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1.uUvoD

Majcino mlijeko je kompleksna, fizioloSka tekucina posebnih svojstava koja se smatra
najboljim izvorom nutrijenata za novorodencad. Sadrzi ugljikohidrate, lipide, vitamine, minerale i
proteine, ali i stanice, hormone, imunoloske i imunomodulatorne faktore poput imunoglobulina A
te molekule poput glikokonjugata (Ojo-Okunola i sur., 2018). Maj¢ino mlijeko sadrzi raznoliku
mikrobiotu kojom dominiraju bakterije iz roda Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium i Enterococcus, a sadrzi i arheje, gljive i viruse
(Zimmermann i Curtis, 2020). Na raznolikost mikrobiote majcinog mlijeka utjeCu razni faktori, a
neki od njih su prehrana, nacin zivota, uzimanje lijekova, permeabilnost sluznice crijeva i zdravlje

usne Supljine (Sanchez i sur., 2021).

Bakterije mlijeCne kiseline obuhvadaju rodove Bifidobacterium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Sporolactobacillus i
Streptococcus koji metabolickim procesima iz ugljikohidrata proizvode mlije¢nu kiselinu (Sudkovi¢
i sur., 1997). Bakterije mlijecne kiseline nadene u majcinom mlijeku inhibiraju rast patogenih
bakterija tako Sto proizvode antimikrobne komponente poput bakteriocina, organskih kiselina i

vodikovog peroksida (Zimmermann i Curtis, 2020).

Dojencad hranjena majcinim mlijekom, u usporedbi s dojencadi hranjenom pripravcima,
ima stabilniju gastrointestinalnu mikrobiotu s dvostruko vise bakterijskih stanica (Andreas i sur.,
2015). Majc¢ino mlijeko smatra se odlucuju¢im faktorom u razvoju mikrobiote crijeva
novorodenceta jer je ono izvor komensalnih bakterija zasluznih za smanjenje rizika od raznih
oboljenja i alergija kod novorodene djece (Olivares i sur., 2006). Ono direktno utjee na razvoj
imunoloSkog sustava djeteta kroz mikrobne i imunoloske faktore koji se prenose, poput

imunoglobulina, citokina, kemokina, faktora rasta, hormona te laktoferina (Le Doare i sur., 2018).

Cilj ovog zavrsnog rada bio je ispitati svojstva bakterija Lactobacillus plantarum KR19,
Enterococcus faecium KR20, L. fermentum MC1, E. faecium MC13, L. plantarum MC19, L.
plantarum MB7, L. plantarum MB15, L. plantarum MB18 i L. plantarum RS10 izoliranih iz uzoraka
majcinog mlijeka, identificiranih 16S rDNA sekvencioniranjem te okarakteriziranih fenotipskim i
genotipskim  metodama. Ispitana su svojstva prezivljavanja u simuliranim uvjetima
gastointestinalnog trakta i uvjeta liofilizacije, sposobnost autoagregacije te adhezije na tri otapala

razliCite polarnosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Sastav majcinog mlijeka

Majcino mlijeko je dinamicna bioloska tekucina Ciji sastav varira ovisno o tijeku laktacije
kako bi se zadovoljile sve potrebe djeteta koje raste. Sastoji se od vode, ugljikohidrata, proteina,
lipida, vitamina i minerala (Lyons i sur., 2020). Sastav mlijeka varira izmedu Zena, ali ovisi i 0
stadiju laktacije. Mlijeko koje se izZluCuje prva Cetiri do pet dana naziva se kolostrum i sadrzi visoke
koncentracije karotenoida, elektrolita poput kalcija i natrija te imunoglobulina i ostalih proteina,
dok su koncentracije laktoze i masti nize. Nakon deset dana izluuje se zrelo mlijeko, Ciji sastav
moze varirati prema dobu dana u kojem se izluCuje, ishrani, trajanju laktacije te vremenu izmedu
hranjenja. JosS nije istraZena povezanost izmedu volumena mlijeka i koncentracije nutrijenata, dok
energetska vrijednost ovisi o udjelu masti u mlijeku, na koje mozda utjece prehrana majke. Iako
se smatra kako je kvantiteta i kvaliteta majcinog mlijeka tijekom dojenja ustaljena, neka stanja
poput neuhranjenosti znatno utjecu na varijabilnost sastava mlijeka. Slabo istrazeni su i geneticki
i promjenjivi faktori od izloZzenosti toksinima i kemikalijama, alkohol, pusSenje te upotrebe
kontracepcijskih sredstava pa sve do nacina zZivota poput vegetarijanstva. Isto tako, pretilost moze
utjecati na pocetak i preuranjeni prestanak laktacije, dok se u mlijeku mogu povecati
proinflamatorni citokinini koji mogu poremetiti metabolizam cinka i sintezu lipida (Christian i sur.,
2021).

Vedinu ugljikohidrata iz majcinog mlijeka cini laktoza, no i ostali ugljikohidrati igraju
kljuénu ulogu u zdravlju djeteta. To su primjerice oligosaharidi i fruktoza. Berger i sur. (2020)
istrazivali su utjecaj konzumiranja pica s dodanim Seéerima, kao visokofruktoznog kukuruznog
sirupa (high—fructose corn syrupili HFCS), na koncentraciju laktoze, glukoze i fruktoze u majc¢inom
mlijeku bududéi da su dodani Seceri u prehrani danas vrlo Cesti. Zakljuceno je kako zasladena pica
nemaju utjecaj na koncentraciju laktoze i glukoze, ali znacajno povecavaju koncentraciju fruktoze
u majcinom mlijeku. Najveéa koncentracija fruktoze u mlijeku bila je do tri sata nakon
konzumiranja, a pet sati nakon konzumiranja je i dalje bila znacajno poviSena. Fruktoza interferira
s hormonima koji reguliraju apetit, povecava koncentraciju markera oksidativnog stresa i upalnih
medijatora koji infiltriraju adipozno tkivo, a joS nije poznato kako ona utjeCe na razvoj
novorodenceta preko konzumiranja majc¢ina mlijeka. Za razliku od odraslih, gastrointestinalni trakt
novorodencadi nije opremljen za metabolizam fruktoze te ne posjeduje transporter GLUTS5 cija se

ekspresija znacajno povecava pri prvom doticaju s fruktozom. Buduéi da fruktoza nije dio



prirodnog sastava mlijeka nego je njena pojava u mlijeku rezultat prehrane majke, slucajna
izlozenost visokoj koncentraciji fruktoze moze imati Stetne posljedice na metabolizam djeteta, Sto
jos treba istraziti. Goran i sur. (2017) istrazivali su utjecaj fruktoze na teZinu i tjelesnu kompoziciju
djeteta. Uoceno je da je porast od 1 pg mL! fruktoze u majcinu mlijeku povezan s porastom
tezine i tjelesne kompozicije dojenceta. Iako je takva koli¢ina fruktoze vrlo mala, mogla bi imati

utjecaj na razvoj pretilosti kasnije u zivotu.

Majcino mlijeko sadrZi preko 400 razlicitih proteina koji imaju brojne funkcije. Neki proteini
poput amilaze, B-kazeina i laktoferina pomazu u probavi i apsorpciji mikro- i makronutrijenata iz
maj¢inog mlijeka. Drugi pak, poput imunoglobulina, k-kazeina i lizozima prolaze kroz
gastrointestinalni trakt te doprinose obrani od patogenih bakterija i virusa. Proteini iz majcinog
mlijeka mogu se podijeliti u tri skupine: proteini sirutke, kazein i mucinski proteini. Mucini su
membranski proteini globula mlijeka i njihov udio u ukupnim proteinima iz mlijeka nije velik, ali
je najvjerojatnije stalan tijekom laktacije. Koncentracije proteina sirutke i kazeina se znacajno
mijenjaju u prvim danima laktacije kada je koncentracija sirutke vrlo visoka, dok se koncentracija
kazeina gotovo ne moze detektirati. S vremenom, koncentracija kazeina raste, a koncentracija
proteina sirutke smanjuje, djelomicno zbog povecanja volumena mlijeka koje se proizvodi
(Lénnerdal, 2003). Vazna uloga proteina iz mlijeka je i oblikovanje imunoloskog sustava dojenceta
koje joS ne proizvodi vlastite imunoglobuline. U maj¢inu mlijeku najviSe je sekretornog
imunoglobulina A (sIgA) koji Cini preko 90 % svih antitijela iz mlijeka. Imunoglobulini G i M su
takoder prisutni, no u znatno manjim koncentracijama. Uoceno je kako nakon druge godine
dojenja, majcino mlijeko sadrzi znacajno vece koncentracije proteina sIgA i IgG iz ¢ega proizlazi
kako bi i nakon uvodenja Cvrste hrane trebalo nastaviti s dojenjem u svrhu oCuvanja zdravlja

djeteta (Czosnykowska-tukacka i sur., 2020).

Lipidi iz majcinog mlijeka glavni su izvor energije i izvor esencijalnih nutrijenata kao
polinezasi¢enih masnih kiselina. Dolaze u obliku globula s hidrofobnom unutrasnjosti bogatom
trigliceridima koji ¢ine 98 % ukupne koli¢ine masti iz majcinog mlijeka. Povrsina globula sastoji
se od amfipatskih fosfolipida i kolesterola pomocu kojih se masti mogu rasprsiti u vodenom
okruzenju majcinog mlijeka. Udio masti u majc¢inom mlijeku povecava se tijekom prva Cetiri tjedna
laktacije, velic¢ina globula masti raste, a omjer povrsinskih lipida (fosfolipida i kolesterola) naspram
lipida u unutrasnjosti (triglicerida) se smanjuje (Koletzko i sur., 2001). Fosfolipidi s povrsSine
globula su izvor kolina, esencijalnog nutrijenta koji sudjeluje u raznim bioloskim procesima,

najviSe u metabolizmu, ali i u stvaranju membrana u mozgu i u Zivéanom tkivu, Sto je neophodno
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za novorodencad zbog brzog rasta organa i biosinteze membrana. Gangliozidi, koji se takoder
nalaze u membrani lipidnih globula mlijeka, imaju vaznu ulogu u razvoju tkiva djeteta, narocito u
tankom crijevu gdje sudjeluju u procesima proliferacije, aktivacije i diferencijacije imunoloskih
stanica te imaju imunomodulatorni efekt, a poticu i rast bakterija iz rodova Bifidobacterium i

Lactobacillus (Sanchez i sur., 2021).
2.2. Bakterijski sojevi iz majcinog mlijeka

U dvadesetim godinama proslog stolje¢a vec se znalo da majcino mlijeko sadrZi bakterije,
no za njih se smatralo kako potjecu s majcine koZze, iz djetetove usne Supljine ili s posuda s kojim
mlijeko dode u dodir. Pojavom novih metoda, poput PCR-a (engl. polymerase chain reaction),
PCR-DGGE-a (PCR-denaturing gradient gel electrophoresis), MALDI-TOF-MS-a (engl. matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry), 16S rRNA sekvencioniranja
i shotgun sekvencioniranja, omogucen je uvid u raznolikost mikrobiote majcinog mlijeka (Sanchez
i sur., 2021). No, molekularna dijagnostika detektira i neZive bakterije, buduéi da bakterije u
majcinom mlijeku mogu biti slobodne ili vezane na imunoloske stanice. Isto tako, rezultati se
mogu razlikovati ovisno o koristenoj metodi. Moguée je kako primjerice 16S rRNA metoda
umanjuje broj Gram-negativnih bakterija ili kako univerzalne pocetnice nisu ucinkovite u
umnozavanju sekvenci s velikim G+C (gvanidin + citozin) udjelom baza ¢ime umanjuju broj
bakterija iz roda Bifidobacterium. Uz to, velika je mogucnost kontaminacije uzorka jer maj¢ino

mlijeko sadrzi vrlo malu koli¢inu mikrobne biomase (Zimmermann i Curtis, 2020).

Smatra se kako bakterije iz majcinog mlijeka potjecu iz gastointestinalnog trakta i usne
Supljine otkud se translociraju, najéesce u kasnim stadijima trudnoce. Tome u prilog idu prisutnost
mikrobiote u kolostrumu i prije prvog dojenja, vertikalni prijenos patogenih bakterija i virusa preko
dojenja te prisutnost probiotickih sojeva u mlijeku majki koje su ih tijekom laktacije uzimale oralno
(slika 1) (Moosavi i Azad, 2020).
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Slika 1. Porijeklo mikrobiote maj¢inog mlijeka. Pretpostavlja se da postoje dva puta kojima
bakterije dospiju u majcino mlijeko: put crijeva — dojke te retrogradna translokacija. Bakterije se
mogu translocirati i iz usne Supljine (put usna Supljina — dojke). Na mikrobiotu maj¢inog mlijeka
moze utjecati i nacin dojenja, odnosno dojenje direktno iz dojke i izdvajanje mlijeka pumpicom
te se pumpica za izdvajanje moze smatrati dodatnim izvorom retrogradne inokulacije ili
kontaminacije. Ovisno o porijeklu bakterija, razliciti se faktori mogu pripisati sastavu mikrobiote

majc¢inog mlijeka (prema Moosavi i Azad, 2020)

U majc¢inom mlijeku se moze naci 820 vrsta bakterija koje vec¢inom pripadaju koljenima
Firmicutes, Gram-pozitivhe Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Veillonella, Gemella, Clostridium i druge te Proteobacteria, Gram-negativne
Escherichia, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Ralstonia, Sphingomonas, Bradyrhizobium i
druge. Majcino mlijeko joS moze sadrzavati bakterije iz koljena Actinobacteria, poput
Actinomyces, Corynebacterium i Propionibacterium, Fusobacteria poput Leptotrichia te
Bacteroidetes poput Prevotella. Smatra se kako srz bakterijske mikrobiote u mlijeku ukljucuje
devet rodova: Staphylococcus, Streptococcus, Serratia, Pseudomonas, Corynebacterium,
Ralstonia, Propionibacterium, Sphingomonas i Bradyrhizobium te oni predstavljaju polovicu



ukupne mikrobiote mlijeka, iako njihov broj moze varirati. NajviSe je vrsta iz rodova Streptococcus
i Staphylococcus, bez obzira na varijabilnosti u geografskom polozaju ili metodi analiziranja
mlijeka. Nakon toga slijede Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacterium, Enterococcus i
ostali ¢lanovi porodice Enterobacteriaceae. U kasnijim stadijima laktacije, bakterijska raznolikost
se smanjuje u usporedbi s kolostrumom (Moubareck, 2021).

[ ]
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Slika 2. Faktori koji mogu imati utjecaj na sastav mikrobiote maj¢inog mlijeka. Oznake: 1 - broj
se povecava, | - broj se smanjuje, ? — potrebna su daljnja istrazivanja (prema Zimmermann i
Curtis, 2020)

Smatra se kako na kompoziciju mikrobiote majc¢inog mlijeka utjeCu prehrana, indeks
tielesne mase, infekcije HIV-om, spol djeteta, gestacijska dob, stadij laktacije, nacin poroda, broj
poroda, intraabdominalni tlak, kompozicija mlijeka, geografska lokacija te nacin dojenja (slika 2)
(Zimmermann i Curtis, 2020). Moossavi i Azad (2020) su pokazali kako nacin dojenja, dojenje
direktno iz dojke ili izdvajanje mlijeka pumpicom, utje¢e na mikrobiotu maj¢inog mlijeka te da
egzogene bakterije u inokulaciji mlijeka igraju veliku ulogu. Uz bakterije s povrsine majcine koze
i usne Supljine djeteta, egzogene bakterije mogu dodi i s povrsine pumpice za izdvajanje mlijeka,



ovisno o njihovom namjestanju, koriStenju te pranju. Daljnja istraZivanja su prijeko potrebna
uzimajuéi u obzir da je upotreba pumpica za izdvajanje mlijeka u porastu diljem svijeta. U istom
istrazivanju, pokazano je kako na mikrobiotu majcinog mlijeka utjece spol djeteta pa tako indeks
tielesne mase majke igra vecu ulogu kod mlijeka proizvedenog za kéeri, dok nacin dojenja znatno

vise utjeCe na mlijeko proizvedeno za sinove.

Jos jedan faktor koji moze utjecati na raznolikost mikrobiote majcinog mlijeka jest
postporodajni psihosocijalni stres, koji moze ukljucivati anksioznost, stres ili depresiju, a
proZzivljava ga viSe od 25 % zZena. Istrazivanje koje su proveli Browne i sur. (2019) pokazalo je
kako se raznolikost mikrobiote povecala od drugog do dvanaestog tjedna kod zena s niskom
razinom psihosocijalnog stresa, dok je kod Zena s visokom razinom psihosocijalnog stresa
raznolikost mikrobiote u tom razdoblju bila stabilna. Razlika u raznolikosti postala je znacajna tri
mjeseca nakon porodaja, kada se kod Zena s visokom razinom psihosocijalnog stresa raznolikost

bakterija u mikrobioti mlijeka pokazala manjom nego kod Zena s niskom razinom stresa.
2.3. Bakterije mlijecne kiseline i probioticko djelovanje

Iz majcinog mlijeka mogu se izolirati bakterije mlijecne kiseline iz rodova Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, Lactobacillus kao i pripadnici rodova
Propionibacterium i Bifidobacterium (Jamyuang i sur., 2019). Najznacajnije pripadaju rodovima
Lactobacillus, Bacteroides i Bifidobacterium. 1z roda Lactobacillus mogu se izolirati vrste L. casei,
L. fermentum, L. gasseri, L. gastricus, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L. salivariusi L.
vaginalis, a dominiraju vrste L. salivarius, L. fermentum i L. gasseri (tubiech i Twaruzek, 2020).
Bakterije mlijecne kiseline nadene u majcinom mlijeku inhibiraju rast patogenih bakterija Bacillus
cereus, Escherichia coli, E. faecalls, E. sakazakii, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium i Shigella sonnei te povecavaju

nutritivnu vrijednost hrane i stimuliraju imunoloski sustav (Zimmermann i Curtis, 2020).

Majcino mlijeko jedan je od najvaznijih faktora koji oblikuje mikrobioloSku ravnotezu
probavnog trakta novorodenceta. Kvantitativna i kvalitativna kompozicija probioticke mikroflore
majcinog mlijeka je varijabilna. Faktori koji utjeCu na koli¢inu probiotickih bakterija u mlijeku
ukljucuju prehranu tijekom trudnoce i dojenja, majcino zdravstveno stanje, terapiju antibioticima
te okolisne uvjete u kojima se majka nalazi (tubiech i Twaruzek, 2020). Pojam probiotici odnosi
se na mikroorganizme koji doprinose zdravlju domacina kada se u organizam unesu u dovoljnim

koli¢inama, nisu toksicni niti patogeni, mogu preZivjeti uvjete u gastrointestinalnom traktu koji
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ukljucuju niski pH, prisutnost enzima i zucnih soli, antagonisticki djeluju protiv patogena i
stimuliraju imunoloski sustav te mogu zadrzati aktivnost, vijabilnost i sposobnost rasta nakon
tehnoloske obrade (Plaza-Diaz i sur., 2019). Probiotici su u maj¢inom mlijeku prisutni u
koncentracijama do 1*107 CFU mL™. Oni utjeCu na sazrijevanje i razvijanje imunoloskog sustava,
integritet sluznice gastrointestinalnog trakta te proizvodnju sIgA antitijela. Uz to, preveniraju
gastrointestinalne infekcije i eliminiraju ili smanjuju broj patogene mikroflore zbog antimikrobnog
djelovanja tako Sto se natjeCu za adhezijska mjesta na epitelu i za nutrijente. Inhibiraju rast
patogenih bakterija tako Sto proizvode antimikrobne supstancije poput bakteriocina, organskih
kiselina i vodikovog peroksida. Smanjuju rizik oboljenja od dijabetesa, pretilosti, hipertenzije i
hiperkolesterolemije. Kod novorodencadi smanjuju rizik od nekrotizirajueg enterokolitisa, kojeg
uzrokuje nerazvijeni gastrointestinalni trakt, poremecaji u opskrbi krvlju, umjetna prehrana te

poremecaji kompozicije intestinalne mikroflore (kubiech i Twaruzek, 2020).

Osim dobrobiti za novorodence, mikrobiota majcinog mlijeka mogla bi se koristiti u razne
svrhe. U prehrambenoj industriji, primjerice, moze sluziti za oCuvanje namirnica kao alternativa
postojecim konzervansima poput sulfita i nitrita koji su povezani s nepovoljnim ucincima na
ljudsko zdravlje. Lamas i sur. (2021) istrazivali su antimikrobnu aktivnost bakterija izoliranih iz
maijcinog i kravljeg mlijeka. Izolirane bakterije pokazale su antimikrobnu aktivnost protiv Cestih
kontaminanata u hrani bakterija Stapylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus
agalactiae, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Clostiridium perfrigens i
Clostridium dificile. Riaz Rajoka i sur. (2018) istrazivali su antitumorsku aktivnost sojeva L. case/
i L. paracaseiizoliranih iz majcinog mlijeka. Antitumorska aktivnost bakterija iz roda Lactobacillus
ukljucuje razlicite mehanizme poput induciranja apoptoze, antiproliferacijske aktivnosti i
diferencijacije stanicnih linija raka. Izolirani sojevi pokazali su antiprofileracijsku aktivnost protiv

HelLa stanica raka vrata maternice sa stopama inhibicije rasta stanica preko 80 %.
2.4. Vaznost majcinog mlijeka

Vaznost mikrobiote majcinog mlijeka moZze se vidjeti u razlici izmedu crijevne mikrobiote
novorodencadi hranjene samo majcinim mlijekom, Cija mikrobiota sadrzi viSe bakterija iz rodova
Bifidobacterium, Staphylococcus i Streptococcus, te one hranjene dojenackim formulama, cija
mikrobiota sadrzi viSe bakterija iz rodova Bacteroides, Clostridium, Enterobacteriaceae,
Enterococcus i Lachnospiraceae (Zimmermann i Curtis, 2020). Kolonizacija bakterijama pocinje i

prije rodenja, bududi da su u mekoniju, posteljici i amnionskoj tekucini pronadene brojne vrste



bakterija. Pri normalnom porodu, kolonizacija tijela djeteta nastavlja se kroz rodnicu, dodirom
koZze te dojenjem. Uz to, neki sojevi potjecu i iz bolnickog okruzenja. Medutim, pri porodu carskim
rezom, najvise je prisutna kolonizacija nepoZzeljnim bolni¢kim mikroorganizmima. Uoceno je da
prijevremeno rodena djeca imaju drugaciju mikrobiotu, kojom dominiraju bakterije iz porodice
Enterobacteriaceae te one iz roda Clostridium, od djece koja su rodena u terminu, kod kojih je
najviSe bakterija iz rodova Bifidobacterium, Lactobacillus i Streptococcus. Faktori koji mogu
poremetiti kolonizaciju crijeva su mala teZina pri rodenju, fizioloSka nezrelost, upotreba antibiotika
i produljeni boravak u bolnici. U mlijeku majki koje su rodile prijevremeno, koncentracija
oligosaharida je puno visa naspram mlijeka maijki koje su rodile u terminu, zbog ¢ega je majcino

mlijeko za preuranjeno rodenu djecu ujedno i lijek (kubiech i Twaruzek, 2020).

KratkoroCna dobrobit majcinog mlijeka ocituje se u smanjenoj smrtnosti uzrokovanoj
zaraznim bolestima poput infekcija gastrointestinalnog i respiratornog trakta. Dojenjem je
smrtnost od dijareje smanjena 80 — 90 %, dok se rizik od smrti uzorkovane respiratornim
infekcijama ili upalom srednjeg uha smanjuje za 60 %. U jeku pandemije koronavirusa,
preporuceno je dojenje majkama zarazenim SARS-CoV-2 virusom dok to zdravlje majke i djeteta
dopusta, buduci da prednosti dojenja nadmasuju potencijalni rizik prijenosa virusa (Moubareck,
2021). Neke od dugorocnih prednosti dojenja ukljuuju smanjeni rizik oboljenja od astme, atopija,
dijabetesa, pretilosti i upalnih bolesti crijeva, a poboljSava se i kognitivni razvoj djeteta (Le Doare
i sur., 2018).

Dojenje ne doprinosi samo zdravlju djeteta, nego i zdravlju majke. Ono smanjuje rizik od
raka dojke, pogotovo u dobi nakon menopauze, Sto se pripisuje diferencijaciji stanica dojke,
smanjenom broju ovulacijskih ciklusa te izlucivanju estrogena u mlijeku ¢ime se smanjuje
izlozenost tom hormonu. Uz rak dojke, smanjuje se i rizik od raka jajnika jer se dojenjem smanjuje
broj ovulacija ¢ime se umanjuje moguénost genetskih mutacija i prekomjerna stimulacija jajnika
zbog povedane koncentracije gonadotropina koja moZze potaknuti proliferaciju s malignom
transformacijom. Produzeno dojenje smanjuje rizik od ateroskleroze i sr€anih bolesti te pomaze
u regulaciji tlaka, smanjuje razinu triglicerida i povecava razinu HDL kolesterola. Uz to, smanjuje

se i rizik od hipertenzije i dijabetesa tipa 2 (Moubareck, 2021).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Sojevi su dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i

starter kultura Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

Tablica 1. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu

Bakterijski sojevi

Oznaka

soja

Bakterije izolirane iz majcinog mlijeka, korisStene u ovom radu, prikazane su u tablici 1.

Hranjive podloge i uvjeti

rasta

Lactobacillus plantarum
Enterococcus faecium
Lactobacillus fermentum
Enterococcus faecium
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

3.1.2. Hranjive podloge

KR19
KR20
MC1
MC13
MC19
MB7
MB15
MB18
RS10

U radu su koristene sljedeée hranjive podloge:

a) za odrzavanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline

MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (,Biolife", Italija), sastava (g L destilirane vode):
pepton 10,0; mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween 80 1,0;
MgSO4 x 7H,0 0,1; MnSO4 x 7H.0 0,05; natrijev-acetat 5,0; agar 20,0. pH vrijednost
podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.
MRS bujon (,,Biolife", Italija) istog je sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.



3.1.3. Kemikalije

e destilirana voda, PBF, Hrvatska

e etanol, ,Kemika", Hrvatska

e (licerol, ,Kemika®, Hrvatska

e etil-acetat, ,Sigma-Aldrich", SAD

e heksan, ,Sigma-Aldrich®, SAD

e kloroform, ,Sigma-Aldrich®, SAD

e pankreatin (165 U mg™) iz svinjske gusterace, ,BioChemika®, Fluka, Svicarska
e pepsin, ,Sigma-Aldrich", SAD

e 7ucne soli, ,Difco", SAD

e natrijev klorid, ,Kemika", Hrvatska

e klorovodicna kiselina, ,Sigma-Aldrich", SAD

e natrijeva luzina, ,Kemika", Hrvatska

3.1.4. Aparatura i pribor

e autoklav, ,Sutjeska"™, Hrvatska

e centrifuga Centric 160, , Tehtnica", Slovenija

e centrifuga s hladenjem 5804R, , Eppendorf", SAD

e hladnjak, ,Gorenje", Slovenija

e termostat, ,Instrumentarija“, Hrvatska

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

o {jtad mikrotitarskih ploca Infinite F Plex, ,Tecan", Svicarska
e automatske pipete, ,,Eppendorf", SAD

e vibro-mjesac EV-100, ,Kartell*, Italija

e Bunsenov plamenik, ,OMM Laboratory Equipment"®, Italija
e plasti¢ne tubice od 1,5 i 2 ml, ,Eppendorf*, SAD

e Petrijeve zdjelice, ,Golias", Slovenija

e penicilinke, ,Macherey-Nagel", Njemacka

e Kkivete za centrifugiranje (15 i 50 mL), ,Falcon®, Engleska

o staklene epruvete (16x160 mm), ,Scherf Prazision Europe GmbH", Njemacka
o stalci za tubice, ,neoLab", Njemacka



o stalci za epruvete, ,neoLab", Njemacka

o mikrotitarske ploCice (96 jazica), ,Falcon", Engleska
e vada, ,Tehtnica®, Slovenija

3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline ¢uvani su pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u odgovarajucu svjezu

hranjivu podlogu te inkubirani pri optimalnim uvjetima rasta navedenim u tablici 1.

3.2.2. Fenotipska identifikacija bakterija iz majcinog mlijeka pomocu API 50 CHL
metode

Pomocu mikrobioloske uSice, biomasa bakterije porasle u obliku kolonija nakon 24 h
uzgoja pri optimalnim uvjetima na krutoj hranjivoj podlozi, dodana je u API 50 CHL medij dok
gustoca inokuluma mjerena denzitometrom (BioMérieux, Francuska) nije postigla vrijednost od 2
McF. Tako pripremljenom suspenzijom su napunjene ampule API 50 CH stripa u koje je zatim
nakapano mineralno ulje kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Nakon 48 h inkubacije pri 37 °C,
oCitani su rezultati. Pozitivnim rezultatom se smatra rezultat u kojem je u ampuli uslijed
fermentacije Secera doslo do zakiseljenja koje se detektira promjenom boje medija koji sadrzi
bromkrezol purpuni indikator iz ljubicaste u zutu. U ampuli broj 25, koja sadrzi eskulin, pozitivnim
rezultatom se smatra promjena boje iz ljubiCaste u crnu. Rezultati su analizirani pomocéu Api-
web™ (V 5.0) identifikacijskog softvera (BioMerieux, Francuska) u svrhu identifikacije bakterija iz

roda Lactobacillus i srodnih rodova (slika 3).
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Slika 3. Fermentacijski profil KR19 izolata iz majcinog mlijeka dobivenog API CHL 50 testom
(vlastita fotografija)

3.2.3. Prezivljavanje bakterija u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
(GIT)

3.2.3.1. Priprava simuliranog Zelucanog soka i soka tankog crijeva

Simulirani sokovi gastrointestinalnog sustava pripremljeni su prema Kos (2001). Simulirani
Zelucani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g L™') u 0,5 % sterilnoj otopini natrijevog

klorida, kojoj je pH podesen na 2,5 i 3,0 s koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom.

Simulirani sok tankog crijeva pripravljen je suspendiranjem pankreatina (1 g L) i Zucnih soli (3,0
mg mL* govede Zuci) u 0,5 % sterilnoj otopini natrijeva klorida, kojoj je pH podesen na 8,0 s

natrijevom luzinom.

3.2.3.2. Ispitivanje prezivljavanja bakterija izoliranih iz majcinog mlijeka u

simuliranom soku Zeluca i tankog crijeva

Ispitivanje prezivljavanja BMK u simuliranim uvjetima GIT-a provedeno je prema Kos
(2001). Prekonocne bakterijske kulture centrifugirane su pri 4200 o min™ tijekom 5 min i dva puta
isprane sterilnom fizioloSkom otopinom. 100 pL suspenzije je koriSteno za odredivanje broja zivih
stanica prije inkubacije indirektnom metodom, a ostatak je centrifugiran 5 min pri 4200 o min™.
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Talog stanica je resuspendiran u 3 mL simuliranog zelu¢anog soka i suspenzija stanica je
inkubirana 2 h pri 37 °C. Nakon inkubacije, talog stanica dobiven centrifugiranjem 5 min pri 4200
o min’!, resuspendiran je u 3 mL fizioloske otopine. 100 pL suspenzije je koriSten za odredivanje
broja zivih stanica nakon inkubacije u Zelu¢anom soku, a ostatak je centrifugiran 5 min pri 4200
o min’t, Dobiveni talog resuspendiran je u 3 mL simuliranog soka tankog crijeva te je suspenzija
inkubirana pri 37 °C tijekom 4 h, nakon cega je broj Zivih stanica ponovno odreden indirektnom

metodom.

3.2.3.3. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Broj zivih bakterija odreden je indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem priredenih
decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih stanica u sterilnoj fizioloskoj otopini na MRS agar
u obliku kapi (10 pL) u dvije paralele. Nakon 48 h inkubacije pri 37 °C izbrojane su porasle kolonije

i izracunat je broj zivih stanica (eng/. Colony-forming units, CFU) po mililitru uzorka.

3.2.4. Liofilizacija bakterijskih stanica

Bakterijske stanice uzgojene u optimalnoj tekucoj hranjivoj do kasne eksponencijalne faze
su prikupljene centrifugiranjem (3500 o min'), dva puta isprane sterilnom fizioloSkom otopinom
i resuspendirane u fosfatnom puferu (pH=7) s ili bez dodatka obranog mlijeka (10 % (w/v)) koje
se koristikao lioprotektor. Priredene suspenzije stanica su zatim zamrznute preko noci na —80 °C
i zatim liofilizirane 24 h u liofilizatoru CHRIST Alpha 1-2 LDplus. Broj Zivih stanica (CFU mL™)
odreden je prije i nakon liofilizacije indirektnom metodom za odredivanje broja Zzivih

mikroorganizama prema postupku opisanom u 3.2.3.3.

3.2.5. Ispitivanje svojstva autoagregacije bakterijskih stanica

Bakterijske stanice uzgojene u optimalnoj tekucoj hranjivoj podlozi prikupljene su
centrifugiranjem 5 minuta pri 4200 o min?, isprane dva puta te resuspendirane u fosfatnom
puferu (pH = 7,4) do koncentracije od priblizno 10° CFU mL*. Volumen od 4 mL tako pripremljenih
suspenzija odpipetiran je u penicilinke te homogeniziran na vibromjeSacu Vortex V-1 plus.
Izmjerena je apsorbancija uzoraka u nultom satu pri 620 nm pomocu citaca mikrotitarskih plocica
Infinite® F Plex te je nakon 5 h inkubacije uzoraka pri sobnoj temperaturi, ponovno izmjerena
apsorbancija uzoraka uzetih s povrsine na isti nacin (Kos i sur., 2003). Postotak autoagregacije

je izracunat iz formule:
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A
Autoagregacija (%) = (1 - A—t) =100
0

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

Ao - apsorbancija u vremenu 0.

3.2.6. Mikrobna adhezija na otapala (eng/. Microbial adhesion to solvents, MATS)

Sposobnost mikrobne adhezije na otapala sojeva izoliranih iz maj¢inog mlijeka ispitana je
prema Bellon-Fontaine i sur. (1996) s modifikacijama opisanim u Kos i sur. (2003). Bakterijske
stanice uzgojene do stacionarnog stanja u optimalnoj tekucoj hranjivoj podlozi prikupljene su
centrifugiranjem, dva puta isprane sterilnom destiliranom vodom i resuspendirane u 10 mL 0,1
mol L't KNOs (pH = 6,2). Priredenim suspenzijama stanica (V = 3 mL), koncentracije priblizno 108
CFU mL™, izmjerena je apsorbancija pri 620 nm (Ao), a zatim im je dodano otapalo (V = 1 mL).

Ispitana je adhezija na otapalo:

¢ heksan (nepolarno otapalo)

Tako pripremljena suspenzija je inkubirana pri sobnoj temperaturi 20 minuta, nakon ¢ega
je izmjerena apsorbancija vodene faze (A) te je postotak adhezije izracunat prema sljedecoj

formuli:

A
% adhezije = (1 - A—) -100
0

15



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Identifikacija i proizvodnja odabranih sojeva bakterija mlijecne kiselina

Devet bakterijskih sojeva koriStenih u ovom radu, prethodno je izolirano iz majcinog
mlijeka nakon prekonoéne inkubacije uzoraka mlijeka na MRS krutoj hranjivoj podlozi pri 37 °C.
Ukupno je izolirano 100 bakterijskih sojeva, po 20 iz uzorka mlijeka svake od 5 majki, koji su
imenovani oznakom dojilje te brojem od 1-20. Hijerarhijskom klaster analizom RAPD-PCR
produkata, odabrano je 28 geneticki razlicitih sojeva koji su identificirani sekvenciranjem 16S
rDNA. Sojevi su okarakterizirani nizom fenotipskih i genotipskih metoda te je odabrano 9 izolata

za daljnje analize koji su koristeni u ovom radu.

API 50 CHL testom dobiveni su fermentacijski profili svakog izolata (tablica 2), ¢ijom su
analizom sojevi KR19, MC19, MB7, MB15, RS10 i MB18 identificirani kao Lactobacillus plantarum
s tocnos¢u > 99,8 %, dok za ostale sojeve identifikacija nije bila dovoljno pouzdana, Sto je i

ocekivano jer API 50 CHL test sluZi za identifikaciju bakterija iz roda Lactobacillus.

Tablica 2. Fermentacijski profil izolata dobiveni API 50 CHL testom

Ugljikohidrati KR19 KR20 MC1 MC13 MC19 MB7 MB15 MB18 RS10

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

D-rafinoza

Amidon
Glikogen
Ksilitol
B-gentobioza
D-turanoz
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Liofilizacija je metoda susSenja mikroorganizama koja se koristi u svrhu njihova ocuvanja
tijekom dugotrajnog skladistenja i transporta. Stanice se prvo mijeSaju s otopinom lioprotektora,
zamrzavaju pa suse u vakuumu ¢ime postaju spremne za skladistenje. Liofilizirane stanice mogu
se rehidratirati nakon ¢ega ponovno postaju vijabilne. Lioprotektori sluze ocuvanju membrana
stanica prilikom zamrzavanja i suSenja, a mogu se koristiti Seceri i proteini iz mlijeka, serum,
trehaloza, glicerol, betain, ribitol, saharoza, glukoza i polimeri poput dekstrana i polietilenglikola.

Odabir lioprotektora ovisi 0 mikroorganizmu (Morgan i sur., 2006).

Ispitano je prezivljavanje procesa liofilizacije za 9 sojeva bakterija mlijecne kiseline
izoliranih iz maj¢inog mlijeka (tablica 1) s fosfatnim puferom i obranim mlijekom kao
lioprotektorima. Proces liofilizacije proveden je prema protokolu u poglavlju 3.2.4. te su rezultati
prikazani na slici 4. Iz rezultata je vidljivo kako bakterije u znatno vec¢em broju prezivljavaju uvjete
liofilizacije kada se kao lioprotektor koristi obrano mlijeko, osim kod sojeva KR20 i MB7 koji u
vecem broju prezivljavaju uz fosfatni pufer kao lioprotektor. Najveci broj Zivih bakterija uocen je
kod soja MB15 bakterije Lactobacillus plantarum s obranim mlijekom kao lioprotektorom.
Najslabije rezultate s obranim mlijekom kao lioprotektorom postize soj KR20 bakterije
Enterococcus faecium. Najmaniji broj prezivljenih bakterije postignut je sa sojem MC19 bakterije
L. plantarum kada je kao lioprotektor koristen fosfatni pufer. Shekh i sur. (2020) istrazivali su
probioticki potencijal liofiliziranih L. plantarum iz ¢ega je zakljuceno kako L. plantarum prezivljava

u znacajnom broju uvjete liofilizacije s laktulozom i obranim mlijekom kao lioprotektorima, Sto se
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poklapa s ovim rezultatima, buduci da sojevi bakterije L. plantarum koristeni u ovom radu u vecem
broju prezivljavaju s obranim mlijekom kao lioprotektorom, dok mali broj stanica prezivljava

uvjete liofilizacije s fosfatnim puferom kao lioprotektorom.

4.5

3.5

m fosfatni pufer

‘ ‘ | ‘ || B obrano mlijeko

KR19 KR20 MC1 MC13 MC19 MB7 MB15 MB18 RS10

2.5

Alog(CFU mL1)

o]

1

n

[y

0

n

o

Slika 4. PreZivljavanje bakterijskih sojeva izoliranih iz majcinog mlijeka nakon procesa lliofilizacije

uz dodatak fosfatnog pufera i obranog mlijeka kao lioprotektora

4.2. Ispitivanje probiotickih svojstava bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz
majcinog mlijeka

Probiotici kao dodaci prehrani ve¢inom su namijenjeni za oralnu primjenu. Kako bi se neki
soj mogao smatrati probiotikom, on mora u dovoljnom broju prezivjeti sve nepovoljne uvjete u
gastrointestinalnom traktu (Naissinger da Silva i sur., 2021). Nepovoljni uvjeti u Zelucu ukljucuju
nizak pH, a u tankom crijevu prisutnost enzima i antimikrobnu aktivnost zu¢nih soli (Millette i sur.,
2013). Zucne soli iz tankog crijeva mogu otetiti bakterijsku membranu, denaturirati proteine,
kelirati Zeljezo i kalcij, oStetiti DNA te kontrolirati ekspresiju gena domacina ukljucenih u obranu
od patogena. Bakterije, stoga, moraju razviti razliCite fizioloSke mehanizme kako bi prezivjele
antimikrobnu aktivnost zucénih soli tako da primjerice preurede omotac stanice te aktiviraju efluks
sustave (Urdaneta i Casadesus, 2017). Mnoge bakterijske vrste, ukljucujuci i bakterije iz roda
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Lactobacillus mogu hidrolizirati Zu¢ne soli uz pomo¢ enzima hidrolaze zucnih soli (engl. bile salt
hydrolase ili BSH) (Erkkila i Petaja, 2000).

U ovom radu ispitano je preZivljavanje 9 sojeva bakterija mlijeCne kiseline izoliranih iz
majc¢inog mlijeka (tablica 1) u simuliranom Zelu¢anom soku i soku tankog crijeva, pripremljenih
prema opisu u poglavlju 3.2.3.1. te su rezultati prikazani na slici 5. Iz rezultata je vidljivo kako
vecina sojeva u vecem postotku preZivljava uvjete simuliranog Zelu¢anog soka, dok je postotak
nesto manji za simulirani sok tankog crijeva. Najveci postotak prezivljavanja uvjeta simuliranog
Zelucanog soka, u rasponu od 69,99 % do 86,08 %, postizu bakterije iz roda Lactobacillus,
odnosno sojevi KR19, MC1, MC19, MB7 i RS10, dok je najmanji postotak preZzivljavanja, od
53.70% i 54,81%, uocen kod sojeva KR20 i MC13 bakterije Enterococcus faecium. Najbolje
rezultate prezivljavanja uvjeta simuliranog soka tankog crijeva takoder postizu sojevi KR19, MC1,
MC19, MB7 i RS10, u postotcima od 68,96 % do 83,41 %, jednako kao Sto i najslabije rezultate
postizu sojevi KR20 i MC13 u postotcima od 50,83 % i 52,91 %. Stasiak-Rozanska i sur. (2021)
takoder su istrazivali prezivljavanje probiotickih bakterija u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta. Koristili su sojeve Bifidobacterium, Lactobacillus rhamnosus, L. casei,
L. acidophilus i L. plantarum, od kojih se L. plantarum pokazao najizdrzljivijim. To je u skladu s

ovim rezultatima jer su sojevi L. plantarum MC19 i RS10 pokazali veliki postotak preZivljavanja.
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Slika 5. Prezivljavanje bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz majcinog mlijeka u simuliranom

Zelucanom soku i soku tankog crijeva
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Jos jedno vazno svojstvo kojeg probiotici moraju posjedovati jest sposobnost agregacije,
odnosno revezibilnog nakupljanja stanica zbog ¢ega se one taloZze su mediju u kojem su
suspendirane. Postoje dvije vrste agregacije; autoagregacija koja se odnosi na nakupljanje
bakterijskih stanica istoga soja Sto je neophodno za njihovu adheziju na stijenku crijevnog epitela
te koagregacija kada se agregiraju stanice dva razliCita bakterijska soja, zbog ¢ega probioticke
bakterije mogu sprijeciti kolonizaciju crijeva patogenima (Dlamini i sur., 2019).

Ispitano je svojstvo autoagregacije za 9 sojeva bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz
majcina mlijeka (tablica 1) te su rezultati prikazani na slici 6. Postotak autoagregacije izraCunat
je prema formuli iz poglavlja 3.2.5. 1z rezultata je vidljivo kako najvecu sposobnost autoagregacije
posjeduju sojevi MB7, MB15 i MBI18 bakterije Lactobacillus plantarum, Ciji se postotci
autoagregacije kre¢u u rasponu od 97,05 % do 96,36 %. Najslabiji rezultati postignuti su sa sojem
MC1 bakterije Lactobacillus fermentum Ciji postotak autoagregacije iznosi 60,41 %. Collado i sur.
(2008) istrazivali su svojstvo autoagregacije za probioticke i patogene bakterijske sojeve. Koristeni
su probioticki sojevi Lactobacillus rhamnosus, L. casei, L. fermentum, L. acidophilus, L. plantarum,
L. salivarius te neki sojevi iz roda Bifidobacterium. Probioticki sojevi imali su veéu sposobnost
autoagregacije od patogenih sojeva nakon 20 sati inkubacije na 20 °C, a najveéi postotak postigli
su sojevi L. rhamnosus i L. fermentum. Soj MC1 bakterije L. fermentum koriSten u ovom radu

postigao je najmanji postotak autogregacije, no u ovom je radu inkubacija trajala pet sati.

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Slika 6. Postotak autoagregacije bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz majcinog mlijeka
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Bakterije se mogu adhezirati i formirati biofilm na razli¢itim povrSinama poput metala,

stakla, gume i plastike. Vezanje bakterija na inertne povrsine ovisi o svojstvima supstrata i

20



bakterijske stanice, poput naboja, hidrofobnosti, hrapavosti povrsine, prisutnost fimbrija i biceva
te proizvodnja egzopolisaharida (Zeraik i Nitschke, 2012). Bakterije se vezu i na stanice, za Sto
su morale razviti mnoStvo mehanizama kako bi olakSale kolonizaciju domacina. Prilikom kontakta
sa stanicom, bakterije mogu osjetiti promjenu fiziokemijskih svojstava u svom okoliSu te
promijeniti vlastitu fiziologiju kako bi se prilagodile. Kljuénu ulogu ima povrsSina bakterije Cija je
uloga olaksSati adheziju. Postoje razne strukture na povrsini bakterijske stanice koje posreduju u
specificnoj i nespecificnoj adheziji na povrsine. Nespecificne interakcije su primjerice hidrofobne
interakcije s povrSinom stanice domacina Cime se nadvladava elektrostatsko odbijanje izmedu
bakterijske povrsine i povrSine domacina. Specificne interakcije mogu se dogoditi s receptorima
na povrsini stanica domacina (Stones i Krachler, 2016). MATS metoda temelji se na usporedbi
afiniteta mikrobnih stanica za polarna i nepolarna otapala na temelju elektrostatskih, van der
Waalsovih i Lewisovih kiselo-baznih interakcija. Time se moze predvidjeti sposobnost adhezije

bakterija za ¢vrste povrsine u vodenom mediju (Bellon-Fontaine i sur., 1996).

Ispitana je sposobnost adhezije 9 sojeva bakterija mlijeCne kiseline izoliranih iz maj¢ina
mlijeka (tablica 1) na heksan. Rezultati su prikazani na slici 7. Iz rezultata je vidljivo kako veéina
sojeva iskazuje visoki postotak adhezije na heksan, u rasponu vrijednost od 69,23 % do 94,25
%, Sto ukazuje na hidrofobnost njihove povrsSine, dok niZi postotak, u rasponu od 14,81 % do
35,74 %, kod sojeva KR19, MC19 i RS10 ukazuje na hidrofilnost njihove povrsine.
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Slika 7. Adhezija sojeva bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz majcinog mlijeka na heksan
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5. ZAKLJUCCI

1. U uvjetima simuliranog zelu¢anog soka najveci postotak preZivljavanja od 86,08 %
postigao je soj L. fermentum MC1, a najslabiji od 54,81 % soj £. faecium MC13. Uvjete
simuliranog soka tankog crijeva u najve¢em postotku od 83,41 % je prezivio soj L.
plantarum MC19, dok je soj E. faecium KR20 preZivio u najmanjem postotku od 50,83 %.

2. Prezivljavanje uvijeta liofilizacije za veéinu sojeva znatno je bolje kada se kao lioprotektor
koristi obrano mlijeko. Najbolji rezultati postignuti su sa sojem L. p/antarum MB15 koristedi
obrano mlijeko kao lioprotektor, dok je najslabije rezultate postigao soj £. faecium KR20.
Najmaniji broj preZivjelih stanica uocen je kod soja L. plantarum MC19 s fosfatnim puferom
kao lioprotektorom.

3. Najvedi postotak autoagregacije postize soj L. plantarum MB18 s 97,05 %, dok je najmaniji
postotak autoagregacije od 60,41 % postigao soj L. fermentum MC1.

4. Bakterijski sojevi E. faecium KR20, L. fermentum MC1, E. faecium MC13, L. plantarum
MB7, L. plantarum MB15 i L. plantarum MB18 pokazuju hidrofobna svojstva povrsine
stanice, a sojevi L. plantarum KR19, L. plantarum MC19 i L. plantarum RS10 hidrofilna

svojstva.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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