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1. UVOD

Organizam Covjeka kolonizira oko stotinu trilijuna razli€itih mikroorganizama poznatih pod
nazivom mikrobiota. Vaznost mikrobiote ocituje se u oCuvanju ljudskog zdravlja, znacajnhom
utjecaju na imunolos$ki sustav te regulaciji metabolizma. Gastrointestinalni trakt podrucje je koje
je nastanjeno velikim brojem mikroorganizama te sadrzi 95 % cjelokupne ¢ovjekove mikrobiote.
Upravo zbog toga crijevna mikrobiota Cesto se definira kao ,,organ® koji sadrzi brojne stanice
koje su u stalnoj interakciji kako medusobno tako i s domac¢inom. Domadin i njegova
komenzalna mikrobiota zive u simbiozi, omogucujuci uspostavu imunoloSkog sustava kao i
sazrijevanje i razvoj intestinalnog epitela. Covjek mikrobiotu stje¢e veé tijekom porodaja, a
razvoj crijevne mikrobiote pri rodenju progresivan je i brz. Tijekom prvih godina zivota intenzivno
se formira te sazrijeva do trece godine kada postize uravnotezen i stabilan sastav. Glavna
karakteristika stjecanja mikrobiote pri rodenju je velika individualna razli€itost koja omogucuje
stjecanje raznolikog ekosustava svakog pojedinca. Kolonizacija gastrointestinalnog trakta
novorodencadi zapocinje rodovima bakterija Enterobacteriaceae, a zatim s Bifidobacterium,
Bacteroides i Clostridium (Lemoine i sur., 2023). Dojenje ostaje ¢imbenik koji najviSe utjeCe na
mikrobiotu probavnog sustava dojen¢adi tijekom prve godine Zivota. Ono omogudéuje
nastanjivanje bakterija Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. i Staphylococcous sp., prirodno
prisutnih u majéinom mlijeku. Unato€ mnogim benefitima, postoje razni sluajevi u kojima
novorodencad i dojenad ne mogu imati korist od dojenja. U tim slu€ajevima cilj mlijeCne
industrije je osigurati da su formule za dojenc¢ad $to sli¢nije maj¢inom mlijeku, kako po svom
sastavu tako i po fizioloSkim svojstvima. Zbog toga se €esto uvodi suplementacija probioticima
i prebioticima te se time pridonosi postizanju cjelovitosti formule. Svrha suplementacije
probioticima kod dojen¢adi je nadoknadivanje unosa bakterija s dokazanim pozitivnim
zdravstvenim djelovanjima te time unaprjedenje zdravlja, rasta i obrane od bolesti. Medutim,
neki probiotici nemaju dovoljnu stopu prezivljavanja u uvjetima gastrointestinalnog trakta, koji
uklju€uju niski pH Zelu€ane tekucine i prisutnost Zu€nih soli u tankom crijevu. Funkcionalnost
probiotiCkog pripravka ocituje se i u kapacitetu probiotickin bakterija da prezive uvjete
probavnog sustava, odnosno da prilikom proizvodnje, ali i tjekom skladiStenja odrze visok broj
probiotiCkih stanica Sto je kljuéno za kvalitetu samog proizvoda (Naissinger da Silva i sur.,
2021).

Cilj ovog rada bio je ispitati kvalitetu nasumi¢no odabranog trziSnog probioti¢kog pripravka
za dojenCad s aspekta analize viabilnosti i prezivljavanja probiotiCkih stanica i mogucnosti
prezivljavanja bakterijskih kolonija u pripravku u visokom broju tijekom Zivotnog ciklusa
proizvoda. Takoder cilj je bio i definirati mikrobioloSku sigurnost te preispitati kontrolu kvalitete

probiotiCke formulacije te provjeriti toleranciju sojeva prisutnih u formulaciji na simulirane uvjete



gastrointestinalnog trakta.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROBIOTA DOJENCADI

Crijevha mikrobiota utje€e na brojne procese u Covjekovom organizmu kao §to je
sazrijevanje imunoloSkog sustava, apsorpcija hranjivih tvari, regulacija metabolizma i
sprjeCavanje kolonizacije patogena. Razvoj prirodne simbioze ¢ovjeka i njegove mikrobiote u
ranim fazama zivota pokazao se kao klju¢an za zdravlje dojen¢adi te ima utjecaj na cjelozivotne
posljedice. Promjene u sastavu crijevne mikrobiote povezane su s kratkoro¢nim i dugoroénim
zdravstvenim poremecéajima kao Sto su prekomjerna tjelesna masa, pretilost, atopije,
metabolicki sindrom i kroni¢ne upalne bolesti. Upravo zbog toga, rani Zivot pruza jedinstvenu
priliku za modulaciju crijevne mikrobiote s ciliem promicanja dugoronog zdravlja (Derrieni sur.,
2019).

Razvoj i sazrijevanje crijevne mikrobiote vrlo su dinamicni i sloZzeni procesi koji su pod
utjecajem mnogih perinatalnih stanja ukljuujuci ¢imbenike kao 3to su nacin poroda, vrsta
hranjenja, upotreba antibiotika, nacin Zivota te obiljeZja samog domacina. Ovisno o vrsti poroda,
rana mikrobiota dojencadi se razlikuje. U slu¢aju vaginalnog poroda crijevna mikrobiota djeteta
pod utjecajem je vaginalne mikrobiote majke dok je kod porodaja carskim rezom pod utjecajem
okoliSne mikrobiote (npr. s majcine koze ili iz zraka). Bertelsen i sur. (2016) navode kako se
crijevna mikrobiota dojen¢adi rodene vaginalnim putem sastoji od bakterija Lactobacillus,
Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella, Escherichia i Streptococcus. Novorodencad rodena
carskim rezom obi¢no ima smanjenu razinu bakterija Bifidobacterium i Bacteroides, a sadrzi
viSe bakterija Clostridium i potencijalno patogenih bakterija te bakterije mikrobioma koze majke,
uklju€ujuci Staphylococcus. Znacajne razlike u mikrobioti uzrokovane vrstom porodaja nestaju
izmedu 6. i 14. mjeseca starosti (Lemoine i sur., 2023).

Vec je poznato kako se crijevna mikrobiota dojen¢adi hranjene maj€inim mlijekom razlikuje
od crijevne mikrobiote dojen€adi koja je hranjena dje€jim formulama. Crijevna mikrobiota
dojenog djeteta manje je raznolika no sadrzi viSe razine bakterijskih vrsta Bifidobacterium,
uklju€ujuci Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum i Bifidobacterium longum, koje su
najbrojnije te se mogu razvijati na oligosaharidima maj¢inog mlijeka (HMO). Utvrdeno je kako
navedeni bakterijski sojevi imaju razli€ite mehanizme koridtenja SecCera Sto sugerira kako
dostupnost hranjivih tvari medu dojenadi mozZe pospjeSiti kolonizaciju specificnim vrstama
Bifidobacterium (Derrien i sur., 2019). Takoder, endogena sinteza sekretornog imunoglobulina

A (slgA) putem limfocita sluznice crijeva u lumen, uvjetovana je prisutno$¢u mikrobiote, osobito



bakterija Bifidobacterium, nakon prvih tjedana zivota kada sIlgA mozZe biti osiguran jedino
majcinim mlijekom. Sekretorni IgA vazno je oruzje u imunolo$koj obrani organizma od toksina
i patogena (Lemoine i sur., 2023). S druge strane, dojen¢ad hranjena formulama ima brze
sazrijevanje crijevne mikrobiote u usporedbi s dojenom djecom. Njihova mikrobiota ranije
postaje raznolika §to je rezultiralo obogacivanjem anaerobnim bakteriama kao §to su
Bacteroides i Clostridium, a manjom zastupljeno$¢u bakterija Bifidobacterium i Lactobacillus.

Lije€enje antibioticima takoder moze imati utjecaj na zajednicu mikroba u crijevima.
Primjena antibiotika kod novorodencadi rezultirala je smanjenom prevalencijom Clostridia, a
crijeva nelijeCene dojencadi viSe su kolonizirale bakterije E. coli i S. aureus. Takoder, Bertelsen
i sur. (2016) navode kako su primijeCene razlike u mikrobiomu dojencadi majki lijeCenih
antibioticima tijekom poroda te je takva dojentad pokazivala smanjeni broj vrsta
Bifidobacterium i Bacteroides neposredno nakon rodenja, u trajanju do 12 mjeseci.

Opcéenito, manja brojnost bakterija Bifidobacterium, kao $to je primije¢eno kod porodaja
carskim rezom ili kod upotrebe adaptiranih dje¢jih formula, faktor je rizika poremecaja
metabolizma kratkolan€anih masnih kiselina, povecanja pH stolice i slabljenja funkcije crijevne
barijere. Posljedicno, poremecen je odnos domacina i mikrobiote te moze doéi do povecanja
rizika od kolonizacije patogenima ili probavne upale. Svi ovi parametri mogu sudjelovati i u
promijenjenom djelovanju imunoloskog sustava te utjecati na povecan rizik od razvoja alergija,
autoimunih bolesti i ostalih bolesti povezanih s imunoloskim sustavom (Lemoine i sur., 2023).

lako se pokazalo kako dojenje ima koristan ucinak na razvoj i sazrijevanje crijevne
mikrobiote dojencadi, postoje situacije u kojima ono nije uvijek moguce. Tada se koriste

adaptirane djecje formule koje nastoje biti Sto sli€nije maj¢inom mlijeku.



2.2. HRANA ZA DOJENCAD

Komercijalne formule za dojen¢ad koriste se diljem svijeta, a mogu djelomi¢no ili potpuno
zamijeniti majc¢ino mlijeko kod dojenc¢adi ili male djece izmedu 0 do 36 mjeseci starosti. Hrana
za dojencad tj. mlije¢ne formule mogu se podijeliti u tri vece kategorije, a to su standardna
pocetnicka hrana za dojencad (0 do 6 mjeseci starosti), prijelazna dojenacka hrana (6 do 12
mjeseci starosti) i hrana za malu djecu (1. do 3. godina Zivota). Radi se o procesiranoj hrani s
tipicnom sastavom od mlije¢nih proteina, laktoze i drugih Secéera, biljnih ulja, mikronutrijenata i
ostalih komponenti. Standardne pocetnic¢ke formule mogu biti u formi koncentrirane tekucine,
praha ili gotove i spremne za upotrebu. Pri tome, ekonomski najisplativije su formule u prahu
koje se mijeSaju s vodom, dok su najskuplie gotove formule koje ne zahtijevaju dodatnu
pripremu. Konzumacija hrane za dojen¢ad u porastu je svakoga dana, a neki od razloga su
porast slu¢ajeva malnutricije, zabrinutost oko prehrane dojenc¢adi, porast prihoda srednje klase
te sve veci broj zaposlenih majki (Bakshi i sur., 2023). Dojenacke formule osmisljene su tako
da odrzavaju ravnotezu makro i mikronutrijenata, a vecinom su izvedene iz kravljeg mlijeka koje
se pokazalo kao najbolja alternativa maj¢inom mlijeku. Kao izvor proteina naj¢esée se koriste
mlijeéni izvori kao §to su izolat proteina sirutke, obrano mlijeko u prahu, koncentrat proteina
sirutke i slicno. Takoder, kao izvor masti ve¢inom se koriste biljni izvori masti no mogu biti
zamijenjeni i mastima iz zivotinjskog mlijeka. Legislativa Europske Unije navodi kako minimalan
sadrzaj ukupnih ugljikohidrata u po€etnoj hrani za dojencad treba iznositi 9 g/100 kcal, a kod
formula baziranih na kravljem mlijeku glavni izvor ugljikohidrata je laktoza. Takoder, uz laktozu
dopusteni su i drugi izvori kao Sto su saharoza, maltoza i glukoza koji su se pokazali uspjesni
u poboljSanju okusa formule. Pokazalo se kako sastav dojenackih formula znatno utjeCe na
razvoj intestinalnog mikrobioma dojenc¢adi. Tako je utvrdeno kako je dojenCad hranjena
formulama s proteinom sirutke imala fekalnu mikrobiotu sli¢niju dojenoj djeci nego dojencad
hranjena formulom s kazeinom (Bakshi i sur., 2023). Osim toga, dojenacke formule obogacéene
su vitaminima i mineralima te se zbog porasta upotrebe aktivno radi na poboljSavanju njihovih
formulacija. Radi toga se Cesto obogacuju raznim bioaktivnim komponentama koje pokazuju
pozeljne zdravstvene benefite i time hranu za dojen€ad &ine 5to sli¢niju maj¢inom mlijeku. Neke
od komponenti kojima se obogacuju dojenacke formule, a utjeCu na kompoziciju mikrobiote

dojenc¢adi su probiotici i prebiotici (Ahern i sur., 2019).



2.3. PROBIOTICKI PRIPRAVCI ZA DOJENCAD

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), probiotici su zivi mikroorganizmi
koji u adekvatnim koli€¢inama pruzaju zdravstvenu korist domacinu. Ovi mikroorganizmi direktno
ili indirektno pridonose nekim od zdravstvenih benefita ukljuCuju¢i zastitu od patogena,
hipertenzije, upale, dijabetesa, oksidativnhog stresa te su uklju€eni u modulaciju mikrobioma i
imunoloSkog sustava (Naissinger da Silva i sur., 2021). Konkretno, probioti¢ki pripravci ¢esto
se koriste kod lije€enja ili prevencije mnogih gastrointestinalnih bolesti uzrokovanih infekcijama,
neravnotezom mikrobioma i poremecajima crijevne sluznice. To ukljuCuje stanja kao $to su
upalne bolesti crijeva, dijareje uslijed putovanja ili upotrebe antibiotika, sindrom iritabilnog
crijeva, infekcije s H. pylori i C. difficile i slicno. Posljednjih godina, upotreba probiotika se Siri
te se oni pocinju Koristiti i kod mnogih drugih stanja i poremecaja uklju€ujuci intoleranciju na
laktozu, respiratorne i urinarne infekcije, atopijski dermatitis, alergije te neuroloske,
kardiovaskularne i autoimune bolesti (Mazzantini i sur., 2021). Probiotici pomazu obnoviti
crijevnu mikrobiotu kroz adheziju i kolonizaciju crijevne sluznice te sprjeCavaju proliferaciju
patogenih bakterija pomocéu nadmetanja za dostupne nutrijente. Slika 1 prikazuje o€ekivane

klinicke i ne klinicke ishode probiotika tijekom djetinjstva.

Klini¢ki ishodi: normalan rast, D ‘
prevencija infekcija i atopija, BN\
dugoroc€ni utjecaj na imunitet, ‘ )

upale i bolesti

Bioloski ishodi: utjecaj na

i}
imunolodki odgovor na cijeplienje, ‘"' ‘Eé”
alergijsku senzibilizaciju 1{

Ne klinicki ishodi: utjecaj na fekalnu
mikrobiotu (a i B-raznolikost), < "\\
kratkolan¢ane masne kiseline, f
sekretorni IgA, propusnost, upale '\
crijeva, probavne citokine

Slika 1. Piramida ocekivanih klinickih i ne klinickih ishoda uzimanja probiotika tijekom
djetinjstva (prema Lemoine i sur., 2023)



Cimbenici okoli$a imaju bitnu ulogu u razvoju crijevne mikrobiote pa se stoga pretpostavlja
da upravljanje sastavom crijevnih mikroba kod dojenc¢adi, putem probiotic¢kih i prebioti¢kih
dodataka, nudi potencijalnu priliku za promicanje zdravlja. Europska agencija za sigurnost
hrane (EFSA) u Europi te GRAS (engl. Generally recognized as safe) status u SAD-u pruzaju
sigurnosne procjene te navode kako su probiotici u formulama za dojenad dodani u
odgovarajuéim koli€¢inama, sigurni te osiguravaju odgovarajuci rast zdrave dojenc¢adi (Lemoine
i sur., 2023). Ipak, EFSA preporucuje provedbu daljnjih istraZivanja kako bi se dobila najvisa
kvaliteta dokaza njihove ucinkovitosti. Uzimajuci u obzir zdravu intestinalnu mikrobiotu majki i
dojenéadi, najCeS¢e proucavana i koristena vrsta probiotika pripada rodovima Lactobacillus,
Bifidobacterium i Saccharomyces. Takoder, postoje inicijative za koriStenje bakterija izoliranih
iz maj¢inog mlijeka, s ciliem dobivanja formula koje Sto blize opona$aju majcino mlijeko
(Bertelsen i sur., 2016).

Bifidobacterium animalis sp. lactis Bb-12 je bakterija originalno izolirana iz fermentiranog
mlijeka, a nastanjuje crijeva zdravih odraslih osoba i dojen€adi. IstraZivanje je pokazalo kako je
B. lactis Bb-12 imao imunomodulatorni u€inak na dojen¢ad staru 6 tjedana te je stimulirao
proizvodnju probavnog slgA. Takoder je smanjio rizik za nastanak akutnog gastroenteritisa kod
dojenc¢adi koja su probiotik uzimala kroz dojenacke formule. Dojen¢ad rodena carskim rezom
te hranjena dojenackim formulama suplementiranim s B. lactis Bb-12 imala je fekalne razine
Bifidobacteria sli€¢ne dojenoj dojen¢adi rodenoj carskim rezom (Lemoine i sur., 2023).

Utvrdeno je kako neki probiotici imaju sposobnost mijenjanja sastava crijeva. Studija je
pokazala kako je zdrava dojen¢ad koja je primala formulu obogacenu bakterijom Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) bila ¢eS¢e kolonizirana laktobacilima nego dojen¢ad koja je primala
standardnu formulu (Bertelsen i sur., 2016). Takoder suplementacija ekstenzivno hidrolizirane
formule kazeina LGG-om kod dojencadi alergiCne na proteine kravljeg mlijeka, imala je
pozitivan utjecaj na probavne upale, brze stjecanje tolerancije na proteine mlijeka te pobolj$anje
stanja poremecaja crijeva kod dojencadi. Kombinacija eHCF i LGG pozitivho je utjecala na
funkciju mikrobiote, s pove¢anom proizvodnjom butirata koji sudjeluje u modulaciji stjecanja
imunoloske tolerancije (Lemoine i sur., 2023).

Lactobacillus fermentum CECT5716 izoliran je iz mlijeka majke 4 dana nakon poroda te je
zatim karakteriziran kao ljudski probiotik. Istrazivanje koje su proveli Maldonado i sur. (2019)
pokazalo je kako je dojen¢ad koja je bila suplementirana s L. fermentum CECT5716 imala rjedu
pojavu dijareja te su one krace trajale nego kod dojenc¢adi koja je uzimala nesuplementirane
formule. Veca razina Bifidobacterium sojeva u fecesu povezana je s manjim rizikom od pojave
dijareje. Takoder, istrazivanje je pokazalo kako je soj Bifidobacterium breve CECT7263 imao
pozitivan utjecaj na simptome infantilnog kolitisa zbog moguceg djelovanja na intestinalnu

funkciju. Maldonado i sur. (2019) navode kako je suplementacija djecjih formula sa sojevima L.



fermentum CECT5716 i B. breve CECT7263 tijekom prve godine Zivota sigurna te ima pozitivha
djelovanja na zdravlje dojen¢adi. Uzimajuci u obzir da su oba soja prirodno prisutna u majcinom
mlijeku, kombinacija oba soja i dodatak u dojenacke formule moze biti strategija za poboljSanje
zdravlja dojencadi hranjene dojenackim formulama.

Ukoliko je cilj suplementacije probioticima uspostava stabilne mikrobiote crijeva, prvo se
treba posvetiti o€uvanju i uspostavi kolonizacije svakog taksona. Vjeruje se kako je to veé
tijekom prvih mjeseci nakon rodenja. Medutim, ne dogada se kolonizacija svakog taksona u isto
vrijeme te se zbog toga vjeruje kako je potrebno identificirati uvjete za svaku vrstu posebno.
Duljina trajanja suplementacije probioticima kako bi se postigao Zeljeni pozitivni ucinak, jo$

uvijek nije poznata (Bertelsen i sur., 2016).

Osim probioticima, djeCje formule Cesto su suplementirane i prebioticima. Prebiotici se
definiraju kao neprobavljivi sastavni dijelovi hrane koje metaboliziraju mikroorganizmi domacina
te imaju blagotvoran u€inak na zdravlje. Mogu selektivno stimulirati rast i aktivnost specifi¢nih
bakterija te tako promovirati sintezu kratkolan€anih masnih kiselina koje imaju protuupalni
ucinak te sudjeluju u stimuliranju proliferacije i diferencijacije stanica crijevne sluznice. Prebiotici
se prirodno nalaze u hrani bogatoj vlaknima. Neki od njih su rezistentni Skrob, celuloza, pektin
te oligosaharidi strukturirani u fruktooligosaharide (FOS) i galaktooligosaharide (GOS). Maj¢ino
mlijeko takoder sadrzi velik broj prirodnih prebiotika koje zovemo oligosaharidi ljudskog mlijeka
(engl. human milk oligosaccharides, HMO). Sadrzaj oligosaharida u kravljem mlijeku znatno je
nizi nego u maj¢inom mlijeku, a suplementacija dojenackih formula s prebioticima u svrhu
unaprjedenja zdravlja dobro je utemeljena. NajCeS¢e se koriste kombinacije FOS-a i GOS-a
dok su ostali oligosaharidi maj¢inog mlijeka nedavno uklju¢eni u pojedine formule. Upotreba
dojenackih formula obogacenih prebioticima povezuje se sa smanjenim rizikom od intestinalnih
i respiratornih infekcija te pove¢anjem razine fekalnog sekretornog IgA. Medutim, nije dokazano
da ima bilo kakve ucinke na humoralni i staniéni imunitet te regurgitaciju i povracanje.
Kombinacije GOS-a i FOS-a pomaZzu rastu bifidobakterija te laktobacila u fecesu dojen¢adi koje
su hranjene oboga¢enom formulom. Pokazalo se kako prebiotici imaju poseban utjecaj na neke
vrste Bifidobacterium kao &to je B. breve. Razine fekalnog soja B. breve kod dojencadi hranjene
formulama obogacéenim prebioticima, bile su sli€ne razini tog soja kod dojen¢adi hranjene
majcinim mlijekom (Maldonado, 2020).

Pokazalo se kako koncept sinbiotika koji zdruzuje probiotike i prebiotike u istom proizvodu
podrzava prezivljavanje, poboljSava metabolicke aktivnosti probioti¢kih sojeva te potice
autohtone laktobacile i bifidobakterije u crijevima. Sposobnost fermentacije probiotika vazan je
kriterij za odabir probioti¢kih sojeva dok je selektivha fermentacija preduvjet za prebiotiCku tvar

(Adamberg i sur., 2014). OCekivane utjecaje dojenackih formula suplementiranih s probioticima,



prebioticima i sinbioticima na intestinalnu barijeru, imunoloski sustav i mikrobiotu te usporedbu

s majcinim mlijekom prikazuje slika 2.
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Slika 2. Oc&ekivani utjecaj dojenackih formula suplementiranih s pro-, pre-, sin- i postbioticima
na intestinalnu barijeru, imunolo$ki sustav i mikrobiotu u usporedbi s majcinim mlijekom
(prema Lemoine i sur., 2023)

BMO - oligosaharidi kravljeg mlijeka, FOS — fruktooligosaharidi, GOS — galaktooligosaharidi, HMO —
oligosaharidi majc¢inog mlijeka, SCFA — kratkolan&ane masne kiseline



2.4. PREZIVLJAVANJE PROBIOTICKIH SOJEVA U PROBAVNOM SUSTAVU
DOJENCADI

Utvrdeno je kako se u 11 do 30 % djece lijeCene antibioticima javlja neugoda u crijevima i
dijareja. Pojava dijareje posebno predstavlja opasnost za dojen¢ad i malu djecu jer u kratkom
vremenu moze doci do poremecaja ravnoteze vode i elektrolita u njihovim tijelima. Kako bi se
smanjili negativni utjecaji antibiotika, koriste se razni probioti¢ki dodaci. Medutim, ponekad
djeca pate od postantibiotiCke dijareje unato& suplementaciji probiotiCkim sojevima. To je,
vjerojatno, uzrokovano smanjenim prezivljavanjem probioti¢kih sojeva u uvjetima probavnog
trakta. Nakon oralnog unosa pripravka, probioti¢ke bakterije izloZene su niskom pH u Zelucu te
Zuénim solima u tankom crijevu zbog €ega mnoge od njih ne prezive prolaz kroz
gastrointestinalni trakt (Stasiak-Rézanska i sur., 2021).

Ucinkovitost probiotiCkog pripravka odredena je skupom mikrobioloSke kvalitete i
funkcionalnih svojstava tog pripravka. Funkcionalna svojstva mogu ovisiti o nacinu isporuke,
mjestu primjene i vrsti populacije dok je mikrobioloSka kvaliteta odredena izravnije. Kako bi se
postigli ocekivani benefiti probiotika, potrebno je osigurati adekvatan broj odredenih
mikrobioloSkih vrsta i sojeva u probioti¢koj formulaciji te u dovoljnoj koli¢ini o&uvati njihovo
prezivljavanje u uvjetima gastrointestinalnog trakta. Prema tome, potrebno je procijeniti
odgovara li mikrobni sastav probiotika podacima navedenim na pakiranju (Ghelardi i sur.,
2023). Postoje posebni zahtjevi za oznaCavanje probiotickih formulacija koji moraju biti
ispunjeni, uzimajuci u obzir zakone i regulatorne specifikacije svake drzave. Organizacija za
prehranu i poljoprivredu (FAO) te Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) objavili su popis
informacija koje se proizvodacCima preporu¢a navesti na proizvodu. Toc¢nije, svaki probioticki
pripravak trebao bi jasno navesti minimalan broj svakog bakterijskog soja do isteka roka
trajanja, identifikaciju svakog mikroorganizma sadrzanog u formulaciji te oCekivane korisne
ucinke. Prema smjernicama FAO/WHO, oznake bi takoder trebale sadrzavati preporucenu
dozu za konzumaciju potrebnu za postizanje o¢ekivanih zdravstvenih benefita te odgovarajuce
uvjete skladistenja (FAO/WHO, 2002). Medunarodno udruzZenje probiotika je 2017. godine
zajedno s Vije¢em za odgovornu prehranu predlozilo nove smjernice usmjerene na poboljSanje
dosljednosti i razumijevanja potroSaca te promicuéi usporedbe izmedu razli€itih probioti¢kih
formulacija. Prema njima oznake proizvoda trebaju sadrzavati kvantitativnhu koli¢inu zivih
mikroorganizama izrazenu kao jedinice koje tvore kolonije (CFU) i rok trajanja proizvoda.
Takoder, za formulacije koje sadrze viSe vrsta i/ili sojeva preporu€a se navesti podatke o
ukupnoj koli€ini mikroorganizama te, ukoliko je tehnicki izvedivo, podatke o koli€ini svake vrste

posebno (Mazzantini i sur., 2021).



Metabolicku i biokemijsku aktivhost probiotika tijekom prolaska kroz probavni sustav
moguce je ocuvati prethodnom inkapsulacijom stanica. Medutim, proizvodaci probioti¢kih
pripravaka savjetuju uklanjanje zastitne kapsule prije davanja djeci te konzumaciju u tekucoj
formi kako bi se izbjeglo gusenje i problemi s gutanjem. Jo$ jedan od nacina oCuvanja probiotika
u nepovoljnim uvjetima je njihova primjena zajedno s prebioticima. Oralna primjena najmanje
107 stanica probioti¢kih sojeva po mililitru ili gramu hrane trebala bi osigurati poZeljne utjecaje
na zdravlje i u slu€aju kada neke od njih ne prezive uvjete probavnog trakta (Stasiak-R6zanska
i sur., 2021). Prema Svijetskoj zdravstvenoj organizaciji minimalna koncentracija bakterijskih
stanica po gramu ili mililitru sadrzaja u probiotiCkom pripravku koja pokazuje probioti¢ku
aktivnost iznosi 106 CFU/ml (FAO/WHO, 2002). Takoder, kako bi se ostvario Zeljeni utjecaj
probiotika, probiotiCke kulture u pripravku moraju preZivjeti uvjete procesiranja i skladidtenja te
biti konzumirane u adekvatnim koli€¢inama.

Najvec¢a prepreka industrijama kod proizvodnje probioti¢kih pripravaka upravo je
odrzavanje prezivjelih probiotickih kultura. Zbog toga se koriste in vitro modeli probave kako bi
se kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta proucavale strukturne promjene,
probavljivost te tolerancija sojeva na uvjete u probavnom sustavu (Naissinger da Silva i sur.,
2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom eksperimentalnom radu provedeno je ispitivanje tolerancije probioti¢kih sojeva na
uvjete u gastrointestinalnom traktu te provjera kvalitete probioticke formulacije za dojencad, a
postupak je €inilo vise koraka. Provedba eksperimenta obuhvaéala je odredivanje koli¢ine
probioti¢kih stanica koje se mogu kultivirati na odabranom mediju uz koristenje razlicitih uvjeta
kultivacije, odredivanje morfologije kolonija i fizioloSkih karakteristika, procjenu prezivljavanja
kolonija u simuliranom gastrointestinalnom traktu dojencadi in vitro, identifikaciju bakterijskih
stanica metodom sekvenciranja nove generacije te zatim obradu podataka. Unutar procjene
prezivljavanja probiotika u simuliranom probavnom traktu provedena je priprema simuliranih
probavnih tekucina, izlaganje probiotiCkih sojeva simuliranim probavnim tekuéinama te
odredivanje prezivjelih stanica. Identifikacija bakterijskih stanica uklju€ivala je izolaciju DNA,
odredivanje koncentracije DNA pomocu nanodrop spektrofotometrije te, na kraju, analizu

sekvenci.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Probioti¢ki pripravak

Koristen je nasumiCno odabrani trZidni probiotiCki pripravak namijenjen dojenc¢adi.
Probiotiki pripravak sadrzi konzorcij bakterijskih sojeva koji pripadaju bakterijama iz rodova
Lactobacillus i Bifidobacterium. Tijekom eksperimenta koriStene su dvije serije probiotickog
pripravka: probioticki pripravak starije serije s istekom roka trajanja u prosincu 2024. godine

(PP1) te probiotiCki pripravak novije serije s istekom roka trajanja u svibnju 2025. godine (PP2).
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3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (Biolife, Italija) sastava (g/L): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvas€ev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgS0O4-7H,0 0,1; MNnSO4-7H-0
0,05; natrijev acetat 5; agar 20; pH vrijednost podloge 6,5; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min
MRS tekuca hranjiva podloga (sastav isti kao MRS agar samo bez dodanog agara), Biolife,
Italija

Hranjivi agar (Biolife, Italija) sastava (g/L destilirane vode): pepton 15; mesni ekstrakt 3;
NaCl 5; K-fosfat 0,3; agar 18. pH podloge je 7,3; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min

TOS propionat (Sigma, SAD) agar s mupirocinom sastava (g/L): amonijev sulfat 3; dikalijev
hidrogenfosfat 4,8; enzimski hidrolizat kazeina 10; galaktooligosaharid 10; kalijev
dihidrogenfosfat 3; kvascev ekstrakt 1; L-cistein hidroklorid monohidrat 0,5; magnezijev
sulfat heptahidrat 0,2; natrijev propionat 15; agar 15; sterilizacija pri 115 °C/ 15 min; nakon
sterilizacije dodano 10 mL mupirocina u 190 mL podloge

M17 agar (Biolife, Italija) sastava (g/L destilirane vode): tripsinski hidrolizat kazeina 2,5;
pepton 2,5; sojin pepton 5; kvadCev ekstrakt 2,5; mesni ekstrakt 5; laktoza 5; natrijev
glicerofosfat 19; magnezijev sulfat 0,25; askorbinska kiselina 0,5. pH vrijednost podloge
iznosi 7,1; sterilizacija pri 121 °C/15 min

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; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min

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

0,9 % otopina natrijeva klorida, Kemika, Hrvatska

Pepsin, Sigma, SAD

Pankreatin, Fluka, Svicarska

Klorovodi¢na kiselina, Sigma-Aldrich, SAD

Zuéne soli govede zuéi, Difco, SAD

Natrijeva luzina, Kemika, Hrvatska

0,5 % otopina natrijeva klorida, Kemika, Hrvatska

TE pufer (pH 8,0, 10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA)

Lizozim, EuroBio, Francuska

Safranin, Merck, Njemacka

Lugolova otopina (otopina I, u KI)

Kristal violet, Merck, Njemacka

Etanol, Kemika, Hrvatska

12



3.1.3. Laboratorijski uredaji i pribor

Uredaji
Anaerobni sistem inkubacije — anaerobna komora s atmosferom koja sadrzi oko 5 %
ugljikovog dioksida
Termostat, ,Instrumentarija“, Hrvatska
Analiticka vaga, Sartorius, Hrvatska
Vaga, Tehtnica, Slovenija
Centrifuga, Digitor21R, OrtoAlersa, Spanjolska
Laboratorijski zamrziva¢, Eppendorf Cyrocube F101h, SAD
Vortex v-1 plus, Kemolab, Hrvatska
Svjetlosni mikroskop, Olympus CX21, Japan
Brojac¢ kolonija BZG30 Colony Counter, WTW, Njemacka
Uredaj za sonikaciju Ultrasonic Sonoplus homogenizer mini 20, Bandelin, Njemacka
Maxwell® 16 device, Promega
Spektrofotometar BioSpec Nano, Shimadzu, Japan
Bunsenov plamenik, OMM Laboratory Equipment, Italija

pH metar, Metrohm, Svicarska

Pribor

Petrijeve zdjelice, Golias, Slovenija

Automatske pipete (500 — 5000 pL), Eppendorf, SAD

Kivete za centrifugu

Eppendorf Epruvete (1,5 mL; 2 mL; 5 mL), Eppendorf, SAD
Anaerobne posude

Staklene epruvete, Scherf Prézision Europe GmbH, Njemacka
Falcon epruvete (50 mL), neoLab, Njemacka

Stalci za epruvete, neoLab, Njemacka

Mikrotitarska plo¢a za ispitivanje kulture tkiva 96F, TPP, Svicarska
Stalci za mikroepruvete, neolLab, Njemacka

Staklene ¢ase

DNA isolation kit "Maxwell® 16 Cell DNA Purification Kit", Promega

Erlenmeyerova tikvica (100 mL)
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3.2. METODE

3.2.1. Bakterijska inokulacija i kultivacija sojeva iz probioti¢kog pripravka

Uljna suspenzija probiotickog pripravka homogenizirana je, te je 1 mL pripravka kultiviran u
5 mL MRS bujona. Pocgetno razrjedenje pripremljeno je mijeSanjem 100 yL homogenizirane
uljne suspenzije koja je sadrzavala smjesu probioti¢kih bakterija, s 900 pL fizioloSke otopine.
Pocetno razrjedenje zatim je serijski razrijedeno i inokulirano na plo¢e s agarom kako bi se
potvrdila tvrdnja o jedinicama koje stvaraju kolonije (engl. Colony forming units, CFU) po mL
uzorka. KoriStene su selektivne podloge za izolaciju Lactobacillus spp., MRS agar i TOS-
mupirocin za selektivnu izolaciju Bifidobacterum spp. Takoder su koristeni i hranjivi agar, M17
agar i BHI agar za preliminarni pregled prisutnosti rasta bakterija. Kona¢na razrjedenja u
rasponu od -3 do -10 dodana su u tri ponavljanja u petrijeve zdjelice. PloCe su inkubirane

anaerobno na 37 °C, 48 ili 72 sata u anaerobnim uvjetima.

3.2.2. Brojanje kolonija

Kvantifikacija bakterijskog sadrzaja provedena je standardnom metodom brojanja CFU.
Brojanje bakterijskih kolonija potvrdeno je koristenjem BZG30 Colony Counter WTW. Za
izraCun konac¢ne CFU, dobivene kolonije pomnozene su s faktorom razrjedenja i izraCunat je

prosjek izmedu ponavljanja.

3.2.3. Odredivanje morfologije stanica i fizioloSkih karakteristika

Za procjenu fenotipskih karakteristika kao $to je morfologija kolonija, provedena je reakcija
bojenja po Gramu. Pojedina¢ne bakterijske kolonije odabrane su s MRS agar ploCe i obojene
metodom bojenja po Gramu. Protokol je ukljucivao tretiranje staniCne biomase otopinom kristal
violet nakon Cega je slijedio tretman lugolovom otopinom. Na kraju se predmetno stakalce
prelilo otopinom safranina i ostavilo 3 — 5 minuta. Za ispitivanje bakterija koriSteni su objektivi
velikog povec¢anja (uljna imerzijska mikroskopija, 100x povecanje), a izmedu stakalca i
objektiva stavljene su kapi imerzijskog ulja kako bi se smanjio lom svjetlosti te poboljSala
jasnoca slike.

Takoder provedeno je i ispitivanje fizioloSkih karakteristika pomocu odredivanja pH
vrijednosti, stupnja kiselosti i postotka proizvedene mlije¢ne kiseline. Odredena je pH vrijednost

supernatanta probioti¢kog pripravka uzgojenog u MRS hranjivoj podlozi tijekom noci. Zatim je
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1 mL uzorka supernatanta razrijeden s 19 mL destilirane vode u Erlenmeyerovoj tikvici od 100
mL. Razrijedeni uzorak titriran je s 0,1 M NaOH uz fenolftalein kao indikator. Stupanj kiselosti i

postotak proizvedene kiseline izracunati su prema sljedeéim jednadzbama:

°SH =a x 20 X fnaon X 2
% mlijecne kiseline = °SH x 0,0225
a=mL 0,1 M NaOH

fnaon = 1

(1 °SH ~ 0,0225 g mlijeCne kiseline (%))

3.2.4. Pracenje prezivljavanja probiotiCkih kultura u otopini Zu¢nih soli

Praéenje prezivljavanja bakterijskih kultura u otopini Zu¢nih soli provedeno je prema in vitro
metodologiji Charteris i sur. (1998). Stanice (1 % inokuluma) su rasle preko no¢i u MRS bujonu,
a zatim su centrifugirane i isprane 3 puta u sterilnoj destiliranoj vodi. Priredena je 0,3 %-tna
otopina zuénih soli u 100 mL MRS bujona. Stanice su inokulirane u otopinu zucnih soli te je 250
ML otopine dodano u mikrotitarsku plo€icu. Takoder dodana je i kontrola koja je sadrzavala
bakterijsku kulturu i MRS bujon. Ocitane su vrijednosti apsorbancije pri 620 nm nakon ¢ega su
ploCice s uzorcima inkubirane na 37 °C tijekom 7 sati, a vrijednosti apsorbancije oCitavane su

u intervalima od sat vremena.

3.2.5. Procjena prezivljavanja probiotika in vitro u simuliranom probavnom traktu
dojenc¢adi

Pracenje prezivljavanja bakterijskih sojeva iz probioticke formulacije za dojentad u
simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta provedeno je prema protokolu Fernandez i sur.
(2003) uz manje izmjene. Uspostavljanje simuliranih uvjeta probavnog trakta obuhvacalo je
pripremu probavnih tekucina — Zelu€anog soka te soka tankog crijeva. Simulirani Zelu¢ani sok
pripremljen je suspendiranjem pepsina (3 g/L) u 0,5 %-tnoj otopini natrijeva klorida, a
dodavanjem klorovodi¢ne kiseline pH je podeSen na 2.0.

Simulirani sok tankog crijeva pripremljen je otapanjem pankreatina (1 g/L) i zu¢nih soli (3
mg/mL) u 0,5 %-tnoj otopini natrijeva klorida dok je pH podesen je na 8.0 pomoéu natrijeve
luzine.

Ispitivanje preZivljavanja sojeva probioti¢kog pripravka u uvjetima gastrointestinalnog trakta

provedeno je u dva slu€aja: uz dodatak hrane za dojenc¢ad te bez dodatka hrane za dojencad.
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Prekonoc¢na kultura probioti¢kog pripravka u MRS mediju centrifugirana je 5 minuta na 3500
okretaja. Nakon ispiranja kulture probiotiCkog pripravka u 1 mL fizioloSke otopine, izolirane
bakterijske stanice resuspendirane su u 5 mL pripremljenog simuliranog zelu¢anog soka. U
slu¢aju dodatka hrane za dojenc¢ad, uljna suspenzija probioti¢kog pripravka vorteksirana je te
je 1 mL suspenzije dodan u 1 mL prethodno pripremliene hrane (hrana za dojencad
pripremliena je prema uputama na pakiranju). Zatim je suspenzija vorteksirana te
resuspendirana u 5 mL simuliranog Zelu¢anog soka. ProbiotiCke stanice inkubirane su u
Zelu€anoj tekucini na 37 °C. Alikvoti od 100 pL uzeti su nakon 0.,1. i 2. sata te su nacijepljeni
na MRS i TOS agar radi brojanja porasta kolonija i stavljeni na inkubaciju pri 37 °C, 48 sati.
Nakon 2 sata inkubacije u Zelu¢anom soku, bakterije su odvojene centrifugiranjem (3500
okretaja, 5 min) i suspendirane u 5 mL soka tankog crijeva te inkubirane 4 sata na 37 °C. Alikvoti
(100 pL) bakterijske suspenzije uzeti su nakon 1., 2., 3. i 4. sata te nacijepljeni na plo¢e s MRS
i TOS agarom te stavljeni na inkubaciju 48 sati pri 37 °C nakon Cega Ce biti koridteni za brojanje
prezivjelih probiotiCkin kolonija (slika 3). Pokus je izveden u nekoliko ponavljanja. Broj
prezivjelih stanica odreden je indirekthom metodom brojanja te je izracunat broj poraslih

kolonija (CFU) po mL probioti¢kog pripravka.

probioti¢kog pripravka

. resuspendirane u formuli za
i dojencéad

’-] izolirane bakterijske stanice

CFU/mL
inkubacija 2 h, 37 °C
0,5 % otopina NaCl >
pepsin (3 g/L) pH 2.0
simulirani Zelu¢ani sok (5 mL) MRS i TOS agar
"] izolirane bakterijske stanice
‘ probiotitkog pripravka nakon
" inkubacije u Zeluéanom soku
CFU/mL
inkubacija 4 h, 37 °C
0,5 % otopina NaCl -
pankreatin (1 g/L)
Zucne soli (3 mg/mL) pH 8.0
simulirani sok tankog crijeva (5 mL) MRS i TOS agar

Slika 3. Slikovni prikaz provedbe eksperimenta prezivljavanja probiotika in vitro u
simuliranom probavnom traktu dojenc¢adi
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3.2.6. ldentifikacija bakterijskih stanica

Identifikacija bakterijskin stanica probiotiCkog pripravka provedena je primjenom
sekvenciranja nove generacije. 5 mL prekonoc¢ne kulture sojeva sadrzanih u probiotiCkom
pripravku centrifugirano je 5 min pri 4000 okretaja, te je talog stanica ispran u fizoloSkoj otopini
i opet centrifugiran. Nakon uklanjanja supernatanta i masnog sloja, bakterijske stanice prisutne
u talogu lizirane su dvosatnom inkubacijom u 200 pL otopine lizozima (5 mg/mL) u TE puferu.
Nakon inkubacije, uzorci su uronjeni u ledenu kutiju kako bi se sprijecilo zagrijavanje tijekom
sonikacije. Sonikacija je provedena pomocu uredaja Sonopuls mini20 tri puta po 30 s s pauzom
od 15 s izmedu svakog ciklusa, nakon ¢ega su uzorci prebaceni u kazetne jazice Maxwell 16
Tissue DNA purification kit, koje su umetnute u Maxwell 16 Research Sistemski uredaj za
automatsku izolaciju DNA (slika 4). Nakon zavrSetka ekstrakcije DNA, eluati 3 paralelno
izoliranih DNA uzoraka su skupljeni.

Koncentracija DNA odredena je spektrofotometrijski u uzorcima od 2 pL pomocu BioSpec-
nano na valnoj duljini od 0,7 nm, s otopinom, puferom za ispiranje, u kojem je DNA
resuspendirana kao slijepa proba, te su uzorci do daljnje analize pohranjeni na -20 °C.
Amplifikacija hipervarijabilnih regija gena 16S rRNA provedena je sa specificnim po€etnicama.
HotStarTaq Plus Master Mix Kit koristen je za pripremu uzoraka za PCR. Nakon pocetnog
koraka denaturacije DNA na 94 °C tijekom 3 minute, uslijedilo je 28 ciklusa (30 s na 94 °C, 40
s na 53 °C i 1 min na 72 °C) nakon Cega je uslijedio zavrdni korak elongacije (5 minuta na 72
°C ). Uspjeh amplifikacije je provjeren na agaroznom gelu (2 % (w/v)). Nekoliko uzoraka
spojeno je u jedan na temelju molekulske mase i koncentracije DNA u jednakim omjerima,
nakon ¢ega su proc€iSéeni Ampure XP kuglicama. ProciS¢eni PCR produkti koriSteni su za
pripremu lllumina DNA biblioteke pomocu protokola Illumina TruSeq DNA biblioteke i

sekvencionirani na MiSeq uredaju u skladu s uputama proizvodaca.
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Slika 4. Maxwell 16 Research Sistemski uredaj za automatsku izolaciju DNA u koji su
umetnute kazetne jazice s uzorcima

3.2.7. Obrada podataka

Svi eksperimenti provedeni su u minimalno tri bioloska ponavljanja, to¢nije, svako od
eksperimentalnih ispitivanja provedeno je tri puta kako bi se osigurala pouzdanost i
reprezentativnost rezultata. Na temelju dobivenih podataka izracunate su srednje vrijednosti te

standardna devijacija kako bi se ocijenio stupanj preciznosti i stabilnosti rezultata.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Spoznaje o vaznosti probiotiCkih sojeva u zdravlju intestinalnog trakta, te njihove primjene
za ublazavanje brojnih simptoma ili kao popratne terapije, potaknuo je i znaCajan interes
znanstvene zajednice, ali je utjecao i na komercijalizaciju probioti¢kih pripravka, te je na trzistu
dostupan veliki broj probioti¢kih formulacija. Evidentno je da pojedini probioti¢ki pripravci ne
zadovoljavaju znanstvene kriterije za probioticko djelovanje zbog €ega se namece izazov
kontrole kvalitete takvih proizvoda (Salminen i sur., 2022; Patro i sur., 2016). Stoga je u ovom
radu nasumic¢no odabran probiotiCki pripravak namijenjen dojencadi za provjeru ispravnosti
deklaracije. Provedeno je ispitivanje kvalitete probioti¢ke formulacije navedene kao PP1 ili PP2
(ovisno o broju serije) i prezivljavanja probiotiCkih sojeva formulacije u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta, a rezultati su navedeni u ovom poglavlju. Dobivene su vrijednosti
ukupnog broja stanica sastavnih sojeva pripravka kao i broj prezivjelih stanica nakon prolaska
kroz gastrointestinalni trakt te rezultati procjene fenotipskih i fizioloSkih karakteristika i
identifikacija stanica u pripravku.

Kao konaéni cilj, na temelju rezultata procijenjena je kvaliteta temeljem pracéenja

prezivljavanja probiotickih stanica iz probiotiCkog pripravka za dojencad.

19



4.1. ANALIZA BAKTERIJSKOG RASTA PROBIOTICKOG PRIPRAVKA

Najvaznija znaCajka formulacije probiotika je prezivljavanje i toCan sadrzaj bakterija
naveden na proizvodu. Cilj je bio odrediti ukupan broj izraslih kolonija iz bakterijskog konzorcija
sadrzanog u formulaciji probiotika, za kasniju analizu prezivljavanja bakterijskih stanica u
simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta in vitro. Kako pripravak prema deklaraciji sadrzi
Lactobacillus i Bifidobacterium vrste, za mikrobioloSku analizu koriStene su selektivne hranjive
podloge koje potiCu rast ovih vrsta. Rezultate preliminarnog pregleda rasta bakterijskih stanica
probiotiCkog pripravka na hranjivim podlogama prikazuje tablica 1 te slika 5. U tablicama 2 - 6
prikazani su rezultati analize broja kolonija PP1 i PP2 na MRS, TOS agaru i hranjivom agaru.

Tablica 1. Preliminarni pregled bakterijskog rasta na selektivnim hranjivim podlogama i
hranjivom agaru nakon inokulacije uzorka probioti¢kog pripravka

Naziv hranjive podloge Rast ‘

Hranijivi agar prisutan

MRS prisutan

(visoka gustoca)

TOS propionat prisutan

(visoka gustoca)

M17 prisutan

——— BHI nema rasta
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Neizravnom metodom odredena je provjera prezivljenja i broj bakterijskih stanica u uzorku
probiotiCke formulacije. Prezivljavanje prisutnih mikrobnih vrsta analizirano je pracenjem
prekonoc¢nog rasta na MRS hranjivoj podlozi hamijenjenoj izolaciji Lactobacillus spp., TOS-
mupirocin hranjivoj podlozi za izolaciju vrsta Bifidobacterum spp. te hranjivom agaru, BHI agaru
i M17 agaru za preliminarni pregled prisutnosti bakterijskog rasta nepozeljnih sojeva. Pregled
rezultata mikrobioloSke analize prikazan je u tablici 1 te pokazuje kako je bakterijski rast
prisutan na svim hranjivim podlogama osim na BHI agaru. Prema tome, BHI agar nije se
pokazao kao pogodna podloga za rast bakterija probiotiCkog pripravka za dojenad. Kao $to je
i oCekivano, rezultati su potvrdili veCu gustocu rasta na MRS i TOS-mupirocin agaru u odnosu
na druge hranjive podloge. Sli¢ne rezultate pokazuje istraZivanje Sile i sur. (2014) koji navode
kako se TOS-mupirocin agar pokazao kao uspjesan u izolaciji bakterijskih vrsta Bifidobacterium
te se time moze Koristiti za odredivanje bakterijskog rasta bifidobakterija u prehrambenim
proizvodima koji sadrze viSe sojeva ove vrste te drugih vrsta bakterija mlijeCne kiseline,
ukljuCujuci neke od vrsta Lactobacillus. Takoder, navode kako se MRS agar pokazao uspjesnim
za izolaciju bakterijskih vrsta Lactobacillus pri anaerobnoj inkubaciji na 37 °C tijekom 72 sata,
a M17 agar je pokazao slabu selektivhost nakon aerobne inkubacije na 37 °C tijekom 48 sati.
Kao $to je o¢ekivano, jer je ve¢ empirijski odavno utvrdeno, a u skladu s pregledom literature
te dobivenim rezultatima, za pracenje prezivljavanja bakterija probiotiCkog pripravka u
simuliranim gastrointestinalnim uvjetima, koristile su se hranjive podloge MRS i TOS-mupirocin
agar.

Bakterije mlijeCne kiseline imaju tendenciju rasta u anaerobnim i kiselim sredinama koje
sadrze ugljikohidrate te su bogate spojevima potrebnim za anaboliCke reakcije (Rombouts i
sur., 2020). Prema tome, provedena je inkubacija u optimalnim uvjetima za rast rodova bakterija
mlijeCne kiseline, to€nije bez prisutnosti kisika, anaerobno i na optimalnoj temperaturi rasta od

37 °C te je detektiran ucinkovit rast rodova Bifidobacterium i Lactobacillus (slika 5).
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Slika 5. Porasle pojedinaéne bakterijske kolonije iz probiotiCke formulacije PP1 kultivirane na
selektivnim hranjivim podlogama za uzgoj velikog broja bakterijskih stanica (engl. colony
forming units CFU/mL): TOS mupirocin hranjivi agar (lijevo) i MRS hranjivi agar (desno)

Uzimajuci u obzir vaznost kvalitete sastava komercijalnih probiotickih proizvoda, provedena
je analiza koli¢ine stanica u probiotickom pripravku. Rezultati mikrobioloSke analize
probioti¢kog pripravka PP1, prve isporu¢ene serije, prikazani su u tablici 2. Broj poraslih kolonija
probioti¢kog pripravka PP1 nakon inkubacije odreden je i na TOS mupirocin agaru $to prikazuje
tablica 3, a rezultati poraslih kolonija probiotickog pripravka PP2 na hranjivom agaru, MRS
agaru i TOS mupirocin agaru prikazani su u tablicama 4 — 6.

Tablica 2. Analiza broja poraslih kolonija probioti¢kog pripravka PP1 na MRS agaru nakon
anaerobne inkubacije pri 37 °C

razrjedenje CFU/mlI CFU/ml Log Log prosjeéna

l. Il. (CFU/ml) Erart; vrijednost

ponavljanje ponavljanje . .
ponavljanje ponavljanje

-9 1,25 - 10*? 1,15 - 10% 12,096 12,061
-8 1,1- 102 1,3.10% 12,041 12,114
-7 4,1-10* 4,15 - 10*? 12,613 12,618 12,26 0,25
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Tablica 3. Analiza broja poraslih kolonija probioti¢kog pripravka PP1 na TOS mupirocin agaru
nakon anaerobne inkubacije pri 37 °C

razrjedenje CFU/ml Log (CFU/mI) prosjecna
vrijednost
-10 1,5 101 11,176
-9 3,5 - 10% 10,554 10,87 0,31

Tablica 4. Analiza broja poraslih kolonija probioti¢kog pripravka PP2 na hranjivom agaru
nakon anaerobne inkubacije pri 37 °C

razrjedenje CFU/ml Log (CFU/mI) prosjecéna
vrijednost
-10 3,33 - 10*? 12,552
-9 4,0 - 101 11,602
-8 2,2 - 10" 11,342
-7 2,510 10,398 11,47 0,77

Tablica 5. Analiza broja poraslih kolonija probioti¢kog pripravka PP2 na MRS agaru nakon
anaerobne inkubacije pri 37 °C

Log (CFU/mI) Log (CFU/mI) prosjeéna

I I vrijednost

ponavljanje ponavljanje

12,044 11,780 11,912 0,132
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Tablica 6. Analiza broja poraslih kolonija probioti¢kog pripravka PP2 na TOS mupirocin agaru
nakon anaerobne inkubacije pri 37 °C

Log (CFU/mI) Log (CFU/mI) Prosje€na

I I vrijednost

ponavljanje ponavljanje

11,050 12,418 11,734 0,684

Buduéi da je mikrobioloSka analiza pokazala kako brojanje poraslih kolonija pri nizim
razriedenjima nije bilo mogucée zbog znacajno visokog broja bakterija, replikati su pripremljeni
s viSim razrjedenjima prekonocne kulture probiotickog pripravka.

Kvantifikacija bakterijskog sadrzaja u odredenom uzorku probioti¢ke formulacije postignuta
je brojanjem ukupnog broja jedinica koje stvaraju kolonije (CFU) poraslih na agar plodi iz
serijskih razrjedenja, izrazenih kao CFU po mililitru stvarnog uzorka. Na taj nacin procijenjen je
broj poraslih stanica na temelju prisutnog broja kolonija na agar ploci. Radi se o procjeni jer se
broje samo stanice koje mogu formirati kolonije u danim eksperimentalnim uvjetima (npr. medij,
temperatura, vrijeme i prisutnost kisika). Kolonije se mogu razviti iz individualnih stanica ili
grupe stanica koje su bile odvojene nakon inokulacije na podlogu, uzimajuéi u obzir
koncentraciju prije razrjedivanja (Davis, 2014).

Nadalje, primjenom indirektne metode brojanja bakterijskih kolonija utvrdeno je da
formulacija probiotika sadrzi vise od 10 CFU/ml, $to je prema preporuci minimalna propisana
koncentracija bakterijskih stanica po gramu ili mililitru sadrZaja za odredeni probioticki pripravak
kako bi se pokazalo probioti¢ko djelovanje (FAO/WHO, 2002). Medutim, pojedine drzave, na
nacionalnoj razini, preporu€uju i viSe vrijednosti broja bakterija u pripravcima. Talijansko
ministarstvo zdravstva izdalo je 2013. godine nove smjernice o upotrebi probiotickih pripravaka
prema kojima se putem probiotiCkih proizvoda treba unijeti minimalno 10° CFU dnevno
(Vecchione i sur., 2018).

Na temelju mikrobioloSke analize utvrdeno je kako je broj probiotiCkih stanica u skladu s
deklaracijom probioti¢kog pripravka te prelazi vrijednost propisanu kao minimalna koncentracija
bakterijskih stanica po mililitru ili gramu probiotiCke formulacije. Proizvod je sadrzavao koli¢ine

zivih probioti¢kih kultura u skladu s podacima navedenim na pakiranju.
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4.2. MORFOLOGIJA STANICA | KOLONIJA

S ciliem dokazivanja da se radi o vrstama koje pripadaju Gram-pozitivhim bakterijama
mlijeCne kiseline, provedena je rutinska metoda razlikovanja Gram-pozitivnih od Gram-
negativnih sojeva, odnosno metoda bojanja bakterijskih stanica po Gramu. Rezultati
karakterizacije morfologije bakterijskih kolonija iz probiotickog pripravka pomoc¢u metode

bojanja po Gramu te mikroskopske analize prikazani su na slikama 6 — 8.

Slika 6. Stanice probioti¢kog pripravka PP1 porasle na MRS agaru nakon 24 h inkubacije pri
37 °C +5 % CO; pod mikroskopskim povecanjem od 100x

Slika 7. Stanice probioti¢kog pripravka PP1 porasle na TOS agaru nakon 24 h inkubacije pri
37 °C +5 % CO; pod mikroskopskim povecanjem od 100x
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Slika 8. Stanice probioti¢kog pripravka PP2 porasle na MRS agaru nakon 24 h inkubacije pri
37 °C +5 % CO; pod mikroskopskim povecanjem od 100x

Slike 6 — 8 prikazuju porasle stanice probiotiCkog pripravka dvaju serija nakon metode
bojanja po Gramu pri ¢emu su porasle stanice na slikama obojene ljubiCasto. ProbiotiCke
stanice deklarirane u formulaciji probiotika pripadaju predstavnicima bakterijskih sojeva iz
skupine Lactobacillus i Bifidobacterium te se stoga mogu razlikovati prema sastavu stani¢ne
stijenke. Mikroskopska analiza otkrila je da su prisutne bakterije Gram-pozitivne bakterije i imaju
stani¢ne stijenke s debljim slojevima peptidoglikana, koji se boji ljubi¢asto, metodom bojanja po
Gramu.

U MRS bujonu, sojevi rastu pri 37 °C. Nakon $to su inokulirani na MRS agar ili TOS agar te
inkubirani preko no¢i na 37 °C anaerobno, uocen je ucinkovit rast. Medutim, na MRS agaru
uoCene su dvije vrste morfologije kolonija: one kada bakterije stvaraju konveksne, bijele kolonije
koje dobro rastu, ali i druge vrste Siljastih kolonija znatno manje veli¢ine. Nakon bojanja po
Gramu i pregleda pod svjetlosnim mikroskopom pri povec¢anju od 100x (Olympus CX41) uo¢eno
je da su Gram-pozitivne bakterije morfoloSkog oblika dugackih i uskih Stapi¢a koji su bili u
pojedinacnim stanicama ili u skupinama i lancima od dvije ili tri stanice. Nakon bojenja spora i
pregleda pod mikroskopom nisu pronadene spore. Rezultati su usporedeni s istrazivanjem Liu
i sur. (2020) koji su karakterizirali potencijalne probiotiCke sojeve bakterija mlijeCne kiseline i
bifidobakterija izoliranih iz majcinog kolostruma. Ispitivanjem morfologije kolonija otkrili su kako
su sojevi obje vrste, Bifidobacterium lactis i Lactobacillus rhamnosus, pokazali pozitivhu
reakciju bojanja po Gramu. Mikroskopskom analizom utvrdili su kako je soj B. lactis na MRS
agaru proizveo bacile pravilne na oba kraja, s mnogo vidljivih ¢vorova, a L. rhamnosus
Stapicaste kratke kolonije koje su bile povezane u lance. Sojevi Lactobacillus su Gram-pozitivni

te nepomiéni ili rijetko pomiéni, $tapiéastog oblika ponekad poput kokobacila. Cesto se formiraju
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u lance pri ¢emu sklonost povezivanja u lance varira medu sojevima te ovisi o fazi rasta i pH
medija (Konig i Frohlich, 2017). Obzirom da mikroskopski prikaz kolonija probioti¢kog pripravka
ispitivanog u ovom radu odgovara opisu bakterija mlijeCne kiseline, potvrdeno je da se radi o

rodovima Lactobacillus i Bifidobacterium.

Dodatno, za potvrdu fizioloSkih karakteristika tipiénih za rodove Lactobacillus kao
predstavnike bakterija mlijeCne kiseline, ali i za Bifidobacterium spp. kao glavnog proizvodaca
kiselina kratkog lanca, procijenjen je kapacitet pH zakiseljavanja i proizvodnja mlije¢ne kiseline.
Rezultati analize pH zakiseljavanja probioti¢kog pripravka te kvantifikacija proizvedene kiseline

prikazani su u tablicama 7 i 8.

Tablica 7. Analiza pada pH vrijednosti prekono¢nog konzorcija probioti¢kog pripravka
uzgojenog u MRS bujonu

pH prosjec¢na vrijednost

uzorak 1 3,83
uzorak 2 3,84
uzorak 3 3,82 3,83 0,008165

Tablica 8. Analiza kvantifikacije proizvedenih kiselina u supernatantu kulture probiotickog

pripravka
mL °SH % kiseline prosjec¢na vrijednost SD
(NaOH)
I. ponavljanje 1,9 76 1,71 %
II. ponavljanje 1,9 76 1,71 %
l1l. ponavljanje 2,0 80 1,80 % 1,74 % 0,042426
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Sposobnost bakterija mlijeCne kiseline da inhibiraju rast raznih drugih Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija ve¢ je poznata, a to je mogucée zbog proizvodnje organskih kiselina
kao i vodikovog peroksida, bakteriocina i ostalih sli¢nih spojeva. Upravo takvi produkti imaju
mogucnost suzbijanja patogena, a proizvode ih razli€ite vrste rodova Lactobacillus. Navedene
karakteristike mogu biti vrlo korisne za domacina zbog ¢ega su jedne od pozeljnih svojstava
probioti¢kih pripravaka (Fernandez i sur., 2003). Mlije¢na kiselina nastaje kao glavni krajnji
kataboliCki produkt iz glukoze te pokazuje potencijalna antimikrobna svojstva (Konig i Frohlich,
2017). Kako bi se potvrdile karakteristike bakterija mlijeCne kiseline koje su glavni sastojci
ispitivanog probioti¢kog pripravka, rast sojeva praéen je mjerenjem pada pH vrijednosti, stupnja
kiselosti te proizvodnje mlijeCne kiseline. Rezultati analize potvrdili su da metabolickom
aktivno$¢u konzorcija probioti€kog pripravka nakupljaju se kiseline $to upucuje na prisutnost
bakterija mlijeCne kiseline, a to proizlazi iz sastava navedenog na deklaraciji proizvoda.
Proizvodnja mlije¢ne kiseline znacajno je smanjena kada se uspostavlja stacionarna faza rasta

Sto odgovara vremenskom periodu od otprilike 12 — 16 sati nakon inokulacije.
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4.3. PREZIVLJAVANJE PROBIOTICKIH SOJEVA U SIMULIRANIM UVJETIMA
GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Odabir potencijalnih probiotiCkih sojeva koji posjeduju fizioloSku sposobnost uspjeSnog
prezZivljavanja u uvjetima gastrointestinalnog trakta kritiCan je izazov za odabir probiotickog
proizvoda. Tijekom prolaska kroz gastrointestinalni sustav, probioti¢ki sojevi susre¢u se s
nekoliko izazova ukljuCujuci niski pH Zeluca te prisutnost Zu€nih soli i probavnih enzima.
Obzirom na neutralan pH tankog crijeva koji nije inhibitoran, prepreku u prezivljavanju
mikroorganizama tijekom prolaska kroz tanko crijevo predstavlja prisutnost Zu¢nih soli (Ayyash
i sur., 2021). Visoka koncentracija zu¢nih kiselina, koja se izlu€uje u gornjem dijelu tankog
crijeva (duodeumu), cesto je ograniavajuéi faktor rasta bakterija u probavnom sustavu, sto
znaCi da moze inhibirati i rast probiotickih sojeva. Stoga, kriterij koji se koristi za odabir
probiotickih sojeva mora uklju€ivati njihovu sposobnost tolerancije na Zu¢ne soli. Uzimajuéi to
u obzir, provedeno je preliminarno ispitivanje prezivljavanja sojeva iz probioti¢kog pripravka u
prisutnosti 0,3 % zucnih soli u MRS hranjivoj podlozi. Rezultati ispitivanja tolerancije bakterijskih
sojeva probiotickog pripravka na Zucne soli prikazani su na slici 9. Prezivljavanje probiotiCkih
bakterija u otopini Zucnih soli prikazano je odnosom izmjerenih vrijednosti apsorbancija uzoraka

tijekom 7 sati, u vremenskim intervalima od sat vremena.

0,8

A (620 nm)
(=]
F=

vrijeme (h)

RS MRS 0,3% ZS

Slika 9. Vrijednosti apsorbancije uzoraka probiotickog pripravka PP2 u MRS te u MRS + 0,3
%-tnoj otopini zu¢nih soli (MRS 0,3 % ZS), u ovisnosti o vremenu inkubacije
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Zuéne soli su natrijeve ili kalijeve soli koje su nastale djelovanjem glicina ili taurina i Zuéne
kiseline (Liu i sur., 2020). Glavna uloga Zu€i je emulgiranje i razgradnja unesenih masti no
postize se i znaCajan baktericidni u€inak djelovanjem na degradaciju lipidne membrane.
Medutim, bakterije mlije¢ne kiseline i bifidobakterije kao glavni predstavnici probioti¢kih
bakterija trebale bi pokazati potencijalnu toleranciju u prisutnosti zuénih soli. Prema
istrazivanjima koncentracija Zuci koja iznosi 0,3 % govede Zuci (oxygall) smatra se vitalnom
koncentracijom za probir rezistentnih Gram-pozitivnih bakterija mlije¢ne kiseline, bifidobakterija
i kvasaca (Begley i sur., 2005). Koriste¢i spomenutu koncentraciju soli, provedeno je ispitivanje
tolerancije sojeva probioti¢kog pripravka te su vrijednosti apsorbancije izmjerene pri 620 nm u
vremenskom periodu od inokulacije u 0. satu do 7. sata inkubacije iznosile od 0,2 do 0,4.
Rezultati su pokazali relativnho o¢ekivanu stopu prezivljenja bakterija probiotickog pripravka u
simuliranoj otopini zu¢nih soli jer je rast u usporedbi s kontrolnim rastom reduciran. Time se da
zakljuditi kako su zu€ne soli uzrokovale smrtnost dijela bakterija probioti¢kog pripravka. To je
vjerojatno uzrokovano disrupcijom bakterijske membrane i stani¢nih materijala (Ayyash i sur.,
2021). Visoki osmotski tlak Zuénih soli utje€e na poremecaj fosfolipida i proteina u stani¢noj
membrani ¢ime se mijenja propusnost membrane uzrokujuéi smrt ili oStecenje bakterijske
stanice (Liu i sur., 2020). Unato¢ tome, dio bakterijskin sojeva pokazao je pozitivhu stopu
prezivljenja te upucuje na poZeljna svojstva probiotika. Dobiveni rezultati u skladu su s
istrazivanjem Kozak i sur. (2015) koji su ispitivali toleranciju 13 izolata bakterija Lactobacillus u
0,3 %-tnoj otopini zuénih soli. Utvrdili su uspjeSno prezivljavanje L. fermentum izolata te L.
rhamnosus izolata dok izolati L. gasseri nisu pokazali odgovarajucéu toleranciju. Takoder Liu i
sur. (2020) u svom istrazivanju zakljuuju kako sojevi Bifidobacterium lactis te Lactobacillus
rhamnosus imaju visoku stopu tolerancije na Zu¢ne soli te imaju sposobnost prezivljavanja u
uvjetima tankog crijeva. Stoga se da zakljuciti kako bakterije roda Lactobacillus uspjesno

prezivljavaju u otopini zucnih soli §to se pokazalo i u konzorciju probioti¢kog pripravka.
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Kako bi se bakterijski sojevi karakterizirali kao probioti¢ki, moraju prezivjeti i ocCuvati
aktivnost tijekom proizvodnje, pohrane te prolaska kroz probavni sustav. In vitro metode
prezivljavanja u simuliranim uvjetima Zeluca naj¢eS¢e su medu prvim koracima ispitivanja
probioti¢kog proizvoda. To obuhvaca inkubaciju sojeva u simuliranom zelu¢anom soku ¢&iji je
pH izmedu 2,0 i 3,0 te sadrzi pepsin. Probava u zelucu traje izmedu 1 i 3 sata nakon ¢ega se
nastavlja u tankom crijevu (Liu i sur., 2020). Inkubacija u tankom crijevu obi¢no traje izmedu 2
i 5 sati te se radi o neutralnom okruzZenju €iji pH iznosi oko 6,7 — 7,5, a prisutne su Zuéne soli i
pankreatin (Judkins i sur., 2020). Uzimajuci u obzir navedene uvjete provedeno je ispitivanje
uCinka simuliranih uvjeta gastrointestinalnog trakta na prezivljavanje odabranih vrsta
Lactobacillus i Bifidobacterium iz probiotickog pripravka za dojen€ad. Rezultati prezivljavanja
kultura probioti¢kog pripravka prve serije (PP1) prikazani su u tablicama 9 — 12 dok su rezultati

prezivljavanja kultura probioti¢kog pripravka druge serije (PP2) prikazani u tablicama 13 - 16.

Tablica 9. Analiza preZivljenja probioti¢kih sojeva iz probiotickog pripravka PP1 nakon
inkubacije u simuliranom zelu¢anom soku, izrazena kao broj poraslih kolonija na TOS agaru
nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Oh 2,0 - 10" 11,301

2,510 11,398

2,5-10° 9,398

3,56-108 8,544 10,16 1,227
1h 1,0 - 10% 11,176

3,6 10% 10,544

1,5-10° 9,176

2,0-108 8,301

4,510’ 7,653 9,348 1,324
2h 1,5- 10" 11,176

2,0 - 10%° 10,301

2,5-10° 9,398

4,0 - 108 8,602

6,5 - 107 7,813

1,85 - 10’ 7,267 9,093 1,360
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Tablica 10. Analiza prezivljenja probioti¢kih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP1 nakon
inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izrazena kao broj poraslih kolonija na TOS
agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

vrijeme CFU/ml Log (CFU/mI) prosjecna
inkubacije vrijednost
1h 1,5 101 11,176
1,0 - 10% 10,0
1,0-10° 9,0
1,0- 108 8,0
3,5 107 7,544
1,9 - 10’ 7,279 8,833 1,393
2h 1,0-10° 9,0
45108 8,653
9,0 - 107 7,954
1,7 - 107 7,230 8,210 0,679
3h 1,5-10% 10,176
2,0-10° 9,301
2,0 - 108 8,301
3,5- 107 7,544
1,4 - 10’ 7,146 8,494 1,117
4h 4,0 - 10%° 10,602
2,0 -10° 9,301
2,5-108 8,398
7,25 - 107 7,860
3,6 - 107 7,556 8,813 1,102
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Tablica 11. Analiza prezivljenja probioti¢kih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP1 nakon
inkubacije u simuliranom zZelu€anom soku, izrazena kao broj poraslih kolonija na MRS agaru
nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

vrijeme inkubacije CFU/ml Log (CFU/mI) prosjecna SD
vrijednost

Oh 4,510 11,653

3,75 - 10%° 10,574 11,134 0,540
1lh 2,0 - 101 11,301
3,0 - 10% 10,447
6,5 - 10° 9,813

2,5-10° 9,398 10,239 0,718
2h 6,1 - 101 11,785

1,07 - 10%° 10,029 10,907 0,878

Tablica 12. Analiza preZivljenja probiotickih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP1 nakon
inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izrazena kao broj poraslih kolonija na MRS
agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

vrijeme inkubacije = CFU/ml  Log (CFU/mI) prosjec¢na vrijednost

1h 4,510 11,653
1,55 - 10*? 12,190

4,45 - 10% 10,648 11,497 0,639
2h 8,5 - 10" 12,929
1,05 - 10%° 10,021
2,4 -10% 10,380

4,15 - 10° 9,618 10,737 1,294
3h 7,0 - 10 11,845
4,0 - 10° 10,602
3,0-10° 9,447

2,9-10° 9,462 10,399 0,988
4 h 4,5- 10" 11,653
5,5 -10% 10,740
1,85 - 10% 10,267

3,55 - 10° 9,550 10,553 0,764

33



Tablica 13. Analiza prezivljenja probiotickih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP2 (uz dodatak
formule za dojen¢ad) nakon inkubacije u simuliranom Zelu€anom soku, izraZzena kao broj
poraslih kolonija na MRS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme . Il M. V. prosjeéna SD
inkubacije vrijednost

ponavljanje ponavljanje ponavljanje ponavljanje

Oh 11,540 10,377 11,050 11,010 10,994 0,413
1lh 9,328 9,3425 9,490 10,044 9,551 0,292
2h 9,780 9,622 9,480 10,779 9,915 0,510

Tablica 14. Analiza prezivljenja probiotickih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP2 (uz dodatak
formule za dojen¢ad) nakon inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izraZzena kao broj
poraslih kolonija na MRS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

vrijeme l. Il M. \VA prosjeéna SD
inkubacije - - - .. vrijednost
ponavljanje ponavljanje ponavljanje ponavljanje
1h 10,156 8,500 7,260 9,890 8,952 1,162
2h 9,787 8,650 6,850 8,365 8,413 1,048
3h 8,648 9,500 7,780 7,922 8,463 0,684
4h 8,605 7,707 7,588 7,430 7,833 0,457
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Tablica 15. Analiza prezivljenja probioti¢kih sojeva iz probiotickog pripravka PP2 (uz dodatak
formule za dojen¢ad) nakon inkubacije u simuliranom Zelu€anom soku, izraZzena kao broj
poraslih kolonija na TOS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

vrijeme l. Il M. \VA Prosjeéna SD
inkubacije o . - .. vrijednost
ponavljanje ponavljanje ponavljanje ponavljanje
Oh 9,894 9,674 10,312 10,882 10,191 0,460
1lh 8,948 8,875 10,233 11,435 9,873 1,051
2h 9,058 9,583 9,584 11,060 9,821 0,747

Tablica 16. Analiza prezivljenja probioti¢kih sojeva iz probioti¢kog pripravka PP2 (uz dodatak
formule za dojen¢ad) nakon inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, izraZzena kao broj
poraslih kolonija na TOS agaru nakon inkubacije 48 h pri 37 °C

Vrijeme l. Il M. V. Prosjeéna SD
inkubacije - . - .. vrijednost
ponavljanje ponavljanje ponavljanje ponavljanje
1h 8,785 10,478 8,267 8,898 9,107 0,827
2h 8,920 8,640 7,355 8,425 8,335 0,592
3h 7,840 7,530 7,263 7,941 7,644 0,267
4 h 8,000 8,035 7,233 7,230 7.625 0,393
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Tijekom brojanja poraslih kolonija na mediju, neke vrijednosti nisu mogle biti zabiljezene jer
je prevelik porast onemogucio raspoznavanja individualnih kolonija. Takav primjer vidljiv je na
slici 10 koja prikazuje ociti porast biomase no izolirane bakterijske kolonije nisu vidljive i time

odredivanje vrijednosti CFU nije bilo mogucée.

Slika 10. Porast bakterija probioti¢kog pripravka PP2 kultiviranog 1 h u simuliranom
Zelu¢anom soku, na TOS agaru nakon anaerobne inkubacije 48 h pri 37 °C

U ljudskom organizmu dnevno se izlu€i oko 2,5 litre Zelu€anog soka Ciji je pH 2,0. Takoder,
oko 0,7 litara pankreasnog soka izlu€i se u proksimalni dio tankog crijeva svaki dan imajuci pH
oko 8,0 te sadrzaj soli ne maniji od 0,5 %. Upravo ovi sekreti predstavljaju enzimsku i pH barijeru
za prezivljavanje unesenih mikroorganizama tijekom probave te djeluju uskladeno sa zudi i
peristaltikom crijeva (Charteris i sur., 1998). Kako bi probiotiCke bakterije uspjele izvrsiti svoje
blagotvorne u€inke na domacina, trebaju prezivjeti u gastrointestinalnom traktu u dovoljnom
broju koji iznosi minimalno 10® — 10’ CFU/mL (Millette i sur., 2013).

Prema rezultatima, broj prezivjelih bakterija probiotic¢kog pripravka nakon prolaska kroz
simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta zadovoljio je vrijednosti potrebne za probioti¢ku
aktivnost. Kako je i oCekivano, broj prezivijelih bakterija smanjio se nakon inkubacije u
ZzeluCGanom soku u odnosu na nulti sat inkubacije. Neki autori navode kako se standardom

identifikacije potencijalnih probioti¢kih mikroorganizama smatra stopa preZivljenja od najmanje
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80 % nakon inkubacije od 3 sata u Zzelu¢anom soku (pH 2,5) (Liu i sur., 2020; Nawaz i sur.,
2011). Prezivljenje bakterija probioti¢kog pripravka nakon inkubacije u zelu¢anom soku iznosilo
je viSe od 80 % no inkubacija je trajala 2, a ne 3 sata stoga se ne moze sa sigurnosc¢u tvrditi
kolika bi stopa bila nakon 3 sata.

Prezivljavanje u uvjetima gastrointestinalnog trakta razlikuje se ovisno o vrsti i soju
probiotika. Prema tome, neki autori tvrde kako su vrste roda Lactobacillus veéinom rezistentne
dok su vrste roda Bifidobacterium osjetljivije na nizak pH te imaju niske stope prezivljavanja na
pH vrijednostima oko 2 i 3 (Ayyash i sur., 2021). Medutim, kako tolerancija ovisi specificno o
soju, tako su pojedini sojevi kao Sto je soj B. lactis Bb-12, pokazali uspjedno preZivljavanje u
uvjetima niskog pH (Vernazza i sur., 2006). Obzirom da u ovom istrazivanju nije istrazeno
individualno djelovanje svakog soja u formulaciji probiotickog pripravka, moze se samo
pretpostavljati da je njihova kompleksnost potencijalno utjecala na prezivljavanje i prilagodbu
mikrobnog konzorcija na razliite gastrointestinalne uvjete.

Istrazivanje Charteris i sur. (1998) pokazalo je kako su neki sojevi bakterijskih vrsta
Lactobacillus i Bifidobacterium, toCnije L. casei te B. bifidum, pokazali nesmanjeno
prezivljavanje tijekom simuliranog Zelu€anog tranzita u prisutnosti natrijeva kazeinata, izolata
proteina sirutke te njihove kombinacije. Ovi rezultati daju naslutiti kako neki sojevi probioti¢kih
vrsta Lactobacillus i Bifidobacterium mogu prezivjeti prolazak kroz zeludac pogotovo kada se
konzumiraju zajedno s mlije€nim proizvodima ili namirnicama na bazi mlijecnih proteina. U
korelaciji s tim rezultatima, moguce je da je u ovom istrazivanju konzumacija formule za
dojen¢ad pospjeSila prezivljavanje bakterijskin vrsta probiotickog pripravka PP2 u
gastrointestinalnom traktu. Pretpostavlja se kako proteini mlijeka mogu djelovati kao puferska
sredstva i inhibitori aktivnosti probavne proteaze in vivo, ¢ime se Stite uneseni bakterijski sojevi
tijekom gornjeg gastrointestinalnog tranzita (Charteris i sur., 1998).

Prema istrazivanju Marinove i sur. (2019) koji su ispitivali mikrobiolosku kvalitetu
probioti¢kih suplemenata, vecina izolata vrsta Lactobacillus pokazala je slabu toleranciju na
uvjete simuliranog Zelu€anog soka (pH 2,0) uzrokuju¢i smrt veéine stanica nakon inkubacije od
90 minuta. Medutim neki od izolata sojeva L. bulgaricus, L. acidophilus i L. plantarum ipak su
pokazali potencijal tolerancije u uvjetima gastrointestinalnog trakta zbog preZivljenja u otopini
pepsina tijekom 90 minuta iako se broj prezivjelih stanica drasti¢no smanijio. Rezultati Marinove
i sur. (2019) nisu u skladu s rezultatima ovog rada koji pokazuju visoku stopu prezivljavanja
nakon Zelu€ane inkubacije no to je moguce zbog toga $to su probioticki suplementi ispitivani u
radu Marinove i sur. sadrzavali preniski broj bakterija.

Rezultati prezivljavanja bakterija probiotiCkog pripravka u soku tankog crijeva pokazuju
oCekivani pad prezivljenja s povecanjem vremena inkubacije. Medutim, iako se broj prezivjelih

bakterija smanjio, dio bakterija je pokazao pozitivhu stopu prezivljenja te toleranciju na uvjete
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tankog crijeva. S druge strane, i Marinova i sur. (2019) te Charteris i sur. (1998) pokazuju visoko
prezivljenje bakterija u simuliranom soku tankog crijeva (pH 8,0). Medutim, za razliku od
njihovih istrazivanja u kojima su stanice dodavane direktno u simulirani sok tankog crijeva, u
ovom istrazivanju ispitivanje tolerancije na simulirani sok tankog crijeva provodi se sa
stanicama koje su prvobitno bile izlozene zelu¢anom soku. Uzimajuci to u obzir, istrazivanje
ovog rada pokazalo je kako probiotiCke bakterije pokazuju visoku stopu prezivljenja u soku
tankog crijeva ukoliko su prezZiviele prolazak kroz uvjete ZeluCanog soka. Takoder,
prezivljavanje probiotickih sojeva u uvjetima gastrointestinalnog trakta pokazalo je sli¢ne
rezultate kod starije i novije serije probioti¢kog pripravka. Odnosno, broj prezZivjelih bakterija nije
se mnogo razlikovao izmedu serija PP1 i PP2. Dobiveni rezultati upucuju na to da kvaliteta
probiotiCkog pripravka ne ovisi o vremenu Cuvanja tj. proizvod zadrZzava kvalitetu tijekom
njegove pohrane.

Zakljuéno, uspjedno prezivijeni sojevi bakterijskog konzorcija probiotiCkog pripravka za
dojenéad u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta u skladu su s navodima na

deklaraciji te upucuju na ispravnost kvalitete pripravka.
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4.4. IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH STANICA PROBIOTICKOG
PRIPRAVKA

Primjena probiotickih pripravaka kao alternativhe medicinske opcije poti¢e zabrinutost oko
sigurnosti takvih proizvoda te potencijalnu potrebu za dodathom kontrolom procesa
proizvodnje. Stoga, tofno navodenje i opis mikroorganizama prisutnih u probioti¢kim
proizvodima te odredivanje prisutnosti mikrobnih kontaminanata, posebno onih koji mogu
predstavljati zdravstveni rizik, vrlo su vazni za o€uvanje javne sigurnosti i pravilnog ozna¢avanja
ovakvog tipa proizvoda (Patro i sur., 2016). Zbog toga je u ovom radu provedena identifikacija
bakterijskih stanica primjenom testa genetske raznolikosti s ciliem potvrdivanja dva razliCita
roda bakterija u probiotickom pripravku kako je navedeno na proizvodu. Rezultati provedbe
eksperimenta prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Koncentracije izolirane DNA u uzorcima ukupne DNA ekstrahirane iz sojeva
probiotickog pripravka

1 163,12 1,82
2 105,98 1,76
3 106,91 106,91

Nekoliko je autora istrazivalo potencijal suvremenih molekularnih metodologija za brzo
oznaCavanje probioti¢kih proizvoda i identifikaciju moguéih kontaminanata, kako bi se
zadovoljila kontrola kvalitete i sigurnost (Shehata i Newmaster, 2023; Tracey i sur., 2023; Kim
i sur., 2022). Sekvenciranje nove generacije pokazalo se kao ucinkovita metoda i alat za probir
mogucih mikrobioloskih kontaminanta u probiotiCkim proizvodima. U ovom radu koriStenjem
nove generacije sekvencioniranja primjenom FLX - Titanium amplikon sekvenciranja (0 TEFAP)
, ustanovljena je raznolikost bakterijskih vrsta u probioticCkom pripravku za dojencad. Primjenom
ove metode sekvenciranja, ispitana je prisutnost vrsta Lactobacillus navedenih na proizvodu, a
analiza sekvenciranja potvrdila je da u probiotickom pripravaku nema prisutnosti
kontaminirajucih sojeva. Takoder visokoucinkovito sekvenciranje uzorka potvrdilo je prisutnost

sojeva Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus reuteri navedenih

39



na pakiranju probiotiCkog pripravka. Analiza bakterijske DNA sekvenciranjem potvrdila je
konzistetnost kvalitativhog sastava u serijama proizvoda, s neznatnim prividnim odstupanjima
u relativnoj zastupljenosti taksonomskih skupina. Primjena nove generacije sekvenciranja kao
pristupa za detekciju i provjeru prisutnih mikrobnih vrsta koriste mnoge istrazivacke grupe iako
jo$ nije u primjeni za rutinsku analizu u akreditiranim laboratorijima. Tako su Shehata i
Newmaster (2023) potvrdili uinkovitost sekvenciranja u validaciji detekcije prisutnih mikrobnih
sojeva, a u eksperimentalnom pristupu primijenjeno je HTS sekvenciranje V3-V4 regije 16S
rRNA gena, te je postignuta preciznost oCitanja 95 — 97 % po uzorku odgovaralo ciljnoj vrsti.
Primjena HTS temeljem analize sekvenci amplikona V5 — V8 regije gena 16S rRNA rezultirala
je s preciznoScu i tocnosti od 99 % ukupnih oCitanja po uzorku koji odgovaraju ciljanoj vrsti. Cilj
je dugoro¢no implementirati integrirane metodoloske pristupe, koji ¢e kombinirati tehnike ovisne
i neovisne o kultivaciji, $to bi doprinijelo kontroli kvalitete proizvodnje probiotika, te pracenje

primjene odgovarajucih sojeva osobito kada se radi o viSesojnom probiotickom pripravku.
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. ZAKLJUCCI

MikrobioloSkom analizom utvrdeno je kako je broj probioti¢kih stanica u probioti¢kom
pripravku u skladu s deklaracijom te prelazi vrijednost 108 CFU/ml §to je minimalna
propisana koncentracija bakterijskih stanica po mililitru ili gramu probioti¢ke formulacije.
MikrobioloSka analiza i metoda sekvenciranja sljedeée generacije isklju€ili su prisutnost
kontaminirajucih neprobioti¢kih bakterija u probioti¢kom pripravku. Takoder, potvrdena
je prisutnost vrsta iz roda Lactobacillus, odnosno sojeva Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus reuteri navedenih na deklaraciji pripravka.

Ispitivanjem kvalitete utvrden je visok broj prezivjelih bakterijskih stanica probiotiCkog
pripravka nakon prolaska kroz uvjete gastrointestinalnog trakta ¢ime je ispunjen jedan

od prvih zahtjeva u procjeni osiguranja kvalitete probiotika.
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