesistance mechanisms Lractobacillusand
Bifidobacterium Front. Microbiol. 4, 396. doi:10.3389/fmicb.2013.00396

Ryan, P. M., Stolte, E. H., London, L. E. E. WellsM., Long, S. L., Joyce, S. A., Gaham, C. G.
M., Fitzgerald, G. F., Ross, R. P., Caplice, N. Mtanton, C. (2019)Lactobacillus
mucosaddPC 6426 as a bile-modifying and immunomodulatomnicrobe.BMC
Microbiol. 19, 33. doi: 10.1186/s12866-019-1403-0

Sanders, M. E., Akkermans, L. M., Haller, D., Harnman, C., Heimbach, J., Hormannsperger,
G., Huys, G., Levy, D. D., Lutgendorff, F., Mack,.,CPhothirath, P., Solano-Aguilar, G.,
Vaughan, E. (2010) Safety assessment of probifatidsuman useGut microbed (3), 164—-185.

Sanders, M. E., Merenstein, D. J., Reid,Rastall R .A (2019)Probiotics and prebiotics in
intestinal health and disease: from biology to ¢heic. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatdl6,
605-616.

Schmidt, G., Hertel, C., Hammes, W. P. (1999) Cttarssation of the dnaK operon of
Lactobacillus sakeiL TH681.System. Appl. Microbiok2, 321-328.

Schwarz-Linek, U., Ho6k, M., Potts, J. R. (2004)eTinolecular basis of fibronectin-mediated
bacterial adherence to host ceNol. Microbiol. 52:631-641.

Segers, M. E., Lebeer, S. (2014) Towards a bettdenstanding ot.actobacillus rhamnosus
GG--host interactiondMlicrob Cell Fact.29, 13 Suppl 1(Suppl 1):S7. doi: 10.1186/1475-2859-
13-S1-S7

Serrano, L. M., Molenaar, D., Wels, M., Teusink, Bron, P. A., de Vos, W. M., Smid, E. J.
(2007) Thioredoxin reductase is a key factor in thedative stress response lodctobacillus
plantarumWCFS1.Microb. Cell Fact6,29. doi: 10.1186/1475-2859-6-29

152



Simark-Mattsson, C., Emilson, C. G., HakanssonGE. Jacobsson, C., Roos, K., Holm, S.
(2007)Lactobacillusmediated interference of mutans streptococci iresdree vs. caries-active
subjectsEur. J. Oral Sci115(4) 308-314.

Siragusa, S., De Angelis, M., Di Cagno, R., RizzelL. G., Coda, R., Gobbetti, M. (2007)
Production ofy-aminobutyric acid (GABA) by lactic acid bactersolated from Italian cheese
varieties Appl. Environ. Microbiol 73(22) 7283-7290.

Smeeds, A., Varmanen, P., Palva, A. (1998) Molecalaracterisation of a stress-inducible
gene fromLactobacillus helveticugl. Bacteriol 180, 6148-6153.

Spacova, |., O'Nelll, C., Lebeer, S. (202@xticaseibacillus rhamnosusG inhibits infection of
human keratinocytes taphylococcus auredrough mechanisms involving cell surface

molecules and pH reductioBenef. microbe$1(7) 703-715.

Stentz, R., Loizel, C., Mallert, C., Zagorec, M.O(B) Development of genetic tools for
Lactobacillus sakeidisruption of the3-galactosidase gene and usdaniZ as a reporter gene to
study regulation of the putative copper ATPase BA¥kppl. Environ. Microbiol 66, 4272-4278.

Stolz, P., Bécker, G., Hammes, W. P., Vogel, R(1P95) Utilization of electron acceptors by
lactobacilli isolated from sourdough. ILactobacillus pontisL. reuteri L. amylovorus L.
fermentumZ. Lebensm. Unter ForscR01, 402-410.

Sturme, M. H., Francke, J. C., Siezen, R. J., dg, W8. M., Kleerbezem, M. (2007) Making
sense of quorum sensing in lactobacilli: a spef@als onLactobacillus plantarumWCFS1.
Microbiology 153 3939-3947.

Sturme, M. H., Nakayama, J., Molenaar, D., Murakarnj Kunugi, R., Fujii, T., Vaughan, E.

E., Kleerbezem, M., de Vos, W. M. (2005) An agelikwocomponent regulatory system in
Lactobacillus plantarums involved in production of a novel cyclic pemi@nd regulation of

adherencel. Bacteriol 187, 5224-5235.

Singhal, N., Maurya, A. K., Mohanty, S., Kumar, Wirdi, J. S. (2019) Evaluation of bile salt
hydrolases, cholesterol-lowering capabilities, gmdbiotic potential oEnterococcus faecium
isolated from rhizospher&ront.Microbiol. 10, 1567. doi: 10.3389/fmicb.2019.01567

153



Suokko, A., Poutanen, M., Savijoki, K., Kalkkined,, Varmanen, P. (2008) ClpL is essential
for induction of thermotolernace and is potentiglgrt of the HrcA regulon iactobacillus
gasseri Proteomics3, 1029-1041.

Suskové, J., Kos, B., Beganotj J., Lebos Pavunc, A., HabjaniK., Matos¢, S. (2010)
Antimicrobial activity—the most important property probiotic and starter lactic acid bacteria.
Food Technol. Biotechnot8(3), 296-307.

Suskové, J., Kos, B., Frece, J., Begangvi., Lebos Pavunc, A. (2009) Crijevna mikroflora,
prehrana i zdravlje. Wnaenje prehrane u prevenciji i lienju bolesti (Delag,l., Cagi¢
Hribljan, M., ured.), Medicinska naklada, Zagretp, $7-25.

Suskové J, Kos B., Novak J., Lebo$ Pavunc A. (2020., @8deni) Laboratorijske vjezbe -
Interna skripta iz Mikrobne ekologije. PrehrambdmatehnoloSki fakultet SveiliSta u
Zagrebu <http://www.pbf.unizg.hr/zavodi/zavod_za_biokemijskwenjerstvo/laboratorij_za
tehnologiju_antibiotika_enzima_probiotika_i_startarltura/mikrobna_ekologifa Pristupljeno
01. travnja 2021.

Suskové, J., Kos, B., Santek, B., Kniewald, Z., Mr3a, Mruskar, M., Frece, J., Gaurinac&k,
V., Slavica, A., Novak, J.,. LeboS Pavunc, A. (20B®tehnologija u Hrvatskoj - povijesna
bastina i suvremeni trendovinnual of the Croatian Academy of Engineerid@]19(1) 438-484.

Tao, J., Drabik, K. A., Waypa, T. S., Musch, M. Wlyerdy, J. C., Schneewind, O., Chang, E.
B., Petrof, E. O. (2006) Soluble factors framctobacillusGG activate MAPKs and induce
cytoprotective heat shock proteins in intestinatheghal cells.Cell Physiol.290 C1018-C1030.

Ullah, M., Raza, A., Ye, L., Yu, Z. (2019) Viabyitand composition validation of commercial
probiotic products by selective -culturing combinesith next-generation sequencing.
Microorganisms/(7), 188. doi: 10.3390/microorganisms7070188

Uroi¢, K., Novak, J., Hynonen, U. E. E., Pietila, T. EeboS Pavunc, A., Kant, R., Kos, B.,
Palva, A. M., Sugkovic, J. (2016) The role of Selayn adhesive and immunomodulating
properties of probiotic starter cultuteactobacillus brevisD6 isolated from artisanal smoked
fresh cheesd.WT.69, 623-632.

154



Valeriano, V. D., Parungao-Balolong, M. M., Kang, R. (2014) In vitro evaluation of the
mucin-adhesion ability and probiotic potential b&ctobacillus mucosad.M1. J. Appl.
Microbiol. 117(2) 485-497.

van de Guchte, M., Penaud, S., Grimaldi, C., Baxhe Bryson, K., Nicolas, P., Robert, C.,
Oztas, S., Mangenot, S., Couloux, A., Loux, V.,\Ber, R., Bossy, R., Bolotin, A., Batto, J. M.,
Walunas, T., Gibrat, J. F., Bessieres, P., Weissgnhl., Ehrlich, S. D., Maguin, E. (2006) The
complete genome sequencelattobacillus bulgaricuseveals extensive and ongoing reductive
evolution.Proc. Natl. Acad. Sci. USAQ3 9274-9279.

van de Guchte, M., Serror, P., Chervaux, C., Smma\Vi., Ehrlich, S. D., Maguin, E. (2002)

Stress responses in lactic acid bact&rgoine van Leeuwenhoed?, 187-216.

van Pijkeren, J. P., Canchaya, C., Ryan, K. A.,\Lj, Claesson, M. J., Sheil, B., Steidler, L.,
O'Mahony, L., Fitzgerald, G. F., van Sinderen, O'Toole, P. W. (2006) Comparative and
functional analysis of sortase-dependent protenghé predicted secretome béctobacillus
salivariusUCC118.Appl. Environ. Microbiol72, 4143-4153.

Vermeulen, M., Mulder, K. W., Denissov, S., PijnehpWW. W., van Schaik, F. M., Varier, R. A,,
Baltissen, M. P., Stunnenberg, H. G., Mann, M., ians, H. T. (2007) Selective anchoring of
TFIID to nucleosomes by trimethylation of histon8 ksine 4.Cell 131(1) 58-69.

Walker, D. C., Girgis, H. S., Klaenhammer, T. R992) ThegroESL chaperone operon of
Lactobacillus johnsoniiAppl. Environ. Microbial 65, 3033-3041.

Weizman, Z., Asli, G., Alsheikh., A. (2005) Effeat a probiotic infant formula on infections in

child care centers: comparison of two probioticragd’ediatrics115 5-9.

Wong, C. B., Odamaki, T., Xiao, J.-Z. (2019) Beowii effects ofBifidobacterium longum
subsplongumBB536 on human health: Modulation of gut microbeas the principal action, J.
Funct. Food$4, 506-519.

Wong, J. M. W,, de Souza, R., Kendall, C. W., Emam Jenkins, D. J. (2006) Colonic health:
fermentation and short chain fatty acidsClin. Gastroenterol40, 235-243.

155



Zuniga, M., Champomier-Verges, M., Zagorec, M.,eRéviartinez, G. (1998) Structural and
functional analysis of the gene cluster encodirggeghzymes of the arginine deiminase pathway
of Lactobacillus sakeil. Bacteriol 180, 4154-4159.

156



8. ZIVOTOPIS



8. ZIVOTOPIS

Petra Dzidara, dipl. ing., zaposlena je od 200&Glirgo u Odjelu za mikrobiologiju hrane i
predmeta ofe uporabe u Centru za kontrolu namirnica na PrebeambiotehnoloSkom
fakultetu, SvediliSta u Zagrebu. Diplomirala je smjer BiologijaEkologija na Prirodoslovno-
matemattkom fakultetu, SvatiliSta u Zagrebu, nakodega se 2002. zaposljava u Laboratoriju
za mikoplazme, Imunoloskog zavoda d.d., a u per@i4.-2006. godine voditeljica je Odjela
kontrole kvalitete bakterijskih cjepiva i krvnih ipravaka. Stréno se usavrSavala 2004. u
istrazivackim laboratorijima Eurofins Microsafe, Leiden, Ne@mska tijekom 3 mjeseca, te je
pohatala niz strdnih radionica, a sudjelovala je i nacags znanstvenog usavrSavanja pod
naslovom “MetodoloSki tajevi u biologiji i medicini “DNA and RNA” u orgardciji Instituta
Ruder Boskowé, 2007. Kao koautor posterskih prezentacija sudg#oje na nekoliko dondgdn i
maiunarodnih znanstvenih skupov@lanica je Sekcije za mikrobiologiju hrane, Hrvatgko
mikrobioloSkog drustva. Koautor je 4 znanstvenaarad podrédja detekcije nepozeljnih
mikroorganizama u hrani. Znanstveni interes obaavaikrobioloSko ispitivanje hrane, kontrolu
mikrobioloSkecistoce objekata, nadzor krémih kontrolnih téaka (HACCP), analizu prisutnosti
bakterijskih toksina u hrani, mikrobioloSko ispdivje predmeta @ uporabe, razvoj i validaciju
metoda, stréne konzultacije i edukacije unutar laboratorijaaralizu hrane, hrane za Zivotinje i
predmeta ofe uporabe sukladno normi HRN EN ISO/IEC 17025.

Znanstveni radovi
Beganowé, J., Kos, B., Lebo$ Pavunc, A., UpK., DZidara, P., SuskoyiJ. (2013) Proteolytic
activity of probiotic strairLactobacillushelveticudvi92. Anaerobe20, 58—64.

Topi¢ Popové, N., Benussi Skukan, A., DZidara, RCpZ-Rakovac, R., Strunjak-Peréyi
l., Koz&tinski, L., Jadan, M., Brlek-Gorski, D., (2010) Madiological quality of marketed fresh
and frozen seafood caught off the Adriatic coasLiatia.Vet. Med. (Prahap5(5), 233-241.
Petrovi, M., Debeljak, Z., KeZ, N., Dzidara, P. (2015) Relationship between chimuds
content and composition of fatty acids in hempsskdFood Chem170, 218-225.

Topi¢ Popove, N., Benussi Skukan, A., Dzidara, P., StrunjakeReér |., Kepec, S., Barigj J.,

Coz-Rakovac, R. (2015) Prediction dfisteria monocytogenegrowth as a function of

environmental factordcta Aliment44, 443-453.

158



