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1. UVOD

Probiotici, definirani kao zivi mikroorganizmi koji u odgovaraju¢im koli¢inama pozitivho
djeluju na zdravlje domacina, sve su vazniji u istrazivanjima i industrijskim primjenama (Binda i
sur., 2020). Njihov terapeutski potencijal proizlazi iz sposobnosti da prezive ekstremne uvjete
probavnog sustava, uklju€ujuéi kiselost zeluca i djelovanje probavnih enzima, te da se uspje$no

koloniziraju u crijevima gdje pozitivno utjeCu na ravnotezu crijevne mikrobiote.

Probiotici doprinose zdravlju na nekoliko razina: uz ja¢anje imunolosSkog sustava, pomazu
u smanjenju upalnih procesa i moduliraju alergijske odgovore organizma, potencijalno smanjujuci
simptome astme, rinitisa i ekcema. Istrazivanja takoder ukazuju na njihov antikancerogeni
potencijal, pri €emu specifi€ni sojevi probiotika mogu inhibirati proliferaciju stanica karcinoma i
smanijiti rizik od crijevnih i ekstraintestinalnih tumora. Osim toga, probiotici mogu pomoci u
sniZzavanju razine kolesterola, ¢ime pridonose zdravlju kardiovaskularnog sustava (Latif i sur.,
2023).

Ovaj rad usmjeren je na ispitivanje probioti¢kih svojstava i otpornosti dviju bakterija
mlije¢ne kiseline, Levilactobacillus brevis SF15B i Lactiplantibacillus plantarum SF15C, u
uvjetima koji oponas$aju gastrointestinalni (Gl) trakt i specifi¢ne stresne ¢imbenike relevantne za
prehrambenu industriju. Cilj istraZivanja jest analizirati kako ovi sojevi reagiraju na razli€ite uvjete
poput prisutnosti antibiotika, promjena u koncentraciji NaCl-a i pH vrijednosti, ¢ime se procjenjuje
njihova sposobnost prezivljavanja i funkcionalnosti u slozenim uvjetima probavnog sustava.
Istrazivanje uklju€uje i procjenu adhezijskih i agregacijskih svojstava sojeva, $to je bitno u procjeni
probiotiCkog potencijala jer omoguéava bolje razumijevanje mehanizama interakcije probiotika s

crijevnim epitelom, patogenima i mikrobnom zajednicom probavnog sustava.

U okviru ovih analiza koriStene su standardne laboratorijske metode za testiranje
otpornosti na antibiotike, pra¢enje prezivljavanja u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
trakta, mjerenje rasta pri razliitim koncentracijama NaCl-a, te procjena adhezije na razliCita
otapala, kao i auto- i koagregacijskih sposobnosti. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pruzaju
uvid u otpornost i prilagodljivost ovih probiotickih sojeva, Cime se potvrduje njihov potencijal za
primjenu u fermentiranim prehrambenim proizvodima i kao dodatak prehrani s mogucéim

terapijskim prednostima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROBIOTICI

2.1.1. Definicija probiotika

Prema FAO/WHO probiotici su zivi mikroorganizmi koji, kada se daju u odgovaraju¢im
koli€inama, imaju zdravstvene dobrobiti za domacina. Opcenito se klasificiraju kao lijekovi (tj.
lijekovi i farmaceutski proizvodi), dodaci prehrani i funkcionalna hrana ovisno o namjeni. Oni
uglavnom potjec€u iz fermentirane hrane ili su sojevi bakterija ili kvasca koji se nalaze prirodno u
ljudskom probavnom traktu. Kako bi se odredeni soj mikroorganizma mogao smatrati probiotikom,
potrebno je da ispuni nekoliko kljuénih kriterija: moraju biti dovoljno okarakterizirani; sigurni za
namijenjenu upotrebu; mora biti dokazano pozitivho djelovanje na domacina; moraju prezivjeti
fizioloSke uvjete probavnog sustava i do¢i do mjesta djelovanja u crijevima, odnosno moraju modi
izdrzati vrlo kisele uvjete Zeluca te probavne enzime i Zu¢ne soli; moraju ostati stabilni tijekom
procesa proizvodnije te tijekom cijelog roka trajanja proizvoda; ne smiju biti patogeni (Binda i sur.,
2020; Vitali Cepo i Filipovié, 2014).

2.1.2. Mehanizam djelovanja

Probiotici mogu pozitivho djelovati na ljudski organizam kroz nekoliko kljuénih
mehanizama: kompetitivno iskljuCivanje patogena, jaCanje funkcije crijevne barijere,
imunomodulacija unutar organizma domacina te proizvodnja neurotransmitera. NatjeCuci se s
patogenima za hranjive tvari i mjesta za vezanje receptora, probiotici otezavaju prezivljavanje
patogena u crijevima. Takoder, probiotici djeluju antimikrobno stvaranjem razli¢itih tvari kao sto
su kratkolanCane masne kiseline, organske kiseline, vodikov peroksid i bakteriocini, ¢ime se
smanjuje broj patogenih bakterija. Uz to, probiotici poboljSavaju funkciju crijevne barijere
stimuliranjem sinteze mucinskih proteina, regulacijom ekspresije proteina uskih spojeva, poput
okludina i klaudina 1, i moduliranjem imunoloSkog odgovora u crijevima. Probiotici takoder
reguliraju urodeni i adaptivni imunoloski odgovor djelujuci na dendriticke stanice, makrofage, te B
i T limfocite. Oni poti€¢u proizvodnju protuupalnih citokina kroz interakciju s epitelnim stanicama
crijeva, privlateéi makrofage i mononuklearne stanice. Osim toga, probiotici mogu proizvoditi

neurotransmitere u crijevima putem crijevno-mozdane osi. Odredeni sojevi probiotika mogu



utjecati na razine serotonina, gama-aminomaslacne kiseline i dopamina, $to moZze imati u€inke

na raspolozenje, ponasanje, motilitet crijeva i puteve povezane sa stresom (Latif i sur., 2023).

Prema Oelschlaegeru (2010), ucinci probiotika mogu se podijeliti u tri glavna mehanizma

djelovanja:

o Probiotici mogu pomoci u modulaciji obrane domadéina utjeCuéi na urodeni i steceni
imunoloski sustav. Ovaj ucinak najvjerojatnije podupire prevenciju i lijeCenje
zaraznih bolesti, kroniéne upale u gastrointestinalnom traktu i moguce uklanjanje
abnormalnih stanica domacina.

o Probiotici mogu izravno djelovati na druge mikroorganizme, kako komenzalne tako
i patogene. Ovaj mehanizam kriti€an je za prevenciju infekcija, terapiju i
uspostavljanje mikrobne ravnotezZe u crijevima.

o Probiotici mogu utjecati na nusproizvode mikroba (poput toksina) ili proizvode
domacina (npr. zu¢ne soli), kao i spojeve dobivene iz hrane. Ove radnje mogu

rezultirati neutralizacijom toksina i detoksikacijom unutar crijeva.

Zajedno, ti mehanizmi vrlo vjerojatno doprinose otpornosti na infekcije, prevenciji raka i
odrzavanju ravnoteze domadina i mikrobiote. Medutim, niti jedan probioti¢ki soj ne pokazuje sva
tri mehanizma. Uc&inkovitost svakog soja ovisi o njegovim specificnim metaboli¢kim svojstvima,
ekspresiji povrSinskih molekula i izlu¢enim komponentama koje odreduju njegov terapeutski

potencijal za razliita zdravstvena stanja.

2.1.3. Zdravstveni udinci

Zdravstvene prednosti probiotika povezane su s prevencijom i smanjenjem brojnih bolesti,
npr. alergijskih bolesti, raka, hiperkolesterolemije, intolerancije na laktozu, upalne bolesti crijeva,

dijareje i sindroma iritabilnog crijeva.

Alergije su reakcije preosijetljivosti tipa 1 imunoloSkog sustava koje sve viSe prevladavaju
u Europi i Sjevernoj Americi, a obi¢no ih pokrecu antigeni iz okoliSa, Sto dovodi do stanja poput
astme, rinitisa i ekcema. One su posliedica neravnoteze u imunoloSkom odgovoru, s
imunolo8kom reakcijom kojom dominiraju T helper 2 (Th2) limfociti koji proizvode razliCite
interleukine, stimulirajuéi imunoloske stanice koje podizu razinu IgE i poti¢u alergijsku upalu.
Mikrobiom probavnog sustava predstavlja potencijalnu terapijsku metu za upravljanje alergijskim

reakcijama s obzirom na to da probiotici mogu pridonijeti uravnotezenju imunolo$kih odgovora,



jacanju mukozne barijere, smanjenju propusnosti antigena te poveéanju protuupalnih citokina,
poput IL-10. Mehanizam antialergijskog ucinka probiotika mozZe ukljucivati poveéanje imunolo3ke
ravnoteze T helper stanica Th1/Th2, djeluju¢i na pomicanje imunoloSke ravnoteZze prema Th1
odgovoru, istovremeno potiskuju¢i Th2 odgovore i podrzavajuci regulatornu funkciju T stanica
(Treg), €¢ime se osigurava kontroliranija imunoloSka aktivnost (Owaga i sur., 2014). Odredeni
probiotici, poput Lactiplantibacillus plantarum i Limosilactobacillus reuteri, pokazali su
antialergijska svojstva, smanjuju¢i proupalne markere i potiCuéi tolerogene odgovore u
eksperimentalnim modelima §to potvrduje njihovu ulogu u ublazavanju alergijskih simptoma
putem modulacije crijevne mikrobiote i imunoloSke regulacije (Huang i sur., 2017; Lee i sur.,
2014).

Probiotici takoder obeéavaju kao adjuvanti u lije€enju raka. Oni mogu pomoci u
sprje€avanju inicijacije tumora, napredovanja i metastaza kod raznih karcinoma, crijevnih i
ekstraintestinalnih. Probiotici i njihovi metaboliti, poput bakteriocina i organskih kiselina, utje€u na
metaboli¢ke puteve poput staniéne proliferacije, upale, apoptoze i angiogeneze (Sankarapandian
i sur., 2022). Oni inhibiraju karcinogenezu kompetitivnim isklju€ivanjem patogena, proizvodnjom
kratkolan¢anih masnih kiselina, smanjenjem kancerogenih Zu€nih soli, vezanjem karcinogena i

modulacijom gena povezanih s prezivljavanjem stanica (Chong, 2014).

Probiotici mogu ucinkovito smanijiti razinu kolesterola u krvi kroz izravne i neizravne
mehanizme. lzravno inhibiraju sintezu kolesterola pomoc¢u spojeva kao $to su mokraéna i orotska
kiselina, dok smanjuju apsorpciju kolesterola u crijevima mehanizmima asimilacije, vezanja i
razgradnje. Neizravno, probiotici proizvode hidrolazu Zu¢ne soli koja dekonjugira Zu¢ne soli,
ograni¢avajuci njihovu reapsorpciju u crijevima i povecavajuci izlu€ivanje putem fecesa (Thakkar
i sur., 2016).

Crijeva su neophodna za apsorpciju hranjivih tvari i odrzavanje zastitne mukozne barijere,
pod utjecajem raznolike zajednice komenzalnih bakterija. Promjene u crijevnoj mikrobioti,
uzrokovane antibioticima, probioticima, prebioticima ili fekalnim transplantacijama, mogu imati
znaCajne posljedice na zdravlje (Cammarota i sur., 2014). UravnoteZzen mikrobiom (eubioza)
podrzava dobrobit, dok poremecaiji (disbioze) mogu pridonijeti razvoju stanja poput dijareje
povezane s antibioticima, upalnih bolesti crijeva, sindroma iritabilnog crijeva i potencijalno
odredenih vrsta raka (Gupta i sur., 2022). Obnavljanje zdrave mikrobiote pomo¢u probiotika moze
poboljSati mikrobnu raznolikost, proizvodnju enzima, imunolo$ku funkciju i integritet crijevne

barijere, ¢ime se nude terapijske prednosti za razli€ite crijevne poremecaje (Gou i sur., 2022).



2.1.4. Probioti¢ki preparati

Probiotici su dostupni u razli€itim oblicima osim fermentirane hrane, ukljucujuci liofilizirane
kapsule za oralnu i vaginalnu upotrebu, oralne kapi i sve viSe mikrokapsulirane liofilizate.
Mikrokapsulacija je osmiSliena da pobolja stabilnost probiotika tijekom skladiStenja, zaétiti
probiotike kroz gornji dio probavnog trakta i omoguéi ciliano oslobadanje u debelom crijevu za
ucinkovitu kolonizaciju. Materijali poput alginata, ksantanske gume i celuloze obi¢no se koriste u
procesu kapsuliranja. Liofilizirani probiotici takoder se nalaze u ampulama, boCicama, vreéicama,
tabletama, Cokoladama, pa ¢ak i lizalicama. Probiotici se takoder pojavljuju u kozmetici, a najceséi
proizvodi ove skupine koji se nalaze na trziStu su kreme, serumi, maske i gelovi, ali i pilinzi,
sredstva za CiS¢enje, puderi, sapuni, losioni, Samponi, paste za zube ili dezodoransi. Oni Cesto
sadrze postbiotike - nezive bakterijske komponente ili lizate za koje se vjeruje da poboljSavaju
funkciju barijere koze i inhibiraju patogene. Ovi se proizvodi koriste u lije¢enju akni i atopijskog
dermatitisa, iako mnogima nedostaje dodatna znanstvena potvrda. Uporaba probiotika joS se
istrazuje i u proizvodniji zavoja i flastera kako bi sprijecili infekcije rana otpustanjem bakteriocina
koji inhibiraju patogene kozne bakterije (Zawistowska-Rojek i sur., 2022a; Khalfallah i sur., 2021;
Puebla-Barragan i Reid, 2021).

2.2. PROBIOTICKI MIKROORGANIZMI

NajceS¢e koriSteni mikroorganizmi u probiotiCkim proizvodima bakterije su iz obitelji
Lactobacillaceae, posebice L. acidophilus i L. rhamnosus, kao i L. plantarum, L. casei, L.
paracasei i L. Salivarius. Takoder, probiotici ¢esto sadrze i bakterije iz roda Bifidobacterium,
Lactococcus, Bacillus ili sojeve Streptococcus thermophiles. Sojevi vrsta kvasca, kao $to je
Saccharomyces boulardii, isto tako mogu biti prisutni u ovim pripravcima (Zawistowska-Rojek i
sur., 2022a). Buduci da su probioticki u€inci specifiCni za svaki soj, identifikacija soja klju¢na je za
odredivanje njegove prikladnosti i ucinkovitosti za industrijsku upotrebu. To se postize
kombinacijom fenotipskog testiranja i genetske identifikacije pomo¢éu molekularnih metoda kao
Sto su DNA/DNA hibridizacija i 16S rRNA sekvenciranje (Kechagia i sur., 2013). Lactobacillus je
jedan od najvaznijinh rodova ukljuéenih u mikrobiologiju hrane i ljudsku prehranu, zahvaljujuci
svojoj ulozi u proizvodnji i konzerviranju hrane i hrane za Zivotinje, kao i svojim probioti¢kim

svojstvima.



2.2.1. Bakterije mlijeCne kiseline

Bakterije mlijeCne kiseline (BMK), Cesto zvane ,mlijeCne bakterije“, obuhvacaju raznoliku
skupinu mikroorganizama koji se nalaze u biljkama (kao 8to su kupus, kukuruz, je¢am i silaza),
te u mesu i mlijeCnim proizvodima. Poznate su po svojoj ulozi kao starter kulture u proizvodnji
mlije€nih proizvoda, uklju€ujuci acidofilno mlijeko, jogurt, mlacenicu, svjezi sir i razne tvrde i meke
sireve kao §to su Cheddar, Provolone, Brie i Camembert. Osim toga, BMK komercijalno su
vrijedne u preradi mesa, alkoholnih pi¢a i povréa, odnosno u proizvodnji proizvoda poput
kobasica, prSuta, vina, piva, kiselih krastavaca i kiselog kupusa (Carr i sur., 2002). Tipi¢na
bakterija mlije¢ne kiseline, kada se uzgaja u standardnim uvjetima (s dovoljno glukoze, potrebnim
faktorima rasta i ograni¢enim kisikom) jest Gram-pozitivha, nesporogena, katalaza-negativna bez
porfirinoida, benzidin-negativna, bez citokroma, ne reducira nitrate u nitrit, negativna na
zelatinazu, aerotolerantna, tolerantna na kiseline, organotrofna, i striktno fermentiraju¢a bakterija
u obliku Stapic¢a ili koka. BMK karakterizirane su proizvodnjom mlije¢ne kiseline kao glavnog
kataboli¢kog krajnjeg produkta iz glukoze. Homofermentativne vrste proizvode mlije¢nu kiselinu
kao jedini krajnji proizvod, dok heterofermentativne vrste proizvode mlije¢nu kiselinu, ugljikov
dioksid i etanol ili acetat. Najmanje polovica ugljika krajnjeg proizvoda Cini laktat (Konig i Frohlich,
2017; Carr i sur., 2002). Tijekom fermentacije, BMK proizvode organske kiseline i druge
metabolite koji poboljSavaju okus, sprje€avaju kvarenje i podrzavaju oCuvanje hrane, §to ih €ini
neophodnim u prehrambenoj i mlijeCnoj industriji. Proizvodnja mlijeéne kiseline fermentacijom
laktoze glavna je uloga mlije€nih startera. Ona je odgovorna za razvoj karakteristiCnog tijela i
teksture fermentiranih mlije¢nih proizvoda, doprinosi ukupnom okusu proizvoda i poboljSava
oCuvanje. Diacetil, acetaldehid, octena kiselina, koje takoder proizvode mlijeCne starter kulture,
doprinose okusu i aromi konanog proizvoda. Ugljicni dioksid koji proizvode neke
heterofermentativhe BMK uklju€uje vrlo znagajnu teksturizaciju u nekim fermentiranim mlije€nim
proizvodima, tj. stvaranje “oka” u sirevima. Buduc¢i da BMK prirodno proizvode bakteriocine koji
pomazu u biokonzerviranju hrane, one funkcioniraju kao antagonisticki, inhibitorni i antimikrobni
obrambeni sustav koji djeluje protiv patogena i mikroorganizama kvarenja. Osim toga, kao
probiotici, BMK jaCaju imunoloSki sustav i povezuju se s prevencijom bolesti, pruzajuci
prehrambene i imunoloSke prednosti ako se redovito konzumiraju (Ayivi i sur., 2020; Hati i sur.,
2013).



2.2.1.1. Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum, prije poznat kao Lactobacillus plantarum, jedna je od vrsta
Gram-pozitivnin BMK. Ima visoku ekoloSku i metaboli¢ku prilagodljivost koja postoji u Sirokom
rasponu stanista ukljuéujuéi mlije¢ne proizvode, povrée, meso i gastrointestinalni, vaginali i
urogenitalni trakt. Ima ve¢i genom od drugih vrsta BMK s brojnim genima, $to ukazuje na njegovu
snaznu prilagodljivost, visoku svestranost i raznolikost fenotipskih svojstava, metaboli¢kog
kapaciteta i industrijske primjene. Nasiroko se koristi u fermentaciji hrane poput jogurta, sira i
kiselog tijesta, poboljSavajuéi okus, teksturu i rok trajanja zbog proizvodnje bioaktivnih spojeva
kao Sto su egzopolisaharidi, vitamini i bakteriocini. Lp. plantarum je opéenito priznat kao siguran
(engl. Generally Recognized as Safe, GRAS) od Europske agencije za sigurnost hrane (engl.
European Food Safety Authority, EFSA) i ima kvalificiranu pretpostavku sigurnosti (engl. Qualified
Presumption of Safety, QPS) od ameriCke Uprave za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA), ¢ime se naglasava njegova sigurnost u primjeni u hrani. Metaboliti Lp.
plantarum, ukljuCuju¢i mlije¢nu kiselinu, masne Kkiseline, peptide, fenole, estere, amide i
bakteriocine, posjeduju antimikrobna svojstva uéinkovita protiv patogena i organizama kvarenja,
dok specificni sojevi mogu inhibirati Stetne mikotoksine kao $to su aflatoksini, okratoksini i
zearalenoni. Genomske studije nastavljaju istrazivati nove sojeve Lp. plantarum s primjenom u
sigurnosti i o€uvanju hrane, naglaSavajuéi njegov potencijal kao biokonzervansa i nutritivhog

pojacivaca (Li i sur., 2023; Yilmaz i sur., 2022).

Studije su pokazale da Lactiplantibacillus plantarum nudi zdravstvene prednosti izvan
svoje funkcionalne primjene u hrani. Probioti€ki sojevi Lp. plantarum mogu poboljati crijevnu
mikrobiotu, podrzati imunoloSku regulaciju, sniziti kolesterol u krvi i potencijalno smanijiti rizik od
raka inhibicijom aflatoksina (Abdelazez i sur., 2018). Sojevi poput Lp. plantarum UM55 proizvode
organske kiseline s antikancerogenim svojstvima, dok drugi sojevi u fermentiranoj hrani poput
kefira pojaCavaju aktivnost imunoloskih stanica protiv tumorskih stanica (Guimaraes i sur., 2018;
Yamane i sur., 2018). Osim toga, Lp. plantarum pokazuje ucinke protiv pretilosti, sa sojevima
poput LMT1-48 i KLDS1.0344 koji smanjuju lipogene gene, moduliraju crijevnu mikrobiotu i
poboljSavaju metabolizam lipida u modelima prehrane s visokim udjelom masti (Choi i sur., 2020;
Li i sur., 2020). Lp. plantarum takoder pokazuje obec¢avajucée rezultate u lije€enju upalne bolesti
crijeva i moze poduprijeti lijeCenje raka, IBS-a i infekcije Clostridium difficile pozitivnim utjecajem

na sastav crijevnog mikrobioma i imunoloSke odgovore (Kazmierczak-Siedlecka i sur., 2020).



2.2.1.2. Levilactobacillus brevis i S-proteini

Levilactobacillus brevis je mikroaerofilna, obligatno heterofermentativna, nesporogena,
Gram-pozitivna BMK s optimalnim rastom pri 30 °C i pH 4 — 6. Obi¢no se izolira iz mlijeka, sira,
biljaka, otpadnih voda, proizvoda od Zitarica, silaZze, fermentiranog povréa i mesa, fecesa, usta i
crijevnog trakta ljudi i Stakora. Kao pripadnik Lactobacillus roda i zbog dugotrajne upotrebe u
raznim tradicionalno fermentiranim prehrambenim proizvodima, L. brevis ima GRAS status. lako
nije uobi€ajen izbor za probioti¢ke proizvode, neka istrazivanja navela su ga medu sojevima koji
se koriste u takvim proizvodima i identificirala njegova potencijalna probioti¢ka svojstva. Vecina
sojeva posjeduje imunoloski heterogene povrsinske (engl. surface, S) proteine s molekularnom
tezinom u rasponu 38 — 55 kDa (Ronka i sur., 2003; Teixeira, 1999). Unato¢ korisnim svojstvima,
sojevi L. brevis takoder su prijavljeni kao uzroCnici kvarenja hrane i pi¢a, osobito piva. BMK
odgovorne su za gotovo 70 % incidenata mikrobnog kvarenja piva, pri ¢emu je L. brevis posebno
problematian. Ti sojevi mogu proizvesti spojeve neugodnog mirisa, povecanu Kkiselost i
zamucenost, §to sve negativno utjeCe na senzorske kvalitete piva. Takvo kvarenje Cesto zahtijeva
povlacenije ili opoziv proizvoda, Sto dovodi do znacajnih financijskih gubitaka u pivarskoj industriji

(Feyereisen i sur., 2019).

Kao 3to je ve¢ spomenuto, sojevi Levilactobacillus brevis Cesto posjeduju S-proteine.
Stani¢ne stijenke su vazna strukturna komponenta u prokariotskim organizmima, igrajuéi vitalnu
ulogu u razli¢itim aspektima njihova prezivljavanja. RazliCite strukture najudaljenijih grani¢nih
slojeva ukazuju na prilagodbe organizama na razliite ekoloSke i okoliSne uvjete. Tijekom
istraZivanja posljednjih desetlje¢a, Cesto su zabiljeZzene povrSinske strukture na arhejama i
bakterijama u obliku monomolekularnih kristalnih nizova proteinskih podjedinica nazvanih
povrSinski slojevi ili S-slojevi (vidljivo na slici 1), odnosno S-proteini (Sara i Sleytr, 2000). Ovi
uredeni nizovi sastoje se od podjedinica rasporedenih u tetragonalne, heksagonalne ili linearne
uzorke na povrsini stanice. S-proteini tipicno se sastoje od jedne vrste proteina ili glikoproteina s
molekulskom tezinom izmedu 40 i 200 kDa. Op¢enito, S-proteini €ine priblizno 5 — 10 % ukupnog
sadrzaja proteina u stanici, iako kod L. brevis sojeva oko 20 % ukupnih stani¢nih proteina
proizvodi se i izlu€uje u medij kao protein S-sloja. Visoka proizvodnja ovih proteina implicira na
njihovu vaznu ulogu. Smatra se da S-slojevi funkcioniraju kao zastitne barijere protiv vanjskih i
unutarnjih ¢imbenika, pruzaju strukturnu potporu za odrzavanje oblika stanice i olakSavaju
stani€nu adheziju. Istrazivanja su pokazala kako su S-proteini, osim kod L. brevis, tipi¢na
povrSinska struktura u nekoliko vrsta Lactobacillus, poput L. acidophilus, L. helveticus, L.

buchneri, L. casei, L. fermentum, L. bulgaricus i L. plantarum (Yasui i sur., 1995). Bududéi da je



prisutnost S-proteina zabiljeZena u mnogim vrstama probiotic¢kih laktobacila, upravo se neka
probiotiCka svojstva cijelih bakterija poput adhezije, agregacije ili inhibicije patogena mogu
povezati s pojavom odredenih vrsta S-proteina. Istrazivanja su pokazala kako je uklanjanje S-
proteina uzrokovalo promjenu otpornosti mikroorganizama na enzime gastrointestinalnog
sustava. Neki su sojevi takoder vecinom izgubili sposobnost agregacije i koagregacije u
nedostatku S-proteina, a rezultati su pokazali da S-proteini iako nisu jedine strukture uklju¢ene u
procese autoagregacije, glavni su posrednici u Lactobacillus vrstama. Adhezija na epitelne
stanice takoder se pripisuje S-proteinima Sto je pokazano ekspresijom receptorske vezne regije
S-proteina L. brevis u Lactococcus lactis koja je omogucila neadhezivnim laktokokima sposobnost
prianjanja na stani¢nu liniju crijevnog epitela Covjeka. Isto tako, kemijsko uklanjanje S-proteina
znacajno je smanijilo prianjanje L. brevis na ljudske intestinalne stani¢ne linije (Alp i sur., 2020;
Mobili i sur., 2010).
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Slika 1. Elektronska mikrografija stanice s heksagonalno uredenom reSetkom S-sloja (Sara i
Sleytr, 2000)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

Tijekom izrade ovog diplomskog rada koriStene su, prethodno izolirane iz kiselog kupusa

te identificirane, bakterije mlijeCne kiseline Levilactobacillus brevis SF15B i Lactiplantibacillus

plantarum SF15C te srodne BMK i potencijalno patogeni test-mikroorganizmi. Koristeni sojevi dio

su Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter

kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo SveuciliSta u Zagrebu Prehrambeno-biotehnolo$kog

fakulteta.

Tablica 1. Bakterijski sojevi koristeni u izradi rada

Bakterijski soj

Oznaka soja

Hranjiva podloga i uvjeti rasta

Levilactobacillus brevis SF15B MRS, 37 °C, anaerobno
Lactiplantibacillus plantarum SF15C MRS, 37 °C, anaerobno
Enterococcus faecium 9430 M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450 M17, 30 °C, aerobno
Staphylococcus aureus ATCC29213 hranjivi bujon, 37 °C, aerobno
Listeria monocytogenes ATCC19111 hranjivi bujon, 37 °C, aerobno
Escherichia coli ATCC25922 hranjivi bujon, 37 °C, aerobno
Salmonella enterica s. Typhimurium FP1 hranjivi bujon, 37 °C, aerobno

3.1.2. Hranjive podloge

U radu su koriStene sljedecCe hranjive podloge:

a) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj BMK roda Lactobacillus
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e MRS (engl. De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode) (,Biolife”,
Italija): pepton 10; mesni ekstrakt 10; kvadCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1;
MgSQO4x7H20 0,1; MnSO4x7H20 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge
iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 min.

¢ MRS tekuca podloga je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

b) hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj BMK roda Lactococcus i Enterococcus
e M17 bujon sastava (g/L destilirane vode) (,Biolife®, Italija): tripsinski hidrolizat kazeina
2,5; pepton 2,5; sojin pepton 5,0; kvas&ev ekstrakt 2,5; mesni ekstrakt 5,0; laktoza 5,0;
natrijev glicerofosfat 19,0; magnezijev sulfat 0,25; askorbinska kiselina 0,5. pH vrijednost

podloge iznosi 7,1.

¢) hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj test mikroorganizama
e hranijivi bujon (,Biolife®, Italija), sastava (g/L destilirane vode): pepton 15; mesni ekstrakt
3; NaCl 5; K-fosfat 0,3. pH podloge je 7,3, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15

min.

3.1.3. Kemikalije

e destilirana voda, PBF, Hrvatska

e etanol, ,Kemika“, Hrvatska

e E-testovi, M.I.C.E. Evaluators™, ,Oxoid*, Velika Britanija
e etil-acetat, ,Kemika“, Hrvatska

¢ filter-diskovi s antibioticima, ,Oxoid"“, Velika Britanija

o fosfatni pufer (engl. Phosphate-buffered saline, PBS), ,Kemika“, Hrvatska
e (licerol, ,Alkaloid“, Makedonija

e goveda zu€ (oxgall), ,Difco”, SAD

e heksan, ,PanReac Quimica“, épanjolska

o kalijev nitrat, ,Kemika*“, Hrvatska

e klorovodi¢na kiselina, ,Sigma-Aldrich®, SAD

e kloroform, ,Carlo Erba“, Njemacka

e natrijev klorid, ,Kemika“, Hrvatska
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e pankreatin, ,AppliChem GmbH®, Njemacka
e pepsin (P-700), ,AppliChem GmbH*, Njemacka

3.1.4. Aparatura i pribor

¢ Anaerocult® A za anaeroban uzgoj, ,Merck”, Njemacka

e automatske pipete, ,Eppendorf, SAD

e Bunsenov plamenik, ,OMM Laboratory Equipment®, Italija

e centrifuga Centric, ,Tehtnica®, Slovenija

o (ita€ mikrotitarskih plo€ica Infinite F Plex, ,, Tecan®, Svicarska
e epruvete 16x160 mm, ,Scherf Prazision Europe GmbH*, Njemacka
¢ hladnjak, ,Gorenje“, Slovenija

e kivete za centrifugiranje (15 mL, 50 mL), ,Falcon®, Engleska
e marker za pisanje po staklu, ,Edding“, Njemacka

o mikrotitarske plocCice (96 jazica), ,Falcon®, Engleska

¢ nastavci za automatske pipete, ,Eppendorf®, SAD

¢ penicilinke, ,Macherey-Nagel, Njemacka

o Petrijeve zdjelice, ,Golias®, Slovenija

e pincete, ,Isolab®“, Njemacka

e ravnalo, ,Rotring“, njemacka

e stalci za epruvete, ,NeolLab“, Njemacka

e termostat, ,Instrumentarija“, Hrvatska

e vibro-mjesa¢ EV-100, ,Kartell*, Italija



3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i €uvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlije€ne kiseline ¢uvaju se pri -80 °C u MRS bujonu uz dodatak 15 % (v/v)
glicerola. Dan prije izvodenja pojedinog eksperimenta, smrznute bakterijske kulture nacijepe se

u hranjivu podlogu te inkubiraju pri uvjetima navedenima u tablici 1.

3.2.2. Odredivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike

a) Odredivanje antibiotiCke aktivnosti metodom difuzije u agar s filter diskovima

Prekonoc¢na bakterijska kultura (100 uL) L. brevis SF15B i Lp. plantarum SF15C inokulira
se u epruvete koje sadrze 12 mL odgovarajuée krute hranjive podloge (MRS). Navedene krute
hranjive podloge potrebno je prethodno otopiti i temperirati pri 50 °C. Tako inokulirana podloga
izlije se u Petrijeve zdjelice na Cijem poklopcu je oznaCen naziv bakterije mlijeCne kiseline
(potrebno je prirediti po dvije Petrijeve zdjelice za svaku BMK, ukupno 4 Petrijeve zdjelice). Kad
se hranjiva podloga skrutne, sterilnom pincetom nanose se filter-diskovi s antibioticima kao $to je
prikazano na slici 2. Nanose se sljedeci antibiotici: ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin,
streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin i kloramfenikol. Pinceta se sterilizira tako da se
uroni u etanol i provuce kroz plamen. Sve Petrijeve zdjelice se inkubiraju pri optimalnim uvjetima
rasta. Nakon inkubacije slijedi mjerenje promjera zona inhibicije (r), uklju€ujuci i promjer diska,

koji se izrazava u mm.
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Slika 2. Primjer nanos$enja filter-diskova s odredenom koncentracijom pojedinog antibiotika na
hranjivu podlogu inokuliranu s bakterijom mlijeCne kiseline

AM10 — ampicilin; VA30 — vankomicin; S10 — streptomicin; GM10 — gentamicin; K30 — kanamicin; CC2 —
klindamicin; C30 — kloramfenikol; TE30 — tetraciklin; E15 — eritromicin

Slika izradena pomoc¢u BioRender.com

b) Odredivanje minimalne inhibicijske koncentracije antibiotika pomoc¢u E-testa

Prekonoc¢na bakterijska kultura (100 pL) L. brevis SF15B i Lp. plantarum SF15C inokulira
se u 12 mL krutog hranjivog medija (MRS agar) i razlije u oznacenu Petrijevu zdjelicu. Nakon $to
se inokulirana podloga skrutne, E-test koji sadrzi gradijent koncentracije odredenog antibiotika za
kvantitativno oc€itavanje minimalne inhibicijske koncentracije (engl. minimal inhibitory
concentration, MIC) antibiotika, polozi se pomocu pincete na ohladenu i skrutnutu hranjivu
podlogu. Koriste se E-testovi s antibioticima ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin,
streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin i kloramfenikol. Petrijeve zdjelice zatim se
inkubiraju pri optimalnoj temperaturi rasta ispitivanog mikroorganizma. Stavljaju se po dva E-testa
na svaku petrijevu zdjelicu. Potrebno je ukupno 5 petrijevih zdjelica za svaku BMK. Sljedeéi dan
ocCitava se MIC vrijednost koja inhibira rast bakterija mijeCne kiseline direktno s polozZene trakice
s antibiotikom. Dobivene rezultate treba usporediti s vrijednostima propisanim od strane EFSA-a

(2012) te interpretirati bakterijske sojeve kao osjetljive ili rezistentne.

14



3.2.3. Karakterizacija svojstava povrsine bakterijskih stanica - mikrobna adhezija na otapala

Sojevi BMK precijeplieni su u 5 mL svjezeg MRS bujona i stavljeni na anaerobnu
inkubaciju preko noci pri 37 °C. Ukupan volumen prekonoc¢nih kultura prebaci se u Falcon kivete
te centrifugira pri 4200 o/min tijekom 5 minuta. Supernatant se odbaci te slijedi ispiranje stanica
s 5 mL sterilne destilirane vode. Isprani talog stanica resuspendira se u 9 mL 0,1 M otopine KNO3
(pH 6,2). Tako pripremljenim suspenzijama odreduje se opticka gusto¢a na nacin da se po 100
ML suspenzija stanica nanese u jazice mikrotitarske ploCice, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija
pri 620 nm pomoc¢u uredaja Microplate Reader. Dodavanjem proracdunatog volumena otopine
KNOs, opticka gustoca stanica u suspenziji svake pojedine bakterijske kulture podesi se na 0,7
nakon ¢ega se ponovnim mjerenjem provjeri postignuta optiCka gustoca. Izmjerena vrijednost
optiCke gustoce nakon podeSavanja predstavlja poéetnu apsorbanciju (Ag). Po 3 mL tako
priredenih suspenzija bakterijskih stanica prebaci se potom u tri penicilinke, dodaje im se po 1 mL
pojedinog otapala (kloroform, etil-acetat, heksan) nakon &ega se penicilinke mije$aju na
vibromjesacu 90 sekundi. Penicilinke s uzorcima zatim se inkubiraju bez pomicanja pri sobnoj
temperature tijekom 20 minuta nakon ¢ega se paZljivo uzima 100 uL vodene faze za mjerenje

apsorbancije pri 620 nm.
Postotak mikrobne adhezije na pojedino otapalo izraunava se prema formuli:

adhezija (%) = (1- A/Ao) * 100 [1]
Ao — pocetna apsorbancija bakterijske suspenzije

A - apsorbancija bakterijske suspenzije nakon mijeSanja s otapalom i inkubacije na sobnoj

temperaturi

3.2.4. Ispitivanje prezivljavanja bakterija mlijeCne kiseline u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta

a) Priprema suspenzija stanica bakterija mlijeCne kiseline

5 mL prekonoéne kulture sojeva bakterija mlijeCne kiseline centrifugira se 5 minuta pri
4200 o/min. Bakterijske stanice isperu se s 1 mL sterilne otopine natrijevog klorida (0,5 %). To je

potrebno prirediti po dva puta za svaki ispitivani soj.

b) Priprava simuliranoga Zelu€¢anog soka i simuliranoga soka tankog crijeva
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Simulirani Zelu€ani sok priprema se suspendiranjem pepsina (3 g/L) u 0,5 % otopini
natrijevog klorida kojoj je pH podeden na 2,0 s koncentriranom kloridnom kiselinom. Simulirani
sok tankoga crijeva se priprema suspendiranjem pankreatina (1 g/L), i zu¢nih soli (3,0 mg/mL

govede 2zuci) u 0,5 % otopini natrijeva klorida, kojoj je pH podeSen na 8,0 s natrijevom luzinom.

c) Prezivljavanje izoliranih bakterijskih sojeva u simuliranom zelu€anom soku i soku tankoga

crijeva

Talog bakterijskih stanica suspendira se u 5 mL simuliranog soka Zeluca. Broj Zivih stanica
odreduje se u simuliranom soku Zeluca tijekom 2 sata indirekthom metodom na nacin da se svakih
sat vremena uzima po 100 uL uzorka, pripreme se odgovarajacuja razriedenja i nacijepi se na
MRS agar (0, 1i 2 sat). Nakon 2 sata uzorci bakterijskih stanica centrifugiraju se i suspendiraju u
4,7 mL simuliranog soka tankog crijeva. Broj zivih stanica u simuliranom soku tankoga crijeva
odreduje se tijekom 4 sata indirekthom metodom, na nacin da se svakih sat vremena uzima po
100 pL uzorka, pripreme se odgovarajacuja razriedenja i nacijepi se na MRS agar (3., 4., 5. i 6.

sat). IzraCunaju se takoder i postotci preZivljenja prema sljedeéim formulama:
% prezivljenja = ((log CFUN1)/(log CFUNO) * 100 2]

gdje CFUN1 oznac&ava broj stanica nakon 2 sata u simuliranom Zelu¢anom soku, a CFUNO broj

stanica na samom pocetku te

% prezivljenja = ((log CFUN2)/(log CFUN1)) * 100 [3]
pri ¢emu CFUN2 oznacava broj stanica nakon 4 sata u simuliranom soku tankog crijeva.
d) Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirekthom metodom

Iz priredenih uzoraka bakterijskih suspenzija pripreme se odgovarajuéa decimalna
razrijedenja u fizioloSkoj otopini (100 pL kulture u 900 pL fizioloSke otopine). Petrijeve zdjelice s
MRS hranjivom podlogom se nacijepe s po 10 uL odgovarajuéih razrijedenja, u dvije paralele.
Nakon 48 sati inkubacije pri 37 °C, izbroje se izrasle kolonije i proraCuna broj Zivih stanica po

mililitru uzorka.

3.2.5. Ispitivanje autoagregacijskih i koagregacijskih svojstava odabaranih bakterija mlije¢ne

kiseline

a) Ispitivanje autoagregacijskih svojstava
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Prekonoc¢ne kulture sojeva bakterija mlijecne kiseline (L. brevis SF15B i Lp. plantarum SF15C)
uzgoje se u 10 mL MRS bujona pri 37 °C tijekom 18 sati. Stanice se centrifugiraju 5 minuta pri
4200 o/min te isperu suspendiranjem u 1 mL fosfatnog pufera (pH=7,2) i ponovnim
centrifugiranjem. Nakon ispiranja stanice se suspendiraju u 20 mL pufera. 4 mL priredene
suspenzije odpipetira se u penicilinku i koristi za odredivanje autoagregacijskih svojstava, dok se
ostatak suspenzije koristi za odredivanje koagregacijskih svojstava. Suspenzija bakterijskih
stanica izmje$a se na vibromje$acu, a zatim se odreduje bakterijska autoagregacija u nultom satu
i tijekom sljedecih 5 sati pri sobnoj temperaturi. Autoagregacija se odreduje pipetiranjem 100 pL
s vrha suspenzije bakterijskih stanica u mikrotitrsku plocicu te se ocita apsorbancija pri 620 nm

(kao slijepa proba koristi se 100 pL fosfatnog pufera (pH=7,2)).
Postotak autoagregacije se izraCunava prema formuli:
% agregacije = (1 — A/Ao) * 100 [4]
A: — aposorbancija u vremenu t (t=5)
Ao — apsorbancija u vremenu t=0
b) Ispitivanje koagregacijskih svojstava

Ispituje se takoder koagregacija bakterijskih sojeva (L. brevis SF15B i Lp. plantarum
SF15C) sa srodnim bakterijama mlijecne kiseline (Ec. faecium 9430 i Lc. lactis LMG 9450, L.
brevis SF15B odnosno L. plantarum SF15C) te s potencijalno patogenim test-mikroorganizmima
(S. aureus ATCC29213, L. monocytogenes ATCC19111, E. coli ATCC25922 i Salmonella enterica
s. Typhimurium FP1) prema parovima pokazanim u tablici 2. Suspenzije srodnih BMK i test-
mikroorganizma potrebno je pripremiti na nacin opisan za BMK, s time da se konaéno
resuspendiranje provodi u 10 mL fosfatnog pufera. Od toga, 4 mL suspenzija se koristi za
ispitivanje autoagregacije test-mikroorganizama i srodne BMK. Za ispitivanje koagregacije, po 2
mL svakog od para bakterijskih suspenzija (ukupan volumen 4 mL) izmijeSa se na vibromjeSacu,
a zatim se odreduje bakterijska koagregacija u nultom satu i tijekom sljedecih 5 sati pri sobnoj
temperaturi. Uzorci se uzimaju na isti nacCin kao i za odredivanje autoagregacije, oCita im se

apsorbancija pri 620 nm, a postotak koagregacije se izraCuna prema formuli:
% koagregacije = [(ODx + ODy)/2 — OD(x + y)]/[(ODx + ODy)/2] * 100 [5]

gdje su x i y pojedinacne bakterijske suspenzije ispitivanog bakterijskog para, (x + y) predstavlja

suspenziju ispitivanog para bakterija, a OD jest oznaka za opti¢ku gustoCu (engl. optical density).
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Tablica 2. Prikaz parova koagregacije

Koagregacija

Ec. faecium

Lc. lactis

L. plantarum

L. brevis S. aureus

L. monocytogenes
E. coli

Salmonella enterica s. Typhimurium

Ec. faecium

Lc. lactis

S. aureus
Lp. plantarum L. monocytogenes
E. coli

Salmonella enterica s. Typhimurium

3.2.6. Turbidimetrijsko odredivanje brzine rasta kultura odabranih izolata pri razliitim
koncentracijama NaCl-a: prezivljavanje Lactobacillus sojeva pri razliCitim tehnoloSkim stresnim

uvjetima

Prati se rast prekonoénih kultura BMK u mikrotitarskim ploicama uz dodatak odredene
koli¢ine soli (2,5 %, 4,5 % i 6,5 % NaCl). 15 pL prekonoénih kultura odabranih izolata nanosi se
na mikrotitarsku plocicu pri ¢emu se prati rast BMK pri 37 °C. Kao kontrola koristene su kulture
uzgojene u Cistom MRS mediju. Kao slijepa proba, koristen je Cisti MRS medij i MRS medij uz
dodatak razli¢itih koncentracija soli. Na mikrotitarske plo€ice se nanosi po 235 uL odredenog
medija te 15 pL prekonoénih kultura odabranih izolata. Slijepu probu ¢ini 235 pL medija u kojem
se ispituje rast i 15 yL medija u kojem je uzgojena kultura (Cisti MRS medij). Nakon nanoSenja
uzoraka, odreduje se poCetna apsorbancija na €itaCu mikrotitarskih plo€ica pri 620 nm i plo€ice
se inkubiraju pri 37 °C. Mjerenje apsorbancije provodi se svaki drugi sat prvih 6 sati kada se
bakterijske stanice nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta te 22. i 24. sat, kada se ve¢ nalaze u
stacionarnoj fazi rasta. Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta, a na kraju se nacrta krivulja rasta

svakog bakterijskog soja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Osjetljivost na antibiotike — izrada antibiograma

4.1.1. Odredivanje antibiotiCke aktivnosti metodom difuzije u agar s filter diskovima

Difuzijske metode karakterizira pasivna difuzija antibiotika u &vrstu hranjivu podlogu
inokuliranu kulturom ispitivanog mikroorganizma. Osjetljivost bakterijske kulture na antibiotike koji
se ispituju utvrduje se metodom difuzije u agaru, pri ¢emu se na povrSinu agara stavljaju filter
diskovi koji sadrzavaju odredenu koncentraciju antibiotika. UCinkovitost antibiotika kvantificira se
mjerenjem promjera zona inhibicije koje okruzuju diskove, §to odraZava stupanj supresije rasta

bakterija. Primjeri zona inhibicije mogu se vidjeti na slici 3.

Slika 3. Zone inhibicije nastale difuzijom ispitivanih antibiotika u hranjivu podlogu inokuliranu
sojem SF15C (vlastita fotografija)

Tablica 3. Rezultati mjerenja promjera zona inhibicije u milimetrima

Soj Antibiotik
AM10  VA30 | S10 GM10 K30 | CC2 | C30 | TE30O E15
SF15B 30 0 0 12 8 25 26 25 25
SF15C 27 0 0 7 0 25 26 20 21

AM10 — ampicilin; VA30 — vankomicin; S10 — streptomicin; GM10 — gentamicin; K30 — kanamicin; CC2 —
klindamicin; C30 — kloramfenikol; TE30 — tetraciklin; E15 — eritromicin
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Zone inhibicije predstavljaju podruéja gdje djelovanje antibiotika suzbija rast bakterija.
Veci promjer zone ukazuje na vecéu osjetljivost bakterija na antibiotik, dok manje zone ukazuju na
smanjenu osjetljivost. Na temelju rezultata prema tablici 3, sojevi SF15B i SF15C pokazali su
sli€éne obrasce osjetljivosti na testirane antibiotike. Prema standardima Instituta za klini¢ke i
laboratorijske studije (engl. Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI), bakterijski sojevi
smatraju se osjetljivima ako zona inhibicije iznosi 20 mm ili viSe, umjereno osjetljivima ukoliko je
zona inhibicije izmedu 15 i 19 mm, dok se sojevi sa zonama manjim ili jednakim od 14 mm
smatraju rezistentnima na antibiotik koji se nalazi na filter disku. Na ampicilin, klindamicin,
kloramfenikol, tetraciklin i eritromicin oba soja pokazuju osjetljivost, dok su rezistentni na
vankomicin, streptomicin, gentamicin i kanamicin. Istrazivanje Anisimove i Yarulline (2019) gdje

su ispitivani L. brevis i nekoliko sojeva Lp. plantarum pokazalo je jednake rezultate.

4.1.2. Odredivanje minimalne inhibicijske koncentracije antibiotika pomocu E-testa

Sli¢no kao i u metodi difuzije u agar s filter diskovima, na inokulirane, skrutnute podloge
stavljaju se trakice, odnosno E-testovi koji sadrze gradijent koncentracije odredenog antibiotika.
Pomocu njih odreduje se MIC, odnosno najniza koncentracija antibiotika koja inhibira rast

bakterija, koja se ocCitava takoder pomocu nastalih zona inhibicije prikazanih na slici 4.
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Slika 4. Zone inhibicije nastale djelovanjem antibiotika pomo¢u E-testova na hranjivoj podlozi
inokuliranoj sojem SF15C (viastita fotografija)

20



Tablica 4. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem MIC antibiotika za soj SF15B i grani¢nih
vrijednosti prema EFSA-i (2012)

Antibiotik Rezultat (ug/mL) EFSA (ug/mL) Osjetljivost
GM 12 16 osjetljiv
CL 1,50 4 osjetljiv
EM 0,125 osjetljiv
VA nema inhibicije nema zahtjeva /

CM 0,016 1 osjetljiv
SM 384 64 otporan
AM 0,032 2 osjetljiv
KM nema inhibicije 32 otporan
TC 0,38 8 osjetljiv

GM - gentamicin; CL — kloramfenikol; EM — eritromicin; VA — vankomicin; CM — klindamicin; SM —
streptomicin; AM — ampicilin; KM — kanamicin; TC — tetraciklin

Tablica 5. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem MIC antibiotika za soj SF15C i grani€nih
vrijednosti prema EFSA-i (2012)

Antibiotik Rezultat (ug/mL) EFSA (ug/mL) Osjetljivost
GM 48 16 otporan
CL 1,50 8 osjetljiv
EM 0,50 1 osjetljiv
VA nema inhibicije nema zahtjeva /

CM 0,047 2 osjetljiv
SM 384 nema zahtjeva /

AM 0,023 2 osjetljiv
KM nema inhibicije 64 otporan

U svrhu razlikovanja rezistentnih od osjetljivin sojeva, panel za aditive i proizvode ili tvari
koje se koriste u hrani za Zivotinje (engl. The Panel on Additives and Products or Substances
used in Animal Feed, FEEDAP) definira mikrobioloSke grani¢ne vrijednosti. MikrobioloSke
grani¢ne vrijednosti postavljaju se prou¢avanjem distribucije MIC-a odabranih antibiotika u
bakterijskim populaciama koje pripadaju jednoj taksonomskoj jedinici (vrsti ili rodu). Dio

populacije koji jasno odstupa od normalno osjetljive populacije kategorizira se kao rezistentan.
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Sukladno tomu prema EFSA-i, sojevi se mogu kategorizirati kao osjetljivi ili otporni na

antimikrobna sredstva na sljedeéi nacin:

o osjetljiv (S): bakterijski soj definira se kao osjetljiv kada je inhibiran pri koncentraciji
specificnog antibiotika koja je jednaka ili niza od utvrdene grani¢ne vrijednosti (S <
X pg/mL);

e otporan (R): bakterijski soj definiran je kao otporan kada nije inhibiran pri
koncentraciji specificnog antibiotika viSoj od utvrdene grani¢ne vrijednosti (R > x

Mg/mL).

Prema tablicama 4 i 5 se moze zakljugiti kako su sojevi uglavnom osjetljivi na ispitivane antibiotike
i prikladni za uporabu kao dodaci sto¢noj hrani. U slu€ajevima gdje sojevi pokazuju rezistenciju
na odredene antibiotike, kao $to je slu€aj sa streptomicinom i kanamicinom kod soja SF15B te
gentamicinom i kanamicinom kod soja SF15C, najprije se mora utvrditi genetska osnova
otpornosti (slika 5). FEEDAP panel (EFSA, 2012) nalaze sljedece:

e Dbilo koji bakterijski soj koji nosi intrinzicnu otpornost na antimikrobna sredstva
predstavlja minimalan potencijal horizontalnog Sirenja i stoga se moze koristiti kao
dodatak sto¢noj hrani;

o bilo koji bakterijski soj koji nosi steCenu rezistenciju na antimikrobna sredstva za koju
se pokazalo da je posljedica kromosomske mutacije ima nizak potencijal horizontalnog
Sirenja i opc¢enito se moze koristiti kao dodatak sto¢noj hrani;

o bilo koji bakterijski soj koji nosi steCenu rezistenciju na antimikrobna sredstva za koju
se pokazalo da je posljedica stjecanja genetske determinante predstavlja najveci
potencijal za horizontalno Sirenje i ne bi se trebao koristiti kao dodatak sto¢noj hrani;

e U nedostatku informacija o genetskoj prirodi pokazane otpornosti, soj se ne smije

koristiti kao dodatak sto¢noj hrani.

Druga istraZivanja pokazala su sli¢ne rezultate. U istraZivanju Kwon i sur. (2021) ispitivani
sojevi Lp. plantarum pokazali su takoder osjetljivost na kloramfenikol, eritromicin, klindamicin i
ampicilin, ali i na gentamicin te kanamicin. Nadalje, Torres-Maravilla i sur. (2023) testirali su soj
L. brevis koji je pokazao osjetljivost na gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin,

klindamicin i tetraciklin, a rezistenciju na ampicilin i kloramfenikol.
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Kvantitativho odredivanje MIK

MIC = grani¢na MIC > grani€na
vrijednost vrijednost

prihvatljivo Genetska osnova
otpornosti

stetena intrinzi¢na otpornost

steCena rezistencija prihvatljivo

dodani geni genomska mutacija

nije prihvatljivo | generalno prihvatljivo

Slika 5. Prijedlog sheme za procjenu antimikrobne rezistencije bakterijskog soja koji se koristi
kao dodatak sto€noj hrani (prema EFSA, 2012)

Rasirena uporaba antibiotika u terapijske, profilakticke svrhe i svrhe poticanja rasta u
uzgoju stoke znacajno je pridonijela Sirenju otpornosti na antibiotike (Rahman i sur., 2022).
ProbiotiCke bakterije u idealnom bi slucaju trebale biti osjetljive na uobi¢ajeno koriStene antibiotike
kako bi se smanijio rizik od prijenosa gena za otpornost na antibiotike na patogene bakterije u
gastrointestinalnom traktu. Horizontalni prijenos gena, gdje se geni za otpornost na antibiotike
prenose izmedu bakterija, mogao bi pogorSati globalno javnozdravstveno pitanje otpornosti na
antibiotike (Mathur i Singh, 2005). Testiranje osjetljivosti potencijalnih probiotiCkih bakterija na
antibiotike klju¢no je za sprjeCavanje Sirenja rezistencije na antibiotike, osiguravanje sigurnosti

terapijskih primjena i uskladenost s regulatornim standardima.

4.2. Ispitivanje prezivljavanja bakterija mlije¢ne kiseline u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta

Da bi se kvalificirao kao probiotik, mikroorganizam mora zadovoljiti stroge kriterije
specificne za probioti¢ku funkcionalnost. Primarni zahtjev jest sposobnost prezivljavanja prolaska
kroz gastrointestinalni (Gl) trakt, $to je bitno za kasniju adheziju na crijevni epitel, ispoljavanje

antimikrobnih ucinaka i stimuliranje imunolo$kog odgovora (Javanshir i sur., 2021). Primarni je
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izazov za mikroorganizme u Zelucu izlozenost niskom pH i pepsinu. Uz to, potencijalni probioti¢ki
sojevi moraju pokazati sposobnost preZivijavanja i proliferacije u prisutnosti 0,15 — 0,30 % Zucnih
soli, odrazavajuci koncentracije koje se tipi¢no nalaze u ljudskom dvanaesniku (Ahmad i sur.,
2024).

Eksperiment se provodi tijekom 6 sati pri ¢emu 0., 1. i 2. sat simuliraju prezivljavanje u
zelu€anom soku, a 3., 4., 5. i 6. prezivljavanje u soku tankog crijeva. Broj zivih stanica odreduje
se indirektnom metodom tako Sto se prireduju odgovarajuéa razrjedenja i nacjepljuju na MRS
agar u dvije paralele te inkubiraju 48 sati. Nakon inkubacije izbroje se izrasle kolonije i proracuna
broj zivih stanica po mililitru uzorka. Primjer poraslih kolonija vidljiv je na slici 6, a dobiveni rezultati

na slikama 7i 8.

Slika 6. Porasle kolonijéfsojeva SF15B i SF15C nakon jednog sata u simuliranim uvjetima
zelu€anog soka (vlastita fotografija)
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Slika 7. PreZivljavanje soja SF15C u simuliranim uvjetima Zelu€¢anog soka i soka tankog crijeva
tijekom 6 sati
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Slika 8. Prezivljavanje soja SF15B u simuliranim uvjetima Zelu€anog soka i soka tankog crijeva
tijekom 6 sati
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Prema ovom istrazivanju, Lp. plantarum SF15C pokazuje sposobnost prezivljavanja u
simuliranom Zelu¢anom soku (pH 2,0 3 g/L pepsina tijekom 2 sata) u postotku od 70,29 %,
odnosno 92,12 % u simuliranom soku tankog crijeva (pH 8,0 3 g/L Oxgall i 1 g/L pankreatin 4
tijekom 4 sata). Kim i sur. (2021) postigli su rezultate od 97 % preZivljenja (pH 2,5 3 g/L pepsina
tijekom 3 sata) za simulirani Zelu€ani sok, ali 75 % za simulirano tanko crijevo (3 g/L Oxgall tijekom
24 sata). S druge strane, u istrazivanju Nguyen i sur. (2020) prezivljenje nakon 3 sata u
simuliranom Zelu¢anom soku (pH 2,0 3 g/L pepsin) bilo je svega 48 %, iako je postotak preZivljenja

u simuliranom tankom crijevu (pH 7,0 1 g/L pankreatin) bio visi, s postotkom od 96 %.

PreZivljenje L. brevis SF15B u simuliranom Zeluéanom soku u ovom istraZivanju (pH 2,0
3 g/L pepsin tijekom 2 sata) iznosi 67,60 %, odnosno 90,27 % za simulirano tanko crijevo (pH 8,0
3 g/L Oxgall i 1 g/L pankreatin tijekom 4 sata). IstraZivanje Kocabay (2023) pokazalo je sli¢ne
rezultate sa 72 % prezivljenja u simuliranom Zelu€¢anom soku (pH 2,0 3 g/L Oxgall tijekom 5 sati)
te 70 % za simulirani sok tankog crijeva (pH 8,0 1 g/L tripsin tijekom 4 sata). Druga istrazivanja
davala su rezultate u rasponu 94 — 100 % za simulirani Zelu¢ani sok (pH 2,5 3 g/L pepsin tijekom
3 sata) i 98 — 106 % za simulirano tanko crijevo (3 g/L Oxgall tjekom 24 sata) (Kim i sur., 2021;
Yang i sur., 2020).

Prilikom ulaska u Zeludac probioticke bakterije izloZene su vrlo kiselim uvjetima zZelu¢anog
soka koji je letalan za vecinu bakterija, pogotovo one koje nemaju otpornost na kiselinu. Prolazak
kroz Zeludac moze trajati izmedu 5 minuta pa do 2 sata, izlazuci probiotike znacajnom stresu,
ukljuCujuci visoku kiselost i ionsku snagu, aktivnim probavnim enzimima poput pepsina i
mehani¢kom mijeSanju. U tankom crijevu dolazi do neutraliziraju¢eg uc€inka crijevnog soka kojem
je pH izmedu 6,0 i 7,5, puno blazi od Zzeluanog soka. Medutim, Zu¢ne kiseline te razni probavni
enzimi poput lipaze, amilaze i proteaze takoder mogu utjecati na odrzivost probiotika (Han i sur.,
2021). Ispitivani sojevi u ovom istrazivanju pokazali su dobru otpornost na surove uvjete
Zelu€anog soka i zu€i u Gl traktu, medutim kako bi se povecéala dodatno tolerancija, probiotici se

mogu obloZiti dodatnim zastitnim omotacem, odnosno mikrokapsulirati.

4.3. Karakterizacija svojstava povrsine bakterijskih stanica - mikrobna adhezija na

otapala

Ispitivanje mikrobne adhezije na otapala (engl. Microbial adhesion to solvents, MATS)

koristi se za procjenu povrsinskih svojstava mikrobnih stanica usporedbom njihovog afiniteta za
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nepolarna i monopolarna otapala. Ova metoda omogucuje karakterizaciju hidrofobnih, bazi¢nih
(elektron-donorskih) i kiselih (elektron-akceptorskih) svojstava povrSine mikrobne stanice.
Povrdinska svojstva stanica igraju kljuénu ulogu u interakcijama stanica-okoli§, zna¢ajno utjeuci

na potencijal za stvaranje mikrobnog biofilma te sposobnost koloniziranja Gl trakta.
Za odredivanje svojstava povrsine bakterijskih stanica koristena su otapala:

o kloroform — otapalo akceptor elektrona
o gtil-acetat — otapalo donor elektrona

e heksan — nepolarno otapalo

Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slikama 9 i 10.
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Slika 9. Postotak adhezije L. brevis SF15B na ispitivana otapala
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Slika 10. Postotak adhezije Lp. plantarum SF15C na ispitivana otapala

Mikrobna adhezija na heksan kao nepolarno otapalo odraz je hidrofobnosti stani¢ne
povrSine $to je pozelino zbog poticanja prianjanja na hidrofobne povrSine crijevnog epitela i
kolonizacije Gl trakta; mikrobna adhezija na kloroform (akceptor elekirona) ukazuje na bazi¢na
(elektron-donorska) svojstva, a mikrobna adhezija na etil-acetat (donor elektrona) upucéuje na

kisela (elektron-akceptorska) svojstva povrsine ispitivanih bakterijskih stanica.

Povrdina se smatra relativnho hidrofobnom kada je postotak veéi od 50 %, a relativho
hidrofilnom u suprotnom slu€aju (Zanane i sur., 2023). Prema tome, obje povrsine ispitivanih
sojeva ne pokazuju hidrofobna svojstva, pri Cemu SF15C pokazuje znatno manju hidrofobnost s
postotkom adhezije manjim od 10 %, nasuprot SF15B koji posjeduje S-proteine te pokazuje
svojstvo adhezije u postotku od 37,43 %. Oba soja pokazuju veliki afinitet prema kloroformu (viSe
od 60 %) Sto ukazuje na to da su staniCne povrsine negativno nabijene. Sli¢an su afinitet sojevi
pokazali i prema etil-acetatu koji pokazuje prisutnost pozitivhog naboja na povrsini stanice, 17,01
% za SF15C te 18,74 % za SF15B. Prema tome, moze se zakljuiti da oba soja imaju hidrofilniju
i uglavnhom negativno nabijenu povrsinu. Istrazivanje Kocabay (2023) takoder pokazuje nizu
hidrofobnost L. brevis s afinitetom prema heksanu nesto ve¢im od 20 %, a prema Wu i sur. (2023)
Lp. plantarum pokazao je afinitet prema kloroformu 34,48 %, prema etil-acetatu 18,11 % te

hidrofobnost u rasponu 4 — 45 % u istrazivanju Leska i sur. (2022).

Sojevi identificirani kao probiotici moraju pokazati sposobnost adhezije na epitelne stanice

sluznice, staniCne linije, a takoder ih treba karakterizirati sposobnost smanjenja prianjanja
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patogenih mikroorganizama na povrSinu stanice domacina (FAO/WHO, 2002). Adhezija na
crijevne epitelne stanice vazan je preduvjet za kolonizaciju probioti¢kih sojeva u
gastrointestinalnom traktu, sprje€avajuéi njihovu neposrednu eliminaciju peristaltikom i
osiguravajuci konkurentsku prednost u tom ekosustavu (Kos i sur., 2003). To je sloZen proces na
koji utjeCu povrSinska svojstva bakterijske stanice, karakteristike materijala na koji se bakterija
veze, kao i faktori iz okoline. U tom procesu sudjeluju razli€ite slabe, nespecifi¢ne fizikalno-
kemijske interakcije (elektrostatske, van der Waalsove, vodikove i hidrofobne interakcije), ali i
specificne interakcije izmedu liganda i receptora (Bani¢, 2021). Adhezija povecava sposobnost
probiotiCkih bakterija da koloniziraju crijeva, inhibiraju patogene mikroorganizme, stimuliraju

imunoloski sustav, stvaraju zastitne biofilmove i te podrzavaju zdravlje crijeva.

4.4. Ispitivanje autoagregacijskih i koagregacijskih svojstava odabaranih bakterija

mlije€ne kiseline

Adhezija na crijevni epitel i kolonizacija gastrointestinalnog trakta klju¢ne su odlike
probioti¢kih bakterija, uz njihovu sposobnost prezivljavanja u teSkim uvjetima Gl sustava. Pocetni
korak u kolonizaciji ukljuCuje adheziju probiotiCkih sojeva na epitelne stanice crijeva. Kolonizacija
se postize kada bakterijska populacija ostaje stalno prisutna u Gl traktu bez potrebe za
ponovljenom oralnom primjenom, Sto ukazuje da reprodukcija bakterija odgovara stopi njihovog
fizickog uklanjanja iz sustava (Han i sur., 2021). Obi¢no se smatra da je soj probiotika uspjeSno
kolonizirao Gl trakt ako se moze izdvojiti iz fekalnih uzoraka sedam dana nakon oralnog uzimanja.
Agregacija bakterijskih stanica igra klju&nu ulogu u olak$avanju adhezije i kolonizacije. Agregacija
se odnosi na reverzibilno grupiranje stanica, $to im omogucéuje da se nasele u okolnom mediju.
Autoagregacija se dogada kada se stanice istog bakterijskog soja agregiraju, dok se koagregacija
odnosi na grupiranje stanica iz razli€itih bakterijskih sojeva (Zawistowska-Rojek i sur., 2022b).

Dobiveni rezultati auto- i koagregacije vidljivi su na slikama 11 12.
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Najvedi postotak autoagregacije pokazuju L. monocytogenes i S. aureus (86,60 % i 84,70
%). Prema ovom radu, Lp. plantarum SF15C autoagregira u postotku od 66,09 %, a L. brevis
SF15B u postotku od 34,85 % S&to je iznenadujuce s obzirom da je L. brevis skloniji posjedovanju
S-proteina na povrsini stanice koji pomazu u autoagregaciji stanica, medutim i ostala istrazivanja
davala su razne rezultate. Lp. plantarum postizao je vrijednosti autoagregacije 8 — 20 %
(Zawistowska-Rojek i sur., 2022b), 16 % (DellAnno i sur., 2021), te 41 % i 57,5 % (Darmastuti i
sur., 2021). S druge strane, prema Hojjati i sur. (2020) L. brevis autoagregirao je u postotku od
40 %, 34 % prema Barzegar i sur. (2023) te 99 % prema ben Taheur i sur. (2016).

Najbolju koagregaciju pokazali su SF15B i L. monocytogenes (80,97 %), najslabiju SF15C
i Ec. faecium (47,31 %), a potom SF15B i SF15C (48,89 %). Oba soja pokazala su jednake
afinitete prema istim testiranim bakterijama. Generalno, SF15B bolje je koagregirao s ispitivanim
bakterijama &to je moguce upravo zbog postojanja S-proteina, iako su oba soja pokazala visoku

koagregaciju Sto ide u prilog njihovom ispitivanom probiotickom djelovanju.

Autoagregacija je kljuCna jer olakSava stvaranje bakterijskih zajednica, ukljuujuci
biofilmove, koji sluze kao zastita koja podrzava prezivljavanje i razmnozavanje bakterija. Unutar
ovih biofilmova, probioti¢ke bakterije dobivaju poboljSanu zastitu od nepovoljnih uvjeta, kao §to je
kiseli pH Zeluca, prisutnost zuénih soli u crijevima i obrambeni mehanizmi imunoloskog sustava
domacina. Autoagregirane bakterijske stanice pokazuju poboljSanu adheziju na crijevnu sluznicu,
potiCuci u€inkovitiju kolonizaciju gastrointestinalnog trakta i doprinoseci dugoro€noj postojanosti i

funkcionalnosti probioti¢kih sojeva (Trunk i sur., 2018).

Koagregacija igra kljuénu ulogu u kompetitivnim interakcijama izmedu probiotika i
patogenih mikroorganizama. Kada probiotiCke bakterije agregiraju s patogenima, one sprje€avaju
sposobnost patogena da prianjaju na crijevni epitel stvaranjem fizi¢kih asocijacija. Ovo vezanje
uCinkovito smanjuje sposobnost patogena da uspostave kolonizaciju unutar Gl trakta, ¢ime se
ograniCava njihova proliferacija i pridonosi prevenciji infekcije. Koagregacija tako poja¢ava ulogu
probiotika u odrzavanju zdravlja crijeva nadmetanjem Stetnih mikroba za mjesta prianjanja i

stvaranjem zastitne barijere protiv patogene kolonizacije (Collado i sur., 2008).

31



4.5. Prezivljavanje Lactobacillus sojeva pri razli¢itim koncentracijama NaCl-a

Da bi probiotici bili korisni za ljudsko zdravlje, moraju ostati odrzivi u velikom broju tijekom
daljnje obrade, unutar prehrambenog proizvoda i tijekom prolaska kroz Gl trakt, gdje se susre¢u
sa stresnim uvjetima kao Sto su kiselost, slano¢a, osmotski tlak i temperaturne fluktuacije.
Sposobnost probioti¢kih stanica da izdrze ove okoliSne stresore moze se poboljSati prilagodbom
na uvjete koji nisu optimalni (Bisson i sur., 2021). Procjena krivulije rasta turbidimetrijom
predstavlja jednostavnu i brzu metodu za procjenu ucinka parametara okoliSa na rast

mikroorganizama. Dobivene krivulje vidljive su na slikama 13 — 16.

Porast bakterija (OD620)

0 5 10 15 20 25
Vrijeme (h)

—8—SF15B ®—SF15C

Slika 13. Krivulje rasta sojeva SF15B i SF15C u slijepoj probi (MRS)
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Slika 14. Krivulje rasta sojeva SF15B i SF15C uz dodatak 2,5 % NaCl

1,4

1,2

Porast bakterija (OD620)
o o o
N [¢)] [o] -

o
N

o
(6]

10 15 20 25
Vrijeme (h)

——SF15B —@—SF15C

Slika 15. Krivulje rasta sojeva SF15B i SF15C uz dodatak 4,5 % NaCl
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Slika 16. Krivulje rasta sojeva SF15B i SF15C uz dodatak 6,5 % NaCl

Lp. plantarum SF15C i L. brevis SF15B pokazuju sli¢ne profile rasta u razli¢itim dodanim
koncentracijama NaCl-a. U usporedbi sa slijepom probom u MRS-u, koncentracija NaCl-a od 2,5
% zanemarivo je utjecala na rast ispitivanih sojeva s time da je SF15B u prvih 20 sati davao bolje
rezultate. Koncentracija od 4,5 % pokazala je vrlo sli€an uzorak rasta, pri ¢emu je SF15C imao
nedto vedi porast. Znatno slabiji rast zabiljeZzen je dodatkom NaCl-a u koncentraciji od 6,5 % kod
oba soja. Sposobnost ovih bakterija mlije¢ne kiseline da izdrze povisene uvjete NaCl-a naglasava
njihov potencijal kao starter kultura za proizvodnju fermentiranih proizvoda gdje se takve
koncentracije soli ¢esto susrec¢u tijekom obrade. U istrazivanju Oh i sur. (2020) Lp. plantarum
pokazao je rast u koncentracijama NaCl-a do 8 %, a L. brevis €ak i u koncentracijama do 10 %
(Singh i sur., 2020).

BMK Cesto se koriste kao starter kulture u fermentiranim proizvodima. U mnogim
fermentiranim prehrambenim proizvodima, poput kiselih krastavaca, kiselog kupusa i odredenih
mlije¢nih proizvoda, NaCl koristi se za kontrolu rasta mikroba, okusa i teksture. BMK moraju biti
u stanju prezivjeti i ostati metabolicki aktivne u tim okruzenjima s visokim sadrzajem soli kako bi
se izvrSila fermentacija (Sionek i sur., 2023). Njihova sposobnost toleriranja razlicitih koncentracija
NaCl-a osigurava dosljednu fermentaciju, $to dovodi do proizvodnje Zeljenih okusa, tekstura i

inhibicije organizama koji uzrokuju kvarenje.
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5. ZAKLJUCCI

1. Sojevi Levilactobacillus brevis SF15B i Lactiplantibacillus plantarum SF15C pokazali su
sliéne obrasce reakcije prema testiranim antibioticima koristedi filter diskove. Vec¢i promjer
zona inhibicije kod ampicilina, klindamicina, kloramfenikola, tetraciklina i eritromicina
ukazuje na osjetljivost oba soja na ove antibiotike, dok manje zone ili izostanak inhibicije
za vankomicin, streptomicin, gentamicin i kanamicin sugeriraju njihovu otpornost.
Koriste¢i E-test, sojevi SF15B i SF15C pokazali su osjetljivost na veéinu ispitivanih
antibiotika, medutim otpornost SF15B na streptomicin i kanamicin te SF15C na gentamicin
i kanamicin zahtijeva dodatnu provjeru genetske osnove otpornosti.

2. Reazultati istrazivanja pokazali su kako sojevi Lp. plantarum SF15C i L. brevis SF15B imaju
dobru sposobnost prezZivljavanja u simuliranim uvjetima Zelu¢anog soka i soka tankog
criieva s time da dodatna zastita putem mikrokapsulacije moze poboljSati njihovu
stabilnost i ucinkovitost u gastrointestinalnom traktu.

3. Rezultati MATS-a ukazuju na hidrofilne povrsine kod oba soja, pri €¢emu SF15C ima
znacajno nizu hidrofobnost. Oba soja iskazala su snazan afinitet prema kloroformu, sto
ukazuje na vecinski negativan naboj stani¢ne povrsine, dok slabiji afinitet prema etil-
acetatu sugerira prisutnost pozitivnog naboja.

4. Lp. plantarum SF15C pokazao je bolje svojstvo autoagregacije nego L. brevis SF15B
unatoc prisutnosti S-proteina kod SF15B. Oba soja pokazala su znacajnu koagregaciju sa
srodnim BMK i potencijalno patogenim test-mikroorganizmima, posebno SF15B.

5. Turbidimetrijskim odredivanjem brzine rasta, ispitivani sojevi pokazali su sliCan rast u
prisutnosti razli€itih koncentracija NaCl-a, uz minimalan utjecaj koncentracije od 2,5 %,

nesto slabiji rast pri 4,5 %, a znatno smanjen rast pri 6,5 %.
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