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1. UVOD

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) veoma su vazni mikroorganizmi koji sudjeluju u
ocuvanju zdravlja covjeka, a isto tako imaju i veliku industrijsku vaznost zbog svoje
sposobnosti fermentacije ugljikohidrata do mlije¢ne kiseline. Velikom broju BMK dokazana su
probioticka svojstva, odnosno dokazano je da povoljno djeluju na zdravlje ¢ovjeka na nacin da
djeluju na bolesti srca, snizavaju razinu kolesterola u krvi, imaju antimikrobno, antioksidacijsko
i antikancerogeno djelovanje, a takoder povoljno utjeCu na zdravlje gastrointestinalnog (GlI) i
urogenitalnog trakta te stimuliraju imunoloski sustav ¢ovjeka. Takoder, kod BMK izuzetno je
bitna njihova sposobnost prezivljavanja i adhezije u gastrointestinalnom traktu (GIT) kako bi
mogle pozitivno djelovati na zdravlje domacina (Kechagia i sur., 2013).

Cilj ovog rada bio in vitro ispitati adhezijska svojstva odredenih sojeva BMK izoliranih
iz maj¢inog mlijeka. Adhezijska svojstva ispitana su pomocu nekoliko razlicitih metoda. Prva
koriStena metoda je bila adhezija odabranih sojeva BMK na Caco-2 stanice (stanice raka
debelog crijeva) pri ¢emu su Caco-2 stanice zapravo modelne stanice koje predstavljaju same
stanice debelog crijeva iz Covjeka. Adhezija na Caco-2 stanice proucavana je i direktnom
vizualizacijom na fluorescencijskom mikroskopu. Druga metoda kojom su se ispitivala
adhezijska svojstva je adhezija sojeva BMK na proteine ekstracelularnog matriksa: fibronektin,
kolagen i laminin. Takoder je ispitano i prezivljavanje odabranih sojeva BMK u simuliranim
uvjetima GIT-a pri ¢emu su potrebni uvjeti postignuti pomocu simuliranog zeluc¢anog soka i
simuliranog soka tankog crijeva. Uz adhezijska svojstva ispitano je i antimikrobno djelovanje
odabranih sojeva prema patogenom mikroorganizmu Salmonella enterica serovar

Typhimurium eksperimentom kompetitivne ekskluzije.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su grupa bakterija koja obuhvaca rodove
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus i druge, medutim u
mlije¢nim fermentiranim proizvodima najées$¢e se pronalaze navedeni rodovi (Mathur i sur.,
2020). BMK su Gram-pozitivni, nesporogeni, nepatogeni i anaerobni ili fakultativno aerobni
mikroorganizmi koji se mogu pronaci u raspadnutim biljnim i Zivotinjskim tkivima, fekalijama
te u razli¢itim sirovinama, kao §to su mlijeko, meso i brasno, koje se koriste za proizvodnju
fermentirane hrane. Ovisno o produktima njihova metabolizma, BMK se mogu podijeliti na
homofermentativne i heterofermentativne mikroorganizme. Kod homofermentativnih BMK iz
jedne molekule glukoze fermentacijom nastaju dvije molekule mlije¢ne kiseline, dok
heterofermentativne BMK, uz jednu molekulu mlije¢ne kiseline, kao produkt fermentacije
glukoze stvaraju jo§ etanol i ugljikov dioksid.

BMK su jedna od najznacajnijih skupina bakterija koje se koriste za proizvodnju
fermentirane i procesirane hrane kao $to su jogurt, kefir, vrhnje, sir, maslac, ali i za dobivanje
fermentiranih Zitarica i mesa te napitaka od voca i povréa kao $to je prikazano u tablici 1 (Gupta
i sur., 2018). Fermentacijom nastaje mlije¢na kiselina koja snizava pH okoline te na taj na¢in
inhibira rast nepozeljnih i patogenih mikroorganizama ¢ime se omogucava cuvanje i
konzerviranje hrane. Postoje tri glavna metaboli¢ka puta odgovorna za razvoj okusa fermentirae
hrane - glikoliza, lipoliza i preoteoliza (Bintsis, 2018). Laktoza se razgraduje glikolizom do
piruvata koji se onda moze prevesti do diacetila, acetoina, acetaldehida ili octene kiseline pri
¢emu su neki od ovih spojeva odgovorni za pojedine okuse hrane. BMK imaju malu ulogu u
lipolizi, ali je zato proteoliza glavni mehanizam odgovoran za razvijanje pojedinih okusa
fermentirane hrane. Razgradnja proteina djelovanjem renet enzima (enzima sirila) te proteinaze
i peptidaze stanicne stijenke daje male peptide i slobodne aminokiseline koje se mogu pretvoriti
u alkohole, aldehide, estere i kiseline odgovorne za razvoj pojedinih okusa (Law, 1999).

BMK, osim $§to pridonose okusu, teksturi 1 nutritivnoj vrijednosti hrane te imaju
biozastitnu ulogu u sprjeCavanju kvarenja hrane, posjeduju i terapijske ucinke te se stoga

istrazuju 1 koriste kao probioticke kulture koje promicu zdravlje.



Tablica 1. Tipovi fermentirane hrane i napitaka koji se povezuju s BMK (prilagodeno prema

Fermentirani proizvodi

Mlijjecni proizvodi
Maslac i mla¢enica

Jogurt
Sladoled

Fermentirano
probioti¢ko
skuta, Lassi
Kefir

Sirevi

mlijeko,

Fermentirano povrée

Krastavci
Fermentirane masline
Kiseli kupus
Fermentirane zitarice

Kiselo tijesto, Idli i Dosa

Alkoholni napitci

Vino (malolakti¢na
fermentacija)

RiZino vino

Ostali proizvodi

Sojino mlijeko

Riba
Fermentirane kobasice

Sok od rajcice, narance i
grejpa

Gupta i sur., 2018)
Razlicite vrste BMK

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis var.
diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophiles
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus i Bifidobacterium bifidum
Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus
rhamnosus,  Lactobacillus  johnsonii,  Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve

Lentilactobacillus kefiri, Levilactobacillus brevis

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis var.
diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis,
Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophiles

Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Levilactobacillus
brevis, Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides,
Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides, Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici

Lactiplantibacillus pentosus,

Fructilactobacillus sanfranciscensis, Companilactobacillus farciminis,

Limosilactobacillus fermentum, Levilactobacillus brevis,
Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus amylovorus,
Limosilactobacillus reuteri, Limosilactobacillus pontis,

Limosilactobacillus panis, Companilactobacillus alimentarius

Oenococcus oeni

Lactobacillus sakei

Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus
gasseri, Lactiplantibacillus plantarum, Bifidobacterium
Companilactobacillus alimentarius, Carnobacterium piscicola
Pediococcus acidilactici, Lactobacillus sakei, Latilactobacillus
curvatus, Pediococcus pentosaceus
Lactiplantibacillus plantarum,
Lacticaseibacillus casel,

Lacticaseibacillus paracasei

Lactobacillus
Lacticaseibacillus

acidophilus,
rhamnosus,



2.2. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE KAO PROBIOTICI
2.2.1. Probiotici

Probiotici su zivi mikroorganizmi koji se konzumiraju kao dio prehrane (izravno ili
neizravno) pri ¢emu imaju blagotvoran ucinak na zdravlje domacéina ometajuci rast Stetnih
mikroorganizama i poboljSavaju ravnotezu mikrobiote u Gl sustavu domacina (ljudi i zivotinja)
(Gupta i sur., 2018). BMK su najcesce koristene bakterije s probiotickim svojstvima koje se
koriste u mnogim dodacima prehrani te u funkcionalnoj hrani i napitcima. Prema Plaza-Diaz i
sur. (2019) najvaznija svojstva probiotika su humano podrijetlo, sigurnost (GRAS status —engl.
Generally Recognized as Safe), nepatogenost i netoksi¢nost te sposobnost prezivljavanja u
nepovoljnim uvjetima GIT-a $to obuhvaca nisku pH vrijednost, otpornost prema zelu¢anim
enzimima i zu¢nim solima. Takoder, probiotici trebaju imati antagonisticko djelovanje prema
patogenim mikroorganizmima te stimulirati imunoloSki sustav domacina i opc¢enito pozitivno
utjecati na zdravlje domacina. I na kraju, da bi se odredeni mikroorganizam mogao koristiti kao
probiotik tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje probiotickog pripravka ne smije doéi do

znacajnih gubitaka aktivnosti i broja Zivih stanica te smanjenja brzine njegovog rasta.

2.2.2. Mehanizmi djelovanja probiotika

Prema Bermudez-Brito i sur. (2012) postoji nekoliko razli¢itih mehanizama djelovanja
probiotika te su oni navedeni u nastavku i prikazani na slici 1.

Prvi od mehanizama djelovanja probiotika je jacanje crijevne epitelne barijere. Crijevna
barijera glavni je obrambeni mehanizam organizma koji se koristi za odrzavanje integriteta
epitela i zaStitu organizma od okoline. Zastitni dio crijevne barijere ¢ine mukozni sloj,
antimikrobni peptidi, sekretorni IgA (imunoglobulini A) i adhezijski kompleks epitelnog spoja
(Ohland i Macnaughton, 2010). U trenutku kad dode do oStecenja crijevne barijere i poremecaja
njezine funkcije te bakterijski i prehrambeni antigeni uspiju doéi do submukoze, izaziva se
imunoloski odgovor koji rezultira crijevnim poremecajima kao $to je razvoj upalne bolesti
crijeva (Hooper i sur., 2001). Medutim, konzumiranje probiotika moZe poboljsati integritet
crijevne barijere na nekoliko nacina koji obuhvacaju izravno djelovanje na epitel (npr.
povecanje ckspresije mucina u vréastim stanicama (engl. goblet cells)), modulaciju
imunoloskog sustava, a moze imati i izravne uc¢inke na komenzalne i patogene bakterije (npr.
antimikrobni peptidi i kompeticija za prianjanje) (van Zyl i sur., 2020).

Drugi mehanizam djelovanja je kolonizacija probiotickih bakterija u GIT-u ¢ime se one

vezu na stijenku crijeva domaéina i stvaraju ¢vrstu vezu koja im naknadno omogucéava



modulaciju imunoloskog sustava, a istovremeno onemogucéava vezanje patogenim vrstama (van
Zyl i sur., 2020). BMK sadrze razlicite povrSinske karakteristike koje su uklju¢ene u njihovu
interakciju s crijevnim epitelnim stanicama i sluznicom. Crijevne epitelne stanice Iu¢e mucin,
slozenu smjesu glikoproteina koja je glavna komponenta sluznice, i na taj nacin sprjecavaju
adheziju patogenih bakterija (Collado i sur., 2005). Takoder, u mukoznom gelu prisutni su i
lipidi, slobodni proteini, imunoglobulini i soli. Ova specifi¢na interakcija izmedu bakterijskih
stanica i crijevnih epitelnih stanica ukazuje na povezanost izmedu povrSinskih proteina
probiotickih bakterija i kompetitivnog iskljucivanja patogenih bakterija (Ouwehand i sur.,
2002).

Tre¢i mehanizam djelovanja je kompetitivna ekskluzija patogenih mikroorganizama pri
¢emu se probioti¢ke vrste veZu na intestinalne stanice i na taj na¢in onemogucéavaju vezanje |
kolonizaciju patogenih vrsta (Plaza-Diaz i sur., 2019). Mehanizmi koje jedna vrsta bakterija
koristi za iskljuéivanje, odnosno smanjenje rasta druge vrste, su razliciti, a ukljucuju sljedece
mehanizme: stvaranje neprijateljske mikroekologije, eliminaciju dostupnih bakterijskih
receptorskih mjesta, proizvodnju i izlu¢ivanje antimikrobnih tvari i selektivnih metabolita te
kompetitivno iscrpljivanje esencijalnih nutrijenata (Rolfe, 1991).

Cetvrti mehanizam djelovanja je produkcija antimikrobnih spojeva. Probioti¢ki sojevi
BMK fermentiraju ugljikohidrate u GIT-u pri ¢emu nastaju metaboliti kao §to su octena,
mravlja, jantarna i mlije¢na kiselina. Ovi spojevi ¢ine crijevnu okolinu kiselom i na taj nacin
inhibiraju rast bakterijskih patogena. Organske kiseline, ve¢inom mlijecna i octena kiselina
imaju veliki inhibicijski u¢inak na Gram-negativne bakterije te su one najzasluznije za
djelovanje probiotickih vrsta na patogene bakterije (Dicks i Botes, 2010). Takoder, nedisocirani
oblik mlijecne kiseline djeluje kao permeabilizator vanjske stanicne membrane Gram-negativne
bakterije, a zatim disocira unutar bakterijske citoplazme nakon ulaska u bakteriju (Alakomi i
sur., 2000). Osim organskih kiselina, neke BMK proizvode i bakteriocine. Bakteriocini su
multifunkcionalne, ribosomski proizvedene proteinske tvari s antimikrobnim djelovanjem u
odredenim koncentracijama (Chikindas i sur., 2018). Drugim rije¢ima, bakteriocini su
proteinski toksini koje proizvode bakterije, a koji inhibiraju rast slicnih bakterijskih vrsta u
odnosu na bakteriju producenta (Bemena i sur., 2014). Produkcija bakteriocina klju¢ni je
mehanizam akcije koji se koristi za inhibiciju patogenih mikroorganizama u GIT-u.
Bakteriocini mogu imati bakteriostatski ili izravni bakteriocidni uc¢inak na patogene Cime
ograni¢avaju sposobnost patogena da kolonizira crijeva. Antimikrobne aktivnosti bakteriocina

omogucavaju probiotickim sojevima koji ih proizvode da steknu konkurentsku prednost u



slozenom gastrointestinalnom okruzenju (O’Shea i sur., 2012). Uz organske kiseline i
bakteriocine, vodikov peroksid (H203) je takoder jedan od vaznijih antimikrobnih mehanizama
protiv patogena. Vodikov peroksid moze uzrokovati smanjenu virulentnost patogena, smanjenu
invaziju patogena u epitelne stanice ili smrt crijevnih patogena nakon epitelne intracelularne
difuzije koja mijenja transkripciju gena i prijenos signala (Knaus i sur., 2017). Siderofori su jos$
jedan antimikrobni spoj koji proizvode BMK. Naime, zeljezo je esencijalni mikronutrijent koji
igra srediSnju ulogu u metabolizmu 1 proliferaciji veéine crijevnih mikroorganizama,
ukljucuju¢i komenzalne bakterije i crijevne patogene (Turroni i sur., 2014). Siderofori su
organski spojevi male molekulske mase i visokog afiniteta za kelatiranje Zeljeza koje proizvode
mikroorganizmi kao S§to su bakterije i gljivice (Ahmed i Holmstrom, 2014). Ovi spojevi
inhibiraju rast, proliferaciju i postojanost konkurentskih mikroorganizama oduzimaju¢i im
zeljezo. Pritom bakterije koje proizvode siderofore vezu slobodno Zeljezo dostupno u svom
okruzenju koje je bitno za druge mikroorganizme te im ga na taj nacin oduzimaju.
Biosurfaktanti koje proizvode odredeni sojevi BMK takoder interferiraju s patogenim
bakterijama. Biosurfaktanti su skupina spojeva s povrsinskim i emulgiraju¢im djelovanjem koji
se koriste u mnogim razli¢itim biomedicinskim primjenama (Markande i sur., 2021). Izolirano
je nekoliko sojeva BMK koji proizvode biosurfaktante, ili vezane za stanice ili ih izlucuju, s
antibakterijskim, antivirusnim i antifungalnim svojstvima. Biosurfaktanti uzrokuju
permeabilizaciju stanica koje naruSavaju ili liziraju strukturu fizicke stanicne membrane
(Duarte i sur., 2014).

Probiotici takoder stimuliraju imunoloski sustav domaéina na nacin da proizvode
molekule s imunomodulatornom i protuupalnom funkcijom koje zatim mogu utjecati na
imunoloske stanice i izazvati imunoloski odgovor (D'Amelio i Sassi, 2018). Plaza-Diaz i sur.
(2019) navode enzimsku aktivnost probiotickih vrsta kao jedan od vaznijih mehanizama
djelovanja probiotika. Naime, probioticke bakterijske vrste povecavaju aktivnost enzima koji
imaju pozeljna djelovanja, a s druge strane smanjuju aktivnost enzima koji daju toksi¢ne
produkte te na taj nacin Stite zdravlje domacina. Probiotici takoder imaju znacajnu ulogu u
stimulaciji i proizvodnji antitijela u crijevima, posebno imunoglobulina A (IgA) (Yan i Polk,
2011). Antitijela koja se oslobadaju u lumenu crijeva mogu inhibirati prianjanje patogena na
crijevne epitelne stanice interferiraju¢i s adhezivnim receptorima stanica na membrani

patogena.
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Slika 1. Mehanizmi djelovanja probiotika (prilagodeno prema Bermudez-Brito i sur., 2012)

2.3. MAJCINO MLIJEKO KAO IZVOR BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Ljudsko majcino mlijeko osigurava klju¢ne hranjive tvari i bioaktivne spojeve koji
podrzavaju rast 1 razvoj imuniteta tijekom djetinjstva (Lyons i sur., 2020), ali je i glavna
odrednica cjelokupnog zdravlja pojedinca tijekom cijelog zivota. Americka akademija za
pedijatriju (AAP) preporucuje da se dojencad treba dojiti prvih Sest mjeseci zivota uz nastavak
dojenja tijekom prosirenja prehrane barem do jedne godine i vise (AAP, 2012). U istrazivanjima
koja su proveli Kramer i sur. (2003) te Ladomenou i sur. (2010) dokazano je da dojena djeca
imaju puno zdraviju i kvalitetniju mikrobiotu crijeva te smanjenu ucestalost razvoja odredenih

bolesti. Odredene studije dokazuju trenutaénu ulogu dojenja u sprjecavanju dijareje,



nekrotizirajuceg enterokolitisa (oStecena i upaljena povrSina crijeva), upale srednjeg uha i
respiratornih infekcija te dugoro¢no djelovanje kojim se smanjuje mogucnost razvoja
leukemije, malokluzije, upalne bolesti crijeva, pothranjenosti, pretilosti i dijabetesa (Victora i
sur., 2016; Klement i sur., 2004). Varijacije u sastojcima mlijeka i bioaktivnim spojevima kao
rezultat demografskih i genetskih ¢imbenika, zivotnog stila i izlozenosti majke mogu imati
pozitivne i negativne u¢inke na zdravlje dojencadi. U novije vrijeme upravo se maj¢ino mlijeko

koristi kao izvor novih probioti¢kih sojeva (Rajoka i sur., 2017).

2.3.1. Sastav maj¢inog mlijeka

Kao §to je ve¢ spomenuto, maj¢ino mlijeko Sastoji se od odgovarajuce koli¢ine hranjivih
tvari i bioaktivnih spojeva koji osiguravaju potpunu prehranu za novorodence u razvoju, kao i
korisnih bakterije koje Stite osjetljivi imunoloski sustav novorodenceta od bolesti (Lyons i sur.,
2020). Osim esencijalnih nutrijenata koji obuhvacaju proteine, masti, ugljikohidrate, vitamine
I minerale, maj¢ino mlijeko takoder sadrzi i Sirok raspon imunoloskih stanica i bioaktivnih
komponenata koje djeluju protuupalno i imaju probioticka svojstva. To ukljucuje antimikrobne
peptide kao $to su bakteriocini, laktoferin, lizozim, laktadherin, zatim citokine, kemokine,
imunoglobuline, faktore rasta, oligosaharide, glikokonjugate i masne kiseline. Medutim, osim
esencijalnih nutrijenata te bioaktivnih spojeva, ljudsko maj¢ino mlijeko sadrzi mnogo razli¢itih
vrsta bakterija. U proSlosti su se bakterije izolirane iz maj¢inog mlijeka smatrale
kontaminantima koji potjecu s koze majke i usne Supljine djeteta ili su posljedica neispravnog
rukovanja ili skladistenja majc¢inog mlijeka (Gavin i Ostovar, 1977). Medutim, danas je Siroko
prihvaceno da majé¢ino mlijeko ima svoju jedinstvenu mikrobiotu koja se sastoji od velikog
broja razli¢itih vrsta komenzalnih bakterija. Maj¢ino mlijeko ima vaznu ulogu u inokulaciji
crijeva dojencadi bakterijama nakon rodenja. Shvacanje da mikrobiota ljudskog mlijeka
pridonosi zdravlju dojencadi rezultiralo je brojnim istrazivanjima kako bi se razjasnili to¢ni
mehanizmi djelovanja, a koji ukljuuju proizvodnju antimikrobnih spojeva, sprjeavanje
adhezije patogenih bakterija na crijevni epitel 1 povecanje proizvodnje crijevnog mucina
(Rajoka i sur., 2017; Jara i sur., 2011). Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da dojenje
novorodenom djetetu osigurava zastitu od patogena, poboljSava njegov imunoloski razvoj,
osigurava potpunu prehranu i promice kolonizaciju crijeva te smanjuje broj slucajeva Gl

bolesti. Na slici 2 prikazan je sastav maj¢inog mlijeka i pozitivi u¢inci dojenja.
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Slika 2. Sastav maj¢inog mlijeka i pozitivni ucinci dojenja na novorodence (prilagodeno

prema Lyons i sur., 2020)

Sastav majéinog mlijeka mijenja se tijekom perioda laktacije ovisno o nutritivnim
potrebama djeteta. Kolostrum je prvo mlijeko koje se pojavljuje nakon porodaja, odnosno to je
mlijeko iz prve faze laktacije. Kolostrum sadrzi visoke koncentracije imunoglobulina, posebice
imunoglobulina A koji je bitan za razvoj imunoloskog sustava novorodenceta (Hurley i Theil,
2011). Takoder, kolostrum sadrzi visoke udjele leukocita, faktora rasta te viSe proteina, a manje
masti i laktoze u odnosu na mlijeko iz kasnijih perioda laktacije. Kolostrum je bogat i
mikroelementima i makroelementima te vitaminima topljivima u masti (Lubiech i Twaruzek,
2020). Idu¢u fazu laktacije karakterizira prijelazno mlijeko, a 4 do 6 tjedana nakon poroda
mlijeko smatra zrelim te viSe nema znacajnijih promjena u njegovom sastavu (Lyons i sur.,
2020).

2.3.2. Probioticka mikroflora maj¢inog mlijeka

Majcino mlijeko jedan je od glavnih faktora koji mikrobioloski oblikuju crijeva
novorodenceta upravo zahvaljuju¢i visokom udjelu probioti¢kih bakterija (Martin i sur., 2007).
Prema Heikkild i Saris (2003) smatra se da novorodenée u prosjeku dnevno kroz 800 mL
majéinog mlijeka unese 10%-10° komenzalnih bakterija. Ove bakterije nisu samo prisutne u
mlijeku, nego su i transkripcijski aktivne te su funkcionalni sudionici u crijevnoj zajednici
dojenceta (Asnicar i sur., 2017) i sluze kao fizioloski i kontinuirani izvor komenzalnih i

potencijalnih probiotickih bakterija za crijeva dojenceta.




Mlijeko se prvo prenosi iz majcinih crijeva do mlijecnih zlijezdi preko dendritickih
stanica, koje mogu prodrijeti u crijevni epitel i na taj na¢in prenijeti bakterije iz crijeva.
Bakterije zatim cirkuliraju do mlije¢nih zlijezdi pomocu limfnog sustava i1 krvotoka te se
zajedno s mlijekom tijekom dojenja prenose u tijelo djeteta i na taj nacin sudjeluju u
oblikovanju crijevne mikrobiote novorodenceta (Lubiech i Twaruzek, 2020).

Maj¢ino mlijeko sadrzi Sirok spektar bakterija kao §to su Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium, BMK, Propionibacterium i Bifidobacterium i sve ove
skupine imaju znacajnu ulogu u razvoju i zastiti novorodenceta. Probioticke bakterije prisutne

su u majé¢inom mlijeku u koncentracijama od 10 do 10’ CFU mL! (Lubiech i Twaruzek, 2020).

2.3.3. Funkcije probiotickih bakterija iz majcinog mlijeka

Prema Ojo-Okunola i sur. (2018) postoji nekoliko razli¢itih pozitivnih ucinaka
probiotic¢kih bakterija iz maj¢inog mlijeka.

U razli¢itim istrazivanjima dokazano je da dolazi do vertikalnog prijenosa bakterija iz
majcinog mlijeka na novorodencée (Murphy i sur., 2017; Milani i sur., 2015). Takoder je
dokazano da fekalni bakteriom novorodencadi koja su dojena sadrzi dominantan broj
Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp., dok su crijeva novoroden¢adi koja su hranjena s
adaptiranim mlijekom pretezito kolonizirana s enterokokima, enterobakterijama i patogenom
Clostridium difficile vrstom (Walker i lyengar, 2015).

In vitro studije pokazuju da Lacticaseibacillus rhamnosus i Lactobacillus crispatus,
izolirani iz maj¢inog mlijeka, imaju antiinfektivno djelovanje protiv Staphylococcus aureus
(Heikkila i Saris, 2003), dok Lactobacillus salivarus sojevi iz maj¢inog mlijeka imaju zastitni
ucinak protiv djelovanja Salmonella enterica serovar Cholerasuis na zivotinjskim modelima na
nacin da inhibiraju adheziju na mucin (Olivares 1 sur., 2006).

Majéino mlijeko izvor je bifidobakterija koje su odgovorne za aktivaciju T-regulatornih
stanica koje poboljSavaju rezistenciju prema patogenim mikroorganizmima. Sojevi
Limosilactobacillus fermentum i Ligilactobacillus salivarius pokazali su in vitro
imunomodulatorno djelovanje moduliranjem aktivacije podskupina mononuklearnih stanica
periferne krvi, ,,natural killer CD8+ stanica, citokina i kemokina (Perez-Cano i sur., 2010).

Isto tako, dokazana je i poveznica izmedu probiotickih bakterija iz majcinog mlijeka i
razvoja alergija. Studije na Zivotinjama pokazale su da probioticke vrste podrijetlom iz
maj¢inog mlijeka, Lactobacillus gasseri i Loigolactobacillus coryniformis smanjuju pojavu i

tezinu alergijskih reakcija na protein kravljeg mlijeka (Lara-Villoslada i sur., 2007).
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Probioticke bakterije takoder posjeduju metabolicku aktivnost ¢ime omogucavaju
probavu oligosaharida sadrzanih u majé¢inom mlijeku razgradujuéi ih na kratkolan¢ane masne
kiseline s obzirom da dojencad nema potrebne enzime za njihovu probavu (Ojo-Okunola i sur.,
2018).

Mikrobiota iz maj¢inog mlijeka moze posjedovati i antikancerogeno djelovanje. Naime,
in vitro studija koju su proveli Kim i sur. (2003) pokazala je terapeutsko djelovanje BMK iz

maj¢inog mlijeka, to¢nije, vrste Lactococccus lactis subsp. lactis, protiv raka debelog crijeva.

2.4. GASTROINTESTINALNI TRAKT

2.4.1. Mikrobiota gastrointestinalnog trakta

Mikroorganizmi su prisutni u ljudskom organizmu, a najveéa koncentracija prisutna je
u debelom crijevu. Ljudi ulaze u prvi kontakt s bakterijama pri porodu, a mikrobiota je podlozna
trajnim promjenama tijekom Zivota ovisno o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su prehrana,
izlozenost antigenima, infekcije ili lijekovi, ali i genetika, dob ili higijenski ¢imbenici
(Dieterich i sur., 2018). Koncentracija mikrobiote raste duz GIT-a, s malim brojem u Zelucu,
ali vrlo visokim koncentracijama u debelom crijevu. Zeludac i tanko crijevo imaju vrlo
nepovoljne uvjete te je vrlo mali broj bakterija otporan na njihove Kiseline, zu¢ ili enzime
gusterace. U Zelucu se nalazi 10* CFU g, u tankom crijevu 102 CFU g7, u jejunumu 10* CFU
g!, uileumu 10" CFU g i u debelom crijevu 102 CFU g* (Sekirov i sur., 2010).

2.4.2. Proteini ekstracelularnog matriksa

Ekstracelularni matriks (ECM) je vrlo dinami¢na struktura s razli¢itim funkcijama.
Sastoji se od brojnih makromolekula zaduzenih za strukturnu potporu, stani¢nu signalizaciju i
regulaciju fizioloskih procesa. ECM se sastoji od proteoglikana i glikoproteina koji se izlucuju
lokalno i spajaju u organiziranu mrezu. Glavni vlaknasti proteini koji tvore dijelove ECM-a su
kolagen, elastin, fibronektin, laminin i vitronektin koji omogucavaju bakterijsku adheziju (Vaca
i sur., 2020). Kolagen je glavni glikoprotein koji ¢ini 30 % svih proteina koji se nalaze u
ljudskom tijelu. On ima znacajnu ulogu u odrzavanju strukture tkiva, stani¢noj adheziji, razvoju
embrija i u mnogim drugim procesima. Fibronektin je visedomenski glikoprotein prisutan u
tjelesnim teku¢inama i na povrsini stanica s glavnom funkcijom povezivanja stanica na ECM.
Laminin je multifunkcionalna molekula s ukupno 15 heterotrimernih izoforma razlicito
rasporedenih u bazalne membrane, vezivno tkivo, stani¢nu povrSinu, kozu i krvne zile. Ovaj

ECM protein je zaduzen za odrzavanje strukturnog oblika, migraciju stanica i signalizaciju.
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2.5. MEHANIZMI ADHEZIJE BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE NA EPITELNE
STANICE CRIJEVA

Sposobnost prianjanja primarni je kriterij za odabir probioti¢kih mikroorganizama.
BMK kao probioti¢ki mikroorganizmi imaju nekoliko vaznih mehanizama pomocu kojih se
adheziraju na stanice crijevnog epitela. Kako bi se vezali za crijevne stanice bakterije koriste
razli¢ite strukture kao $to su flagele, pili (dlacice), proteini S-sloja, lipoteihoi¢na kiselina,

egzopolisaharidi i proteini koji se vezu na sluznicu (Alp i Kuleasan, 2019).

2.5.1. Proteini koji se vezu na sluznicu

Epitelne stanice crijeva i ¢vrste veze izmedu njih, uz glikokaliks i slojeve sluzi na tim
stanicama, predstavljaju glavnu fizi¢ku barijeru za mikroorganizme i druge toksi¢ne spojeve.
Epitelne stanice izlucuju slozenu smjesu glikoproteina koja se zove mucin, a koja je glavna
komponenta sluznog sloja i koja inhibira vezanje patogenih bakterija (Gonzalez-Rodriguez i
sur., 2012). Medutim, probioticke BMK stupaju u interakciju sa stanicama crijevnog epitela i
sluzi zbog toga Sto posjeduju odredene povrsinske karakteristike koje omogucavaju specifi¢ne
interakcije sa sluznicom. Za vezanje probiotickih bakterija sa sluznicom odgovoran je Mub
protein (engl. mucus binding protein) (Rojas, 2002). MacKenzie i sur. (2009) objasnili su da
Mub protein stvara kovalentnu vezu s peptidoglikanskim slojem bakterija i na taj nacin ¢vrsto

povezuje probioticke bakterije sa sluznicom.

2.5.2. Lipoteihoic¢na kiselina

Teihoicna kiselina jedan je od glavnih sastojaka stani¢ne stijenke Gram-pozitivnih
bakterija. Sastoji se od poliolnih jedinica povezanih fosfodiesterskim vezama (Lima i sur.,
2019). Teihoi¢ne kiseline mogu biti pri¢vr§¢ene za stani¢nu stijenku bakterija ili za stani¢nu
mebranu kada se nazivaju lipoteihoi¢ne kiseline. Prema Alp i Kuleasan (2019) moze se
zakljuciti da Gram-pozitivne bakterije za adheziju na epitelne stanice koriste veze uspostavljene
izmedu lipoteihoi¢nih kiselina prisutnih na njihovoj povrs$ini i receptorskih mjesta u proteinskoj

strukturi zivotinjske stanice.
2.5.3. Flagele (bicevi) i pili (dlacice)

Flagele i pili karakteristicne su za Gram-negativne bakterije, no u novije vrijeme

pronadene su i kod odredenih sojeva Gram-pozitivnih bakterija, odnosno u BMK. Veé¢ina BMK
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nema sposobnost pokretanja, no u nekim vrstama, Ligilactobacillus ruminis (Neville i sur.,
2012) i Ligilactobacillus agilis (Kajikawa i sur., 2016) pronadene su flagele. Medutim, iz
dobivenih podataka zakljuc¢eno je da flagele nemaju znacajniju ulogu u vezanju bakterija na
stanice. S druge strane, pili su otkrivene kod rodova Bifidobacterium (Piepenbrink i
Sundberg, 2016) i Lactobacillus (Toh i sur., 2013). Monteagudo-Mera i sur. (2019) zakljucuju

da pili omoguc¢avaju laksu adheziju bakterija na intestinalnu sluznicu.

2.5.4. Ekstracelularni polisaharidi

Ekstracelularni polisaharidi su visokomolekularni prirodni polimeri sastavljeni od
monomera. Sastoje se od D-glukoze, D-galaktoze, L-ramnoze te rjede od N-acetilglukozamina,
N-acetilgalaktozamina i glukuronske kiseline. Ekstracelularni polisaharidi mikroorganizmima
sluze kao zastitni sloj u nepovoljnim uvjetima kao §to su jake kiseline, zu¢ne soli i enzimi
gastrointestinalnog trakta (Castro-Bravo i sur., 2018). Alp i Kuleasan (2019) zakljuéili su iz
dostupnih istraZzivanja da esktracelularni polisaharidi imaju znacajnu ulogu u adheziji,

kolonizaciji 1 adaptaciji na uvjete GIT-a.

2.5.5. S-sloj

S-slojevi su parakristalni dvodimenzionalni nizovi koji prekrivaju stani¢nu povrsinu
odredenih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterijskih vrsta te arheja. Molekulska masa S-
sloja iznosi 40-200 kDa, a debljina mu je 5-25 nm. Sastoje se od identi¢nih proteinskih ili
glikoproteinskih podjedinica koje tvore pravilne i visoko porozne nizove kose, kvadratne ili
heksagonalne simetrije i potpuno pokriva povr§inu mikroorganizma tijekom svih faza rasta
(Sleytr i sur., 2001). U Gram-pozitivnim bakterijama, S-sloj povezan je s peptidoglikanom ili
pseudomureinom, a u Gram-negativnim baketrijama vezan je na lipopolisaharide (slika 3).
Interakcija izmedu podjedinica proteina S-sloja sa stani¢nom povrSinom odvija se preko
nekovalentnih veza. Proteinske podjedinice obi¢no su bogate kiselim i hidrofobnim
aminokiselinama, ali siromasne aminokiselinama koje sadrze sumpor te op¢enito imaju niske

vrijednosti izoelektri¢nih to¢aka (Sara i Sleytr, 2000).
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Slika 3. Polozaj S-sloja kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (prilagodeno prema
Sleytr i sur., 2014)

Prisutnost S-sloja proteina potvrdena je u odredenim vrstama BMK, a radi se o vrstama

Levilactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus i Lactobacillus

crispatus. Opéenito se smatra da laktobacili proizvode ove proteine tijekom svoje proliferacije

i koriste ih za vezanje za crijevni kolagen. Takoder se smatra da proteini koji vezu kolagen

povecavaju sposobnost mikroorganizama da se vezu i imaju vaznu ulogu u kompeticiji S

patogenima za mjesto vezanja (Yadav i sur., 2013).
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2.5.5.1. Funkcije S-sloja proteina

Gerbino 1 sur. (2015) napravili su pregledni ¢lanak u kojem su sazeli sve dokazane
ucinke S-sloja te su oni prikazani i na slici 4. Funkcije i uloge S-sloja proteina mogu se podijeliti
u dvije glavne skupine. Prvu skupinu ¢ini njihova uloga u bakterijskoj adheziji na razlicite
povrsine 1 supstrate, dok je druga skupina njihova zastitna uloga od nepovoljnih okolisnih
uvjeta. S-sloj ima vaznu ulogu u odrzavanju oblika stanice i funkciju vezne skele za velike
molekule, ione 1 bakteriofage, a najznacajnija mu je uloga medijatora u bakterijskoj adheziji.
Medutim, S-sloj takoder doprinosi i patogenosti mikroorganizma na nacin da omoguéava
vezanje na stanice domacina, koagregaciju s drugim mikroorganizmima, stvaranje biofilma i
sprje¢avanje imunoloskog odgovora domac¢ina modulacijom signala T-stanica. Na kraju, S-sloj
Stiti bakterijsku stanicu od nepovoljnih uvjeta iz okoline kao $to su promjena pH, mehanicki i
osmotski stres. Takoder, S-sloj S§titi bakteriju i od djelovanja antimikrobnih peptida i

bakteriolitickih enzima, radijacije 1 napada bakteriofaga.
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Slika 4. Prikaz uloga povrsinskog sloja S-proteina (prilagodeno prema Gerbino i sur., 2015)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Mikroorganizmi

U ovom radu koristeno je 5 sojeva BMK izoliranih iz majc¢inog mlijeka i jedan test-
mikroorganizam (tablica 2). Svi koristeni sojevi dio su Zbirke mikroorganizama Laboratorija
za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko

inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveuéilista u Zagrebu.

Tablica 2. Sojevi iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima,
probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu koji su koriSteni u ovom radu

Bakterijski soj Oznaka Hranjiva podloga i uvjeti rasta
soja

Levilactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB20 MRS, 37 °C, anaerobno
Limosilactobacillus fermentum MC1 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactiplantibacillus plantarum MC19 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactiplantibacillus plantarum KR19 MRS, 37 °C, anaerobno
Salmonella enterica serovar Typhimurim | FP1 BHI, 37 °C, aerobno

3.1.2. Stani¢ne linije

U ovom radu za ispitivanje adhezije BMK i kompetitivne ekskluzije test-
mikroorganizma koristena je Caco-2 stani¢na linija koja sadrzi heterogene ljudske tumorske
stanice kolorektalnog epitela. Caco-2 stanice ¢uvaju se u EMEM mediju (Eagle's minimal

essential medium) na -80 °C uz dodatak 10 % glicerola koji ima krioprotektivnu ulogu.

3.1.3. Hranjive podloge
U ovom radu koristene su sljede¢e podloge:
a) hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj BMK
e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (,,Biolife”, Italija), sastava (g L*
destilirane vode): pepton 10,0; mesni ekstrakt 10,0; kvasc¢ev ekstrakt 5,0;

glukoza 20,0; Tween 80 1,0; MgSO4 x 7H20 0,1; MnSO4 x 7H20 0,05; natrijev-
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acetat 5,0; agar 20,0. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi
pri 121 °C tijekom 15 min.
MRS bujon (,,Biolife®, Italija), istog sastava kao MRS agar, ali bez dodatka

agara.

b) hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj patogenih test-mikroorganizama

BHI (Brain Heart Infusion) agar (,,Biolife®, Italija), sastava (g L™ destilirane
vode): infuzije teleceg mozga i govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5;
puferi 2,5; agar 13. pH podloge je 7,4, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom
15 minuta.

BHI bujon (,,Biolife”, Italija) istog je sastava kao podloga BHI agar, ali bez

dodatka agara.

c) selektivna hranjiva podloga za izolaciju patogenog mikroorganizma Salmonella enterica

serovar Typhimurium FP1

XLD (ksiloza-lizin-deoksiholat) agar (,,Biolife*, Italija), sastava (g L™ destilirane
vode): ksiloza 3,75; L-lizin 5; laktoza 7,5; saharoza 7,5; natrijev klorid 5; kvaséev
ekstrakt 3; natrijev deoksikolat 1; natrijev tiosulfat 6,8; amonij zeljezo (III) citrat
0,8; fenol crveno 0,08; agar 14,5. pH vrijednost podloge je 7,4; Podloga se

sterilizira na plameniku do vrenja uz povremeno mijesanje.

d) hranjive podloge za kultivaciju stani¢nih linija

Eagle's minimal essential medium (EMEM) s 10 % fetalnog govedeg seruma

(,,Thermo Fisher Scientific, SAD) za kultivaciju Caco-2 stani¢ne linije.

3.1.4. Kemikalije

destilirana voda, PBF, Hrvatska

etanol 70 %, , Kemika“, Hrvatska

fosfatni pufer, ,,Kemika®, Hrvatska

glicerol, ,,Kemika“, Hrvatska

gvanidin hidroklorid (GHCI), ,,Sigma-Aldrich*, SAD

klorovodi¢na kiselina (HC1), ,,Sigma-Aldrich*, SAD

kristal violet, ,,Sigma-Aldrich“, SAD

limunska kiselina, ,,T.T.T. d.o.0.”, Hrvatska

mikrotitarske plocice presvucene fibronektinom, lamininom i kolagenom,

Corning® BioCoat™, , Corning Inc.“, SAD
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Na-citrat, ,,Kemika*, Hrvatska

natrijev klorid, ,,Kemika®, Hrvatska

natrijeva luzina (NaOH), ,,Kemika“, Hrvatska
pankreatin, ,,Fluka”, Svicarska

pepsin, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

Triton X-100, ,,AppliChem”, Njemacka
Tween 20, ,,Fisher Scientific”, SAD

zucne soli, ,,Difco”, SAD

3.1.5. Aparatura i pribor

analiticka vaga, ,,Scaltec, Njemacka

autoklav, ,,Sutjeska‘“, Hrvatska

automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

Bunsenov plamenik, ,,OMM Laboratory Equipment®, Italija
centrifuga Centric, ,,Tehtnica®, Slovenija

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

¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica Infinite F Plex, ,,Tecan®, Svicarska
Erlenmeyer tikvice, ,,Golias*, Slovenija

fluorescencijski mikroskop EVOS FLc Cell Imager, “Thermo Fisher
Scientific*, SAD

hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

Kivete za centrifugiranje 15 mL i 50 mL, ,,Falcon®, Engleska
magnetna mjesalica, ,, Tehtnica®, Slovenija

mikrotitarske plo¢ice s 96 i 24 jazice, ,,Falcon®, SAD

nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf™, SAD

Petrijeve zdjelice, ,,Golias®, Slovenija

plasti¢ne tubice (1,51 2 mL), ,,Eppendorf, SAD

staklene epruvete (16x160 mm), ,,Scherf Prézision Europe GmbH", Njemacka

stalci za epruvete, ,,NeoLab®, Njemacka
stalci za kivete, ,,NeoLab*, Njemacka
T-boca 25 cm?, ,,Corning®, SAD

termostat, ,,Instrumentarija*, Hrvatska
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e vaga, , Tehtnica®, Slovenija
e vibro-mjesa¢ EV-100, , Kartell®, Italija

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

3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Sojevi BMK ¢uvani su na -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % (v
v1) glicerola, a test-mikroorganizam na -80 °C u BHI bujonu uz dodatak 15 % (v v*) glicerola.
Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u odgovaraju¢u svjezu hranjivu podlogu te

inkubirani u optimalnim uvjetima rasta navedenim u tablici 2.

3.2.2. Adhezija bakterijskih stanica na Caco-2 stanice

3.2.2.1. Priprema Caco-2 stanicne linije

Caco-2 stani¢na linija je odmrznuta u vodenoj kupelji pri 37 °C te je centrifugiranjem
uklonjen supernatant koji je sadrzavao ostatke medija 1 glicerola. Zaostala biomasa stanica
isprana je s 1 mL svijezeg EMEM medija prethodno zagrijanog na 37 °C te su stanice
nacijepljene u Petrijeve zdjelice promjera 5 cm. Nakon 24 h propagacije, Caco-2 stanice su iz
Petrijevih zdjelica nacijepljene u T-bocu volumena 25 cm? i odrzavane pri 37 °C u 5 %-tnoj
atmosferi CO,, uz dodatak 10 % (v v1) toplinom inaktiviranog (56 °C tijekom 30 min) fetalnog
govedeg seruma Uz izmjenu medija svakih 48 h. Stanice su u T-boci uzgajane do
subkonfluentnog stanja nakon cega su isprane fosfatnim puferom da bi se uklonilo zaostali
medij. Stanice su zatim inkubirane u 1-2 mL 0,25 % (w v-1) tripsina pri 37 °C kako bi se
odlijepile od podloge. Odljepljivanje stanica prati se pomo¢u mikroskopa pri ¢emu se proucava
prelazak stanica iz vretenastog u okrugli oblik i pokretanje u smjeru tripsina. Tripsin je uklonjen
nakon odljepljivanja stanica te su stanice potom resuspendirane u mediju sa serumom. Nakon
toga je provedeno brojanje stanica u Biirken-Tiirk komorici volumena 10 mL, iz éega je zatim
izraCunata koncentracija stanica u uzorku te je pripremljena suspenzija Caco-2 stanica
koncentracije 10° stanica mL™%. 1 mL pripremljene suspenzije je dodan u svaku jazicu na plo¢ici
s 24 jazice. Nakon toga je uslijedila inkubacija u mediju sa serumom pri 37 °C tijekom tjedan
dana u 5 %-tnoj atmosferi CO2, uz izmjenu medija svakih 48 h. Caco-2 stanice su prije

provodenja eksperimenta adhezije bakterijskih stanica isprane tri puta fosfatnim puferom.
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3.2.2.2. Priprema bakterijskih stanica

Prekonoc¢ne kulture bakterijskih stanica, ¢ija se sposobnost adhezije ispituje, prikupljene
su centrifugiranjem 5 min pri 4200 o min i isprane dva puta u fosfatnom puferu (pH = 7,4).
Suspenzije svakog soja BMK podijeljene su u dvije kivete te je stanicama u jednoj Kiveti
uklonjen S-sloj inkubacijom u 3 M otopini GHCl-a tijekom 1 h na 37 °C, dok je stanicama u
drugoj kiveti sloj S-proteina ostao netaknut. Nakon inkubacije, stanice se centrifugiraju i dvaput
isperu s fosfatnim puferom. Zatim je 100 mL suspenzije svih sojeva, sa i bez S-sloja, uzeto za
mjerenje apsorbancije nakon ¢ega se izracunao volumen EMEM medija koji je potreban za
resuspendiranje bakterijskih stanica da bi se vrijednost OD (opti¢ke gustoce) podesila na 1.
Suspenzije su zatim ponovno centrifugirane i talog stanica je resuspendiran u izra¢unatom
volumenu EMEM medija. 1z dobivenih suspenzija uzeto je po 100 pL za odredivanje broja

zivih stanica indirektnom metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.

3.2.2.3. lIspitivanje utjecaja S-proteina na sposobnost adhezije sojeva producenata na Caco-2
stanicnu liniju

U pripremljene jazice s Caco-2 stanicama dodan je 1 mL pripremljenih bakterijskih
suspenzija stanica sojeva BMK resuspendiranih u EMEM mediju. Nakon 1 h inkubacije pri 37
°C, Caco-2 stanice su isprane 3 puta s 1 mL fosfatnog pufera kako bi se uklonile bakterijske
stanice koje se nisu vezale. Caco-2 stanice su potom lizirane dodatkom 1 mL 0,05 %-tne otopine
Triton X-100 pri 37 °C tijekom 10 min. Nakon provedenog liziranja, sadrzaj prikupljen iz jaZzica
je centrifugiran kako bi se prikupile adhezirane bakterijske stanice. Talog stanica je zatim
resuspendiran u 1 mL fosfatnog pufera te je broj adheziranih stanica (izrazen u CFU jedinicama)
provjeren indirektnom metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7. Postotak adhezije
izraCunat je prema sljedecoj jednadzbi:

CFU mL™! adheziranih bakterija 100
CFU mL~* dodanih bakterija

% adhezije = <

3.2.3. Adhezija bakterijskih stanica na proteine ekstracelularnog matriksa (ECM-a)

3.2.3.1. Priprema mikrotitarskih plocica presvucenih fibronektinom, kolagenom i lamininom
Adhezija bakterijskih stanica na proteine ECM-a ispitana je na Corning®BioCoat™
plo¢icama s 96 jazica presvucenih lamininom, kolagenom, odnosno fibronektinom prema

protokolu Antikainen 1 sur. (2002) s modifikacijama opisanim u Uroi¢ i sur. (2016). Jazice su
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isprane tri puta fosfatnim puferom (pH = 7) i blokirane tijekom 1 h fosfatnim puferom s
dodatkom 1 % Tween 20.

3.2.3.2. Priprema bakterijskih stanica

Bakterijske stanice uzgojene do kasne eksponencijalne faze prikupljene su
centrifugiranjem tijekom 5 min na 4200 o min™ da bi se dobio talog stanica koji je zatim dvaput
ispiran fosfatnim puferom. Potom se svaki soj podijeli u dvije kivete; stanicama u jednoj kiveti
je uklanjen S-sloj jednosatnom inkubacijom u 3 M GHCI-u pri 37 °C, a u drugoj kiveti su bile
intaktne stanice. Nakon inkubacije, stanice su odvojene centrifugiranjem i isperane dva puta u
fosfatnom puferu. Tako pripremljenim suspenzijama stanica, sa i bez S-sloja, izmjerena je
apsorbancija, te su stanice, nakon centrifugiranja, resuspendirane u volumenu fosfatnog pufera

da bi se ODe2o Vvrijednost podesila na 1.

3.2.3.3. Ispitivanje utjecaja S-proteina na sposobnost adhezije sojeva producenata na proteine
ECM-a

Iz jazica koje sadrze imobilizirane proteine ECM-a nakon 1 h inkubacije uklonjen je
fosfatni pufer s 1 % Tween 20 te je u svaku jazicu dodano po 100 pL pripremljenih bakterijskih
kultura. Nakon $to su dodane bakterijske suspenzije u sve jazice, slijedila je prekonoéna
inkubacija na 4 °C. Takoder, pripremljena je i slijepa proba, odnosno samo fosfatni pufer, bez
bakterijskih stanica. Nakon prekonoéne inkubacije, sadrzaj svake jazice je ispran tri puta s 200
mL fosfatnog pufera koji sadrzi 0,05 % Tween 20 kako bi se uklonile neadhezirane bakterijske
stanice. Nakon ispiranja, plo¢ice s imobiliziranim proteinima ECM-a su ostavljene sat vremena
kako bi se osusile. Bakterijske stanice koje su se vezale su detektirane bojanjem sa 100 uL
otopine kristal violeta koncentracije 1 mg mL? tijekom 45 min. JaZice su zatim isperane
fosfatnim puferom c¢ime se uklanja nevezana boja, a bojilo koje se vezalo na adhezirane
bakterijske stanice je otpusteno dodavanjem po 100 L citratnog pufera koncentracije 50 mmol
L't i pH vrijednosti 4,0. Nakon dodavanja citratnog pufera, odredena je apsorbancija pri 620
nm na Citacu mikrotitarskih plo¢a Infinite® F Plex. Apsorbancija slijepe probe oduzeta je od
apsorbancija jazica koje sadrze bakterijske stanice ¢ime je dobivena apsorbancija adheziranih

stanica.
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3.2.4. Prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta

3.2.4.1. Priprema simuliranog zZelucanog soka 1 soka tankog crijeva

Simulirani Zelu¢ani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g L) u 0,5 % sterilnoj
otopini natrijevog klorida, kojoj je pH podeSen na 2,5 1 3,0 s koncentriranom klorovodi¢nom
kiselinom.

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

podesen na 8,0 s natrijevom luzinom.

3.2.4.2. Priprema bakterijskih stanica

Prekonoéne kulture bakterijskih stanica sojeva BMK su centrifugirane tijekom 5 minuta
pri 4200 o min? te je talog stanica dva puta ispran u fiziologkoj otopini. Nakon toga je
suspenzija svakog soja podijeljena u dvije kivete te je jednoj paraleli svakog soja uklonjen S-
sloj jednosatnom inkubacijom u 3 M GHCI-u pri 37 °C, dok su drugu paralelu ¢inili sojevi koji
su na povrsini stanica imali prisutne S-proteine. Nakon inkubacije provedeno je centrifugiranje
I talog stanica je dva puta ispran u fizioloskoj otopini kako bi se uklonio zaostali GHCI. Nakon
resuspendiranja u fizioloSkoj otopini, dio suspenzija je odvojen za odredivanje broja Zivih
stanica prije inkubacije u simuliranim uvjetima GIT-a indirektnom metodom prema postupku

opisanom u poglavlju 3.2.7.

3.2.4.3. Uloga S-proteina u prezivljavanju stanica sojeva producenata u simuliranim uvjetima
GIT-a

Pripremljene suspenzije bakterijskih stanica centrifugirane su pri 4200 o min™* tijekom
5 min, a dobiveni talog je resuspendiran u simuliranom zelu¢anom soku i inkubiran 2 h pri 37
°C. Nakon inkubacije, dio suspenzije je odvojen za odredivanje broja Zivih stanica indirektnom
metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7., a ostatak je centrifugiran 5 min pri 4200
o mint. Dobiveni talog je resuspendiran u simuliranom soku tankog crijeva te inkubiran pri 37
°C tijekom 4 sata, nakon ¢ega je dio suspenzije koristen za odredivanje broja zivih indirektnom

metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.
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3.2.5. Kompetitivna ekskluzija patogene bakterije S. enterica serovar Typhimurium FP1 sa

sojevima BMK

3.2.5.1. Priprema Caco-2 stanicne linije

Caco-2 stanice su uzgojene u minimalnom esencijalnom mediju (MEM mediju) u T-
boci volumena 25 cm®i odrzavane uz izmjenu medija svakih 48 h, pri 37 °C i 5 %-tnoj atmosferi
CO2 u minimalnom esencijalnom mediju s dodatkom 10 % (v v!) toplinom inaktiviranog
fetalnog govedeg seruma pri 56 °C tijekom 30 min.. U T-boci stanice su uzgajane do
subkonfluentnog stanja te im je tada pipetom uklonjen medij. Nakon toga su stanice isprane
fosfatnim puferom da bi se uklonilo zaostali medij. Stanice su zatim inkubirane u 1-2 mL 0,25
% (w v tripsina pri 37 °C da bi se odlijepile od podloge §to se prati pomoéu mikroskopa jer
mijenjaju oblik iz vretenastog u okrugli. Tripsin je uklonjen nakon odljepljivanja stanica i
stanice su potom resuspendirane u mediju sa serumom. Nakon toga, stanice su izbrojane u
Biirken-Tiirk komorici volumena 10* mL i odredena im je koncentracija te je iz dobivenih
podataka pripremljena suspenzija Caco-2 stanica koncentracije 10° stanica mL?. 1 mL
pripremljene suspenzije je dodan u svaku jazicu na plocici s 24 jaZice. Nakon toga je uslijedila
inkubacija u mediju sa serumom na 37 °C tijekom tjedan dana u 5 %-tnoj atmosferi CO- te je
medij izmjenjivan svakih 48 h. Caco-2 stanice su prije provodenja eksperimenta kompetitivne

ekskluzije patogene bakterije isprane tri puta fosfatnim puferom.

3.2.5.2. Priprema bakterijskih stanica BMK i patogenog mikroorganizma Salmonella enterica
serovar Typhimurium

Prekono¢ne kulture stanica sojeva BMK i Salmonella enterica serovar Typhimurium
FP1, uzgojene u optimalnim uvjetima opisanim u tablici 2, prikupljene su centrifugiranjem kako
bi se uklonio vi$ak hranjive podloge, a talog stanica je potom resuspendiran u fostafnom puferu.
Nakon ispiranja stanica u fosfatnom puferu, sojevi L. brevis MB13 i MB20 su podijeljeni u
dvije kivete; stanicama u jednoj kiveti je uklanjen S-sloj jednosatnom inkubacijom u 3 M
GHCl-u pri 37 °C, a u drugoj kiveti su intaktne stanice. Nakon inkubacije, stanice svih sojeva
su prikupeljene centrifugiranjem te su dvaput isperane fosfatnom puferu. Svim sojevima je
zatim izmjerena apsorbancija pri 620 nm, suspenzije stanica su centrifugirane te je talog stanica

resuspendiran u volumenu EMEM medija da bi ODs2o iznosio 1.
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3.2.5.3. Kompetitivna ekskluzija sojevima BMK

U svaku jazicu koja sadrzi Caco-2 stanice dodano je po 1 mL suspenzije bakterijskih
stanica koje su inkubirane 1 h na 37 °C. Caco-2 stanice su zatim isperane fosfatnim puferom te
je ujazice dodano po 1 mL suspenzije bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1
I nastavljena je inkubacija tijekom 1 h na 37 °C. Nakon zavrSene inkubacije, stanice Su ispirane
3 puta s 1 mL fosfatnog pufera kako bi se uklonile neadhezirane bakterijske stanice. Adhezirane
stanice inkubirane su 10 min s 1 mL 0,05 %-tne otopine Triton X-100, pri ¢emu su lizirane
Caco-2 stanice. Sadrzaj svake jazice je zatim centrifugiran 5 min pri 4200 o min kako bi se
dobio talog stanica, koji je zatim resuspendiran u 1 mL fosfatnog pufera te je odreden broj

bakterijskih stanica indirektnom metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.

3.2.6. Vizualizacija adhezije bakterija mlije¢ne kiseline na Caco-2 stani¢ni monosloj

U svrhu ispitivanja adhezijskih svojstava odabranih sojeva BMK, izoliranih iz uzoraka
majc¢inog mlijeka, na Caco-2 stani¢nu liniju, stanice su nakon nacjepljivanja na mikrotitarsku
plocicu s 96 jazica, u kona¢nom volumenu od 100 uL. DMEM F-12 medija obogac¢enog s 10 %
fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, obojene u suspenziji s Incucyte Rapid Red bojom.
Caco-2 stanice su zatim, nakon ispiranja sa 100 uL DMEM F-12 medija obogaéenog s 10 %
fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, inokulirane bakterijskom suspenzijom s podesenim
multiplicitetom infekcije (engl. multiplicity of infection, MOI) od 50 bakterija po stanici (MOI
50), 10 bakterija po stanici (MOI 10) i 2 bakterije po stanici (MOI 2). Bakterijske stanice
probiotickih sojeva su prethodno dva puta isprane s PBS puferom centrifugiranjem pri 3000 x
g tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja supernatanta, talozi su
suspendirani u 200 uL PBS pufera te je dodana VioFluor 488 boja do kona¢ne koncentracije od
5 uM, nakon ¢ega su inkubirani pri 37 °C tijekom 15 min. Obojanim bakterijskim stanicama se
dodalo 2 mL zagrijanog DMEM F-12 medija obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-
glutaminom, nakon cega je slijedila inkubacija 5 min na sobnoj temperaturi. Suspenzije
bakterijskih stanica su centrifugurane pri 3000 x g tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi,
talozi su suspendirani u 80 uL DMEM F-12 medija obogacenog s 10 % fetalnog govedeg
seruma i L-glutaminom te su odgovarajuci volumeni pripremljenih koncentracija probioti¢kih
sojeva dodani u svaku jazicu. Nakon inkubacije od 1, 4, i 12 sati, neadhezirane bakterijske
stanice su isprane tri puta s PBS puferom i fiksirane preko no¢i pri 37 °C dodatkom 4 %-tnog
paraformaldehida. Nakon fiksiranja i ispiranja s PBS puferom, stanice su obojane s DAPI ((4',6-

diamidino-2-phenylindole), a detekcija adheziranih stanica je provedena na EVOS FLc Cell
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Imager uredaju pri povecanju od 20x.

3.2.7. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Broj zivih bakterija odreden je indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem
priredenih decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih stanica u sterilnoj fizioloskoj otopini
na odgovarajuce selektivne hranjive podloge u obliku kapi (10 uL) u dvije paralele. Nakon 48
h inkubacije (aerobne za test-mikroorganizam, anaerobne za BMK) pri 37 °C izbrojane su
porasle kolonije i izraunat je broj zivih stanica (engl. colony-forming units, CFU) po mililitru
uzorka. Za odredivanje broja poraslih bakterijskih stanica Salmonella Typhimurium FP1
koriStena je selektivna podloga XLD agar, a za odredivanje broja poraslih bakterijskih stanica

BMK sojeva MRS agar.

3.2.8. Obrada rezultata
Svi pokusi provedeni su u 3 paralele nakon ¢ega je u programu Microsoft Excel napravljena
statistiCka analiza ¢ime je odredena srednja vrijednost te standardna devijacija koja je prikazana

na grafovima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ADHEZIJA BAKTERIJSKIH STANICA

Najvazniji kriteriji za karakterizaciju probiotickih sojeva obuhvacaju sposobnost
prezivljavanja stresnih uvjeta u ljudskom tijelu, ulazak u interakciju s ljudskim epitelnim
stanicama, kompeticiju s patogenim mikroorganizmima i antimikrobno djelovanje tih sojeva
(Fonseca i sur., 2021). Ulazak u interakciju s ljudskim epitelnim stanicama, odnosno, adhezija
na epitelna i subepitelna tkiva jedan je najvaznijih koraka za uspjesnu kolonizaciju crijeva
sisavaca. Bakterijska adhezija temelji se na nespecifi¢nim fizi¢kim interakcijama izmedu dviju
povrsina koje zatim omogucavaju specificne interakcije izmedu adhezina i komplementarnih
receptora. Takoder, autoagregacija bakterijskih stanica omogucava bolju adheziju na epitelne
stanice, dok koagregacijska svojstva omogucavaju stvaranje barijere koja Stiti od kolonizacije
crijeva patogenim bakterijama.

U ovom radu ispitana su adhezijska svojstva sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i
MB20 u in vitro uvjetima na Caco-2 stanice. Caco-2 stanice su humane tumorske stani¢ne linije
adenokarcinoma debelog crijeva. Takoder, ispitana je i uloga proteinskog S-sloja na adheziju
bakterijskih stanica. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 5 te je vidljivo da se kod soja L.
brevis MB13 adheziralo 7,7 + 0,22 % bakterijskih stanica od po¢etnog broja §to iznosi rang
veli¢ine od 10’ CFU mL™, dok adhezija soja L. brevis MB20 iznosi 41,13 + 8,4 % pocetnih
stanica, odnosno rang veli¢ine od 108 CFU mL™.

Ovi rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja Zielinska i sur. (2019). U njihovom
istrazivanju takoder su dobiveni dobri rezultati adhezije L. brevis sojeva u iznosu od 4 do 8 %
Sto odgovara rezultatu za soj L. brevis MB13, dok soj L. brevis MB20 pokazuje zna¢ajno vecu
sposobnost adhezije.

Nakon §to su sojevima uklonjeni S-proteini doslo je do znacajnog smanjenja adhezije
na 0,2 + 0,09 % za soj L. brevis MB13 $to iznosi 10° CFU mL™t i 2,4 + 1,7 % za soj L. brevis
MB20, odnosno takoder 10° CFU mL™. Iz ovih podataka jasno je vidljivo da S-sloj proteina
bakterijskih stanica ima zna¢ajnu ulogu u adheziji bakterija na stanice crijevnog epitela. Uloga
S-sloja u adheziji poznata je vec otprije te su dobiveni rezultati u skladu s dostupnim
istrazivanjima o adheziji probiotickih sojeva. Frece i sur. (2005) dokazali su da uklanjanje S-
sloja proteina ima negativan u¢inak na adheziju zbog adhezina koji su sadrzani u tom sloju te

omogucavaju interakciju bakterijama s humanim stanicama.
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Slika 5. Adhezija bakterijskih sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 na Caco-2

stanice

Intestinalne epitelne stanice obloZene su ekstracelularnim matriksom koji ¢ine razliciti
proteini, a medu njima se nalaze i laminin, kolagen i fibronektin. Na ove proteine adheziraju se
mikroorganizmi u intestinalnom traktu. S obzirom da patogeni mikroorganizmi imaju ligande
za vezanje upravo na ove proteine, za probioticke sojeve bitno je utvrditi imaju li 1 oni
sposobnost adhezije kako bi se mogli natjecati s patogenim mikroorganizmima za vezanje.
Ispitana je adhezija probioti¢kih bakterijskih sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20. Za
ove sojeve poznato je da eksprimiraju S-sloj za koji se smatra da ima zna¢ajnu ulogu u adheziji
bakterijskih stanica. Za svaki soj je eksperiment proveden na dva nacina. Prvi naéin je da su
koristene bakterijske stanice s netaknutim povrSinskim S-slojem, a drugi nacin je da je
povrsinski S-sloj skinut inkubacijom u gvanidin hidrokloridu. Na taj nacin dobiveni su rezultati
0 sposobnosti adhezije sojeva L. brevis MB13 i MB20 na proteine ECM-a te o utjecaju S-sloja
bakterijskih stanica na adheziju na proteine ECM-a.

Adhezija na laminin promatrana je kod sojeva L. brevis MB13 i MB20, sa i bez
proteinskog S-sloja. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 6. 1z dobivenih rezultata vidljivo je
da se soj L. brevis MB13 u nesto ve¢oj mjeri veze za laminin od soja L. brevis MB20, medutim
oba soja pokazuju dobro vezanje. Takoder, kod oba soja vidljiva je slabija adhezija bakterijskih
stanica kojima je uklonjen S-sloj u odnosu na stanice koje imaju netaknut S-sloj. 1z ovih
rezultata, vidljivo je da S-sloj bakterijskih stanica ima ulogu u adheziji probioti¢kih sojeva na

laminin.
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Slika 6. Adhezija sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 na laminin

Adhezija na kolagen takoder je provedena sa sojevima L. brevis MB13 i L. brevis MB20,
u jednoj paraleli s netaknutim S-slojem, a u drugoj paraleli sa skinutim S-slojem. Iz dobivenih
podataka prikazanih na slici 7, vidljivo je da se oba soja prili¢éno dobro vezu na kolagen kada
posjeduju S-sloj. Medutim, skidanje S-sloja ponovno smanjuje adheziju ¢ime se ponovno
dokazuje uloga S-sloja bakterijskih stanica u adheziji na proteine ekstracelularnog matriksa, u

ovom slucaju, kolagena.
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Slika 7. Adhezija sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 na kolagen

Treci koristeni protein bio je fibronektin. Takoder su koristena oba soja, L. brevis MB13
i L. brevis MB20, u varijantama sa i bez S-sloja. Oba soja ponovno pokazuju dobru adheziju na

protein kao $to je i vidljivo na slici 8. Takoder, ponovno je uklanjanje S-sloja utjecalo na
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adheziju na fibronektin te je ona, kao Sto je i ocekivano, smanjena kod bakterijskih stanica

kojima je S-sloj skinut.
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Slika 8. Adhezija sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 na fibronektin

Iz dobivenih rezultata adhezije na proteine ekstracelularnog matriksa — laminin, kolagen
i fibronektin moze se zakljuéiti da sojevi L. brevis MB13 i MB20 pokazuju dobru adheziju na
ove proteine S$to im omogucéava iskazivanje funkcionalnih probiotickih svojstava. Medutim,
adhezija na kolagen puno je veéa kod oba soja L. brevis u odnosu na adheziju na laminin i
fibronektin. Soj L. brevis MB13 ima nesto ve¢u adheziju na fibronektin u odnosu na soj L.
brevis MB20, a soj L. brevis MB20 ima nesto ve¢u adheziju na laminin u odnosu na soj L.
brevis MB13. Takoder, vidljivo je da S-sloj proteina ima odredenu ulogu u adheziji na proteine
ECM-a te njegov izostanak adheziju na proteine ECM-a smanjuje za oko 50 %. Rezultati dobre
adhezije sojeva L. brevis na proteine ECM-a te smanjenje adhezije prilikom uklanjanja S-sloja
proteina u skladu je s rezultatima istrazivanja Banic i sur. (2018) koje je takoder potvrdilo da je
upravo S-sloj proteina bakterijskih stanica odgovoran za adheziju na proteine ECM-a. Takoder,
Muscariello i sur. (2020) ispitivali su ulogu S-sloja proteina kod razli¢itih vrsta bakterija roda
Lactobacillus te su takoder dosli do rezultata da je S-sloj najodgovorniji za uspjesnu adheziju

na proteine ECM-a.

4.2. PREZIVLJAVANJE U SIMULIRANIM UVJETIMA GASTROINTESTINALNOG
TRAKTA
Gastrointestinalni trakt je ciljno mjesto djelovanja probiotickih sojeva. Medutim, u GIT-

u prevladavaju nepovoljni uvjeti kao Sto su niski pH 1 djelovanje toksi¢nih zu¢nih soli. Zbog
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toga je neophodno da probioticki sojevi imaju sposobnost prezivljavanja ovih uvjeta kako bi

mogli iskazati svoje pozitivno djelovanje na zdravlje domacina.

U ovom radu ispitana je sposobnost prezivljavanja probioti¢kih bakterijskih sojeva
Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 za koje je poznato da posjeduju S-sloj proteina u
simuliranim uvjetima GIT-a. Takoder, ispitan je i utjecaj povrSinskog S-proteina na
prezivljavanje u uvjetima GIT-a. U eksperimentu je praceno prezivljavanje sojeva sa i bez S-
proteina nakon inkubacije u simuliranom zelu¢anom soku i nakon inkubacije u simuliranom
soku tankog crijeva. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 9 i 10 kao promjena broja Zivih
stanica, odnosno na grafovima je prikazana smrtnost bakterijskih stanica tijekom provodenja

eksperimenta.
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Slika 9. Smrtnost stanica soja Levilactobacillus brevis MB13 u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta
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Slika 10. Smrtnost stanica soja Levilactobacillus brevis MB20 u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta

L. brevis sojevi MB13 i MB20 koji posjeduju sloj S-proteina pokazuju dobro
prezivljavanje u simuliranim uvjetima GIT-a jer je njihovo prezivljavanje iznad 10° CFU mL
! ato je minimalan potreban broj bakterijskih stanica za iskazivanje probioti¢kih svojstava. S
druge strane, uklanjanje S-proteina sojevima L. brevis MB13 i MB20 uzrokuje znatno veéu
smrtnost ve¢ kod djelovanja simuliranog zelucanog soka, a nakon inkubacije u simuliranom
soku tankog crijeva nije preZivjela nijedna bakterijska stanica.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da oba ispitivana bakterijska soja L. brevis, MB13 i
MB20, imaju dobro prezivljavanje u uvjetima GIT-a i kao takvi se mogu Koristiti kao
probioticki sojevi. Takoder, ovi rezultati ukazuju na to da S-sloj bakterijskih stanica ima
znacajnu ulogu u prezivljavanju nepovoljnih uvjeta GIT-a $to je u skladu s dosad poznatim
istrazivanjima o zastitnoj ulozi S-sloja proteina kod bakterijskih stanica (Alp i sur., 2020; Bani¢
i sur., 2018). Takoder, s obzirom da su ispitivani sojevi izolirani iz maj¢inog mlijeka na ovaj
nacin je potvrdeno da je maj¢ino mlijeko odgovorno za kolonizaciju GIT-a novorodenog djeteta
te da ima znaCajnu ulogu u stvaranju mikrobiote novorodenceta te razvoju njegovog

imunoloskog sustava (Jakaitis i Denning, 2014).

4.3. KOMPETITIVNA EKSKLUZIJA PATOGENA S. enterica serovar Typhimurium s
BMK

Otkrice antibiotika jedno je od najvaznijih postignu¢a u medicini, medutim s vremenom
je upotreba antibiotika postala sve rasirenija te su se bakterije prilagodile takvim uvjetima u

okolini i postale rezistentne na sve veci broj antibiotika $to stvara velike probleme u medicini.

32



Antibioti¢ka rezistencija bakterija roda Salmonella, a posebice patogene bakterije Salmonella
enterica serovar Typhimurium predstavlja Znaéajnu prijetnju zdravlju i sigurnosti hrane s
Medutim, da bi enteropatogeni mikroorganizmi izazvali infekciju, oni moraju prijeéi barueru
crijevne sluznice prije kolonizacije GIT-a (Liévin-Le Moal i Servin, 2006). Nakon sto patogeni
mikroorganizmi prodru u sloj sluznice koja prekriva crijevni epitel, veZu se na mjesta vezanja
na epitelnim stanicama i zatim slijedi kolonizacija crijeva i infekcija (van Zyl i sur., 2020).
Probiotici s adhezijskim sposobnostima Stite crijeva od enterickih infekcija sprje¢avajuci
vezanje patogena te su rezultati in vitro studija sposobnost probiotickih BMK kompetitivne
ekskluzije patogena.

S obzirom na dosad poznate Cinjenice o potencijalu BMK u suzbijanju adhezije
patogenih mikroorganizama, u ovom radu je ispitano antimikrobno djelovanje probiotic¢kih
sojeva Levilactobacillus brevis MB13, Levilactobacillus brevis MB20, Limosilactobacillus
fermentum MC1, Lactiplantibacillus plantarum MC19 i Lactiplantibacillus plantarum KR19
prema test-mikroorganizmu Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1. Kompetitivha
ekskluzija sojevima L. brevis MB13 i MB20 ispitana je na dva nacina pri ¢emu su u jednom
eksperimentu koriSteni intaktni sojevi, a u drugom je sojevima skinut S-sloj te je ispitana uloga
S-sloja u kompetitivnoj ekskluziji patogene bakterije. Sojevi L. plantarum MC19 i KR19 te L.

fermentum MC1 ne posjeduju S-sloj proteina. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 11 i

12.
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Slika 11. Kompetitivna ekskluzija bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 sa
sojevima L. brevis MB13 i MB20, L. plantarum MC19 i KR19 te L. fermentum MC1

Na slici 11 prikazani su rezultati kompetitivne ekskluzije test-mikroorganizma S.

enterica serovar Typhimurium s razli¢itim sojevima BMK. Rezultati su prikazani kao
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usporedba adhezije S. enterica serovar Typhimurum na Caco-2 stanice bez prisutnosti BMK i
adhezije S. enterica serovar Typhimurum u slucaju kad je provedena predinkubacija Caco-2
stanica s pojedinim sojevima BMK. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je najveée smanjenje
adhezije bakterije S. enterica serovar Typhimurum u prisutnosti sojeva L. plantarum MC19 i
KR 19, nesto manji je utjecaj soja L. fermentum MC1, dok sojevi L. brevis MB13 i MB20 imaju
za jednu logaritamsku jedinicu vise adheziranih stanica S. enterica serovar Typhimurum §to
zna¢i da imaju nesto slabiji u¢inak na sprjecavanje adhezije S. enterica serovar Typhimurum.
Kod sojeva L. plantarum MC19 i KR19 adhezija je smanjena za 99,17 % i 98,98 %, a kod L.
fermentum MC1 za 98,84 %. S druge strane, kod sojeva L. brevis MB13 i MB20 adhezija
patogene bakterije smanjena je za 94,2 %, odnosno za 86,24 %. 1z ovih podataka vidljivo je da
L. brevis MB13 i MB20 sojevi imaju nesto slabiji u¢inak kompetitivne ekskluzije S. entrica
serovar Typhimurium od sojeva L. plantarum MC19 i KR19 te L. fermentum MCL.

Rezultati dobiveni za sojeve L. plantarum u skladu su s rezultatima istraZivanja koje su
proveli Poto¢njak i sur. (2017) pri ¢emu je broj stanica bakterije S. entrica serovar
Typhimurium u prisutnosti BMK (10* CFU mL™) zna¢ajno manji od broja adheziranih stanica
bez prisutnosti BMK (10° CFU mL1). U ovom istrazivanju broj stanica S. entrica serovar
Typhimurium u prisutnosti sojeva L. plantarum MC19 i KR19 smanjen je ¢ak na 103 CFU mL°
! $to ukazuje na znacajnu antibakterijsku aktivnosti ovih sojeva prema ispitivanom test-
mikroorganizmu. Takoder, Luz i sur. (2021) su izolirali sojeve L. plantarum iz majcinog
mlijeka i sojevi su iskazali znacajnu antimikrobnu aktivnost i to ne samo prema S. enterica
serovar Typhimurium, nego i prema drugim patogenim bakterijama kao §to su Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Clostridium perfrigens. Smatra se da L.
plantarum sojevi posjeduju specifi¢éne adhezijske proteine na svojoj povrsini koji se vezu na
manozu koja se nalazi u mukoznom gelu (Lebeer i sur., 2008).

L. fermentum MC1 takoder pokazuje znacajni inhibicijski efekt prema bakteriji S.
enterica serovar Typhimurium $to je u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli
Sophatha i sur. (2020) gdje su takoder dokazani znacajni antimikrobni ucinci bakterija vrste L.
fermentum prema patogenim vrstama bakterija. Smatra se da je za adheziju L. fermentum
odgovorna ekspresija mub (engl. mucus binding protein), fop (engl. fibronectin binding
protein) i sor (sortaza) gena (Archer i sur., 2018).

Rezultati dobiveni za sojeve L. brevis MB13 i MB20 takoder su u skladu s dosad
provedenim istrazivanjima kompetitivne ekskluzije S. enterica serovar Typhimurium s vrstama

L. brevis (Butorac i sur., 2020; Yu i sur., 2011) pri ¢emu ova vrsta BMK iskazuje inhibicijski
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uc¢inak premabakteriji S. enterica serovar Typhimurium.
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Slika 12. Kompetitivna ekskluzija bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 sa
sojevima L. brevis MB13 i MB20 sa i bez S-sloja

Eksperiment kompetitivne ekskluzije patogene bakterije S. enterica serovar
Typhimurium FP1 za sojeve L. brevis MB13 i MB20 kao $to je ve¢ spomenuto proveden je na
dva nacina. U jednoj paraleli koristeni su normalni sojevi dok je u drugoj paraleli sojevima
skinut S-sloj kako bi se ispitao u¢inak S-sloja na kompetitivnu ekskluziju patogenih vrsta.
Dobiveni rezultati, prikazani na slici 12, ukazuju na to da uklanjanje S-sloja smanjuje
inhibicijski u¢inak BMK prema S. enterica serovar Typhimurium FP1. Ovakvi rezultati su u
skladu s o¢ekivanjima s obzirom da je uloga S-sloja u adheziji na Caco-2 stanice ispitana i
dokazana u mnogim istrazivanjima (Klotz i sur., 2020; Bani¢ i sur., 2018). Takoder, Lau i Chye
(2018) te Meng i sur. (2017) dokazali su da uklanjanje S-sloja Lactobacillus spp. smanjuje

njihovu sposobnost sprje¢avanja adhezije patogenih mikroorganizama na crijevne stanice.

4.4.V1ZUALIZACIJA ADHEZIJE BMK NA CACO-2 STANICNI MONOSLOJ
Vizualizacija adhezije provedena je na fluorescentnom mikroskopu za sojeve ispitivane
i kod kompetitivne ekskluzije, a obuhvaca sojeve Lactiplantibacillus plantarum KR19 i MC19
te soj Limosilactobacillus fermentum MC1 i to za MOI 50, 10 i 2 u vremenskim razmacima od
1h,4hil2hinkubacije.
Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 13-15. Rezultati ukazuju na to da sojevi L.
plantarum KR19 i MC19 iskazuju znacéajniju adheziju na Caco-2 stanice u odnosu na soj L.

fermentum MC1 kod kojeg je adheziran izuzetno mali broj stanica. Ovi rezultati mogu se
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povezati s rezultatima dobivenim kod kompetitivne ekskuzije patogena S. enterica serovar
Typhimurium s obzirom da je kod soja L. fermentum MC1 vidljiva znac¢ajno manja adhezija na
Caco-2 stanice $to je u skladu i s njegovom slabijom kompetitivnom ekskluzijom patogena u
odnosu na sojeve L. plantarum MC19 i KR19.

Takoder, vidljivo da soj L. fermentum MCI1 ne stvara agregate stanica §to je u skladu s
istrazivanjem koje su proveli Archer i sur. (2018) za sojeve vrste L. fermentum. S druge strane,
sojevi L. plantarum MC19 i KR19 stvaraju agregate stanica $to je jasno vidljivo na slikama te
je u skladu s poznatim rezultatima istrazivanja autora Jankovi¢ i sur. (2012) koji su dokazali
stvaranje agregata stanica kod vrsta L. plantarum. Medutim, izmedu ta dva soja L. plantarum,
KR19 i MC19, takoder je vidljiva razlika u stvaranju agregata. Naime, soj L. plantarum KR19
agregate ne stvara odmah, nego je znacajna agregacija stanica vidljiva s vremenom, a najvise
tek nakon 12 h inkubacije, dok soj L. plantarum MC19 najznacajniju agregaciju ima ve¢ nakon

1 h inkubacije te s viemenom dolazi do raspadanja agregiranih stanica na pojedinacne.
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Slika 13. Vizualizacija adhezije soja Lactiplantibacillus plantarum KR19 na Caco-2 stanice s
MOI 50,10i2nakon1h,4hil12h



Slika 14. Vizualizacija adhezije soja Lactiplantibacillus plantarum MC19 na Caco-2 stanice s
MOI 50, 10i2nakon1h,4hil12h
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Slika 15. Vizualizacija adhezije soja Limosilactobacillus fermentum MC1 na Caco-2 stanice s
MOI 50,10i2nakon1h,4hil12h



5. ZAKLJUCCI

1. Ispitivanjem adhezije sojeva Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 na Caco-2 stanice te
ispitivanjem uloge S-sloja proteina u adheziji dokazano je da sojevi L. brevis MB13 i MB20
imaju dobra adhezijska svojstva te da je za sposobnost adhezije ovih sojeva BMK odgovoran

S-sloj proteina.

2. Rezultati dobiveni u eksperimentu ispitivanja adhezije sojeva Levilactobacillus brevis MB13
i MB20 na proteine ekstracelularnog matriksa — laminin, fibronektin i kolagen te uloge S-sloja
proteina u adheziji pokazuju da se ovi sojevi dobro vezu na proteine ECM-a te je ponovno

dokazana znacajna uloga S-sloja i u adheziji na proteine ECM-a.

3. Sojevi Levilactobacillus brevis MB13 i MB20 uspjesno prezivljavanju u nepovoljnim
uvjetima GIT-a. Smanjnjem prezivljavnja nakon uklanjanja S-sloja proteina dokazana je

zaStitna uloga S-sloja od nepovoljnih uvjeta.

4. Dokazana je sposobnost kompetitivne ekskluzije test-mikroorganizma S. enterica serovar
Typhimurium FP1 sojevima Levilactobacillus brevis MB13 i MB20, Limosilactobacillus
fermentum MC1 te Lactiplantibacillus plantarum MC19 i KR19. Takoder, dokazano je i da

uklanjanje S-sloja proteina smanjuje sposobnost kompeticije s patogenom za vezna mjesta.

5. Vizualizacijom adhezije sojeva Limosilactobacillus fermentum MCL1 te Lactiplantibacillus
plantarum MC19 i KR19 na Caco-2 stanice dokazano je da se ovi sojevi adheziraju na Caco-2
stanice pri cemu L. fermentum MC1 ne stvara agregate stanica dok sojevi L. plantarum MC19

i KR19 stvaraju agregate stanica, odnosno imaju sposobnost autoagregacije.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja VALENTINA RIBIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih Kkoji su u njemu navedeni.
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