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Sazetak:
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antimikrobne aktivnosti i izraZen probioti¢ki potencijal.
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Abstract:

The use of probiotics to alleviate symptoms caused by the pathogenic bacterium Helicobacter pylori is
one of the most prominent possible alternatives to antibiotic therapy. In this work, isolation of lactic
acid bacteria from autochthonous sheep cheese and probiotic characterization were performed with the
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6. LITERATURA



1. UVOD

Infekcija bakterijom Helicobacter pylori jedna je od najcescih infekcija te se procjenjuje da
je ovom bakterijom zarazeno oko 50 % svjetske populacije. H. pylori identificirana je kao
glavni uzro¢nik mnogih bolesti gastrointestinalnog sustava te ima klju¢nu ulogu u razvoju
zelu¢anog karcinoma zbog Cega je svrstana u kancerogene prvog reda. H.pylori narusava
ravnotezu crijevne mikroflore $to posljedicno dovodi do oslabljivanja crijevne sluznice i
razvoja kroni¢nih infekcija. H. pylori pokazuje visoku rezistentnost na antibiotike zbog cega se
sve intenzivnije provode istrazivanja o potencijalnim alternativnim terapijskim metodama

poput upotrebe probiotika (Trogrli¢, 2017).

Probiotici su prema vaZe¢oj definiciji jedna 1ili viSe kultura Zzivih stanica
mikroorganizama koje, primijenjene na Zivotinjama ili ljudima, djeluju korisno na domacina,
poboljsavaju¢i svojstva autohtone mikroflore (FAO/WHO, 2002). Mikroorganizmi s
probiotickim potencijalom mogu se prona¢i u mnogobrojnim bioloSkim niSama, a njihov
pronalazak rezultat je sustavne probioticke karakterizacije jer su pojedina probioticka svojstva
ovisna o soju (Sanap 1 sur.,, 2019). lako su dokazani viSestruki korisni ucinci razli¢itih
probiotika, mnogi mehanizmi nisu do kraja razjasnjeni. U zadnje se vrijeme sve vise istice
potencijal primjene probiotickih bakterija mlijecne kiseline u sprjeCavanju oboljenja

uzrokovanih patogenom H. pylori (Kostelac, 2022).

Bakterije mlije¢ne kiseline skupina su nepatogenih, Gram-pozitivnih mikroorganizama
koji proizvode mlijecnu kiselinu kao glavni produkt fermentacije (Carr i sur., 1997). Sastavni
su dio prirodne mikroflore mlijeka i mlijeCnih proizvoda, a produktima svog metabolizma
odnosno proizvodnjom antimikrobnih komponenata poput organskih kiselina, vodikovog
peroksida 1 bakteriocina inhibiraju rast patogenih mikroorganizama. Zahvaljujuci
antimikrobnom djelovanju i pozitivnhim u¢incima na zdravlje, bakterije mlije¢ne kiseline sve

cesce se primjenjuju upravo kao probiotici. (Zdolec 1 sur., 2005).

U ovom radu ispitana je antimikrobna aktivnost izolata bakterija mlije¢ne kiseline iz
uzorka autohtonog ov¢jeg sira na rast patogene bakterije H. pylori. Sojevi koji su pokazali
najbolju antimikrobnu aktivnost izdvojeni su i biokemijski identificirani. Ispitana je i
sposobnost autoagregacije izolata bakterija mlije¢ne kiseline te sposobnost njihovog
prezivljavanja u simuliranim uvjetima zeluca gdje se pozeljno oc¢ekuje antagonisticka aktivnost

prema navedenom patogenu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) su gram-pozitivne, nesporogene, katalaza-negativne
bakterije koje nemaju citokrom te su prirodno prisutne na namirnicama poput mesa, mlijeka i
biljnih materijala koji su bogati hranjivim tvarima te su dio mikroflore gastrointestinalnog
sustava sisavaca (Carr 1 sur.,, 1997). Glavna karakteristika bakterija mlijeCne kiseline je
metaboli¢ka oksidacija razli¢itih ugljikohidrata do mlije¢ne kiseline (Suskovi¢ i sur., 1997).
Aerobne su do fakultativno anaerobne bakterije, odnosno prilagodene su i1 aerobnim i
anaerobnim uvjetima - sadrze proteine koji su esencijalni za respiraciju, ali 1 enzime koji su

odgovorni za fermentacijske procese (Obadi¢, 2018).

Sistematski se dijele na veliki broj vrsta koje pripadaju rodovima: Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium,
Enterococus i Sporolactobacillus (Suskovié i sur, 1997). Morfologki se dijele na §tapiée i koke,
a obzirom na metabolizam te produkte fermentacije heksoza dijele se na dvije skupine:
homofermentativne i heterofermentativne. Homofermentativne BMK proizvode mlijecnu
kiselinu kao glavni produkt fermentacije glukoze. Heterofermentativne uz mlije¢nu kiselinu
proizvode sekundarne produkte poput CO,, octene kiseline i etanola. U skupinu
homofermentativnih BMK spadaju rodovi Streptococcus, Lactococcus i Pediococcus te
razli¢ite vrste roda Lactobacillus, dok u skupinu heterofermentativnih spadaju bakterije iz roda

Leuconostoc 1 neke vrste roda Lactobacillus (Carr 1 sur., 1997).

BMK u prehrambenoj industriji imaju vaznu ulogu u primjeni kao starter kulture za
dobivanje razli€itih fermentiranih proizvoda. Svojim aktivnoS¢u proizvod cine lakse
probavljivim, pridonose specificnoj aromi i teksturi te povecavaju nutritivnu vrijednost
proizvodima poput kefira, jogurta, maslaca, kulena i trajnih kobasica te kiselog zelja 1 sl

(Rogelj, 1994).

Brojim istraZivanjima zakljuceno je da je optimalna temperatura rasta BMK izmedu 30
i 40 °C, a mogu rasti 1 pri temperaturama manjim od 5 °C te vefim od
45 °C. Takoder, utvrdena je optimalna pH vrijednost za rast bakterija mlijeCne kiseline koja
iznosi izmedu 5,5 1 5,8. Neke bakterije mogu rasti i ispod pH vrijednosti 5,0, a neutralni ili

alkalni pH smanjuje ili potpuno zaustavlja njihov rast (Carr 1 sur., 1997).



Zbog dugotrajnog koriStenja bakterija mlijecne kiseline bez negativnog utjecaja na
zdravlje covjeka, dodijeljen im je status GRAS (eng. Generally Regarded As Safe) prema US
FDA (eng. US Food and Drug Administration), odnosno QPS (eng. Qualified Presumption of
Safety) status prema legislativi Europske Unije (Kostelac i sur., 2021).

2.1.1 Latilactobacillus curvatus

Latilactobacillus curvatus, prethodno znan kao Bacterium curvatum, a prema nedavnim
istrazivanjima Zheng 1 sur. (2020) preimenovan je u Latilactobacillus curvatus. L. curvatus
bakterija je okruglasto izduzenog izgleda sa zaobljenim rubovima. Uzgojena na hranjivoj
podlozi vidljiva je kao gusta mlije¢no bijela kolonija. L. curvatus dugo je tema interesa zbog
izvrsne sposobnosti fermentacije te bakteriocionogenog djelovanja zbog ¢ega ima sposobnost
inhibicije patogenih mikroorganizama, Sto potencijalno vrlo povoljno utjece na ljudsko zdravlje

(Chen 1 sur., 2020).

2.1.2 Lacticaseibacillus paracasei

Lacticaseibacillus paracasei StapiCasta je bakterija sa ravnim rubovima koja moze
egzistirati samostalno ili povezana u lance. UobiCajena temperatura rasta iznosi od 10°C do
40 °C, dok u iznimnim situacijama moze rasti pri 5 °C kao i pri 45 °C. Fakultativno je
heterofermentativna te proizvodi L-(+) mlijecnu kiselinu (Collins 1 sur., 1989). Takoder
posjeduje veliku sposobnost prezivljavanja u kiselom mediju, odnosno u uvjetima zeluca i

prisustvu zuc¢ne kiseline 1 niske pH vrijednosti (Reale i sur., 2014).

Pokazuje vrlo dobar inhibitorni ucinak prema patogenim mikroorganizmima u
probavnom traktu i usnoj Supljini (Chuang 1 sur., 2011). IstraZivanje koje su proveli
Komatsuzaki i sur. (2005) Pokazalo je kako je bakterija Lacticaseibacillus paracasei izvrstan
proizvodac¢ y — aminomasla¢ne (GABA) kiseline. L. paracasei obi¢no se nalazi u siru gdje
uglavnom sudjeluje u procesu zrenja zbog svojih proteolitickih 1 lipolitickih aktivnosti

(Ashokkumar i sur., 2011).
2.2 PROBIOTICI

Prema sluzbenoj definiciji, probiotici se definiraju kao jedna ili viSe kultura Zivih
stanica mikroorganizama koje, primijenjene na Zivotinjama ili ljudima, djeluju korisno na
domacina, poboljSavajuci svojstva autohtone mikroflore (FAO/WHO, 2002). Da bi se odreden

mikroorganizam mogao smatrati probiotikom, mora zadovoljavati odredene uvjete. Uobicajeni


https://scholar.google.com/citations?view_op=view_org&org=14194121536394710263&hl=hr&oi=io

kriteriji za odabir roda, vrste i soja probiotika su tolerancija na uvjete probavnog trakta,
sposobnost adhezije na intestinalnu mukozu te kompetitivna ekskluzija patogena

(Leis i sur., 2020).

Bakterije mlije¢ne kiseline otporne su na uvjete koji vladaju u gastrointestinalnom
traktu i na zucne soli te imaju sposobnost adhezije na intestinalnu sluznicu (Kostelac i sur.,
2021). Bakterije mlije¢ne kiseline do sad su pokazale brojne pozitivne u¢inke na zdravlje pa se
sve CeSce koriste upravo kao probiotici, a iskazuje se 1 sve veci interes za funkcionalnim 1

probioti¢kim proizvodima koji sadrze BMK (Suskovié i sur., 2010).

Kao probiotici, u prehrani covjeka, najceSce se koriste bakterije roda Lactobacillus i
Bifidobacterium. Jedan od istaknutijih probioti¢kih kvasaca je Saccharomyces boulardii.
(Gregurek, 1999). Probiotici razli¢itim mehanizmima djeluju na patogene mikroorganizme u
intestinalnom traktu: smanjuju broj zivih bakterija, mijenjaju metabolizam mikroorganizma i
stimuliraju imunologki sustav domac¢ina (Suskovié i sur, 1997). Probiotici se mogu koristiti
kako bi se prevenirala 1 lije€ila razna stanja koja nastaju zbog sve Sire primjene kemijskih
dodataka 1 antibiotika u prehrani koji su uzrok kroni¢nom poremecaju crijevne mikroflore 1
terapijskoj nedjelotvornosti kemoterapeutika u slucaju razli¢itih infektivnih bolesti koje
zahvacaju gastrointestinalni trakt, poput upale uzrokovane bakterijom Helicobacter pylori.
Druge bolesti koje nisu direktno povezane sa gastrointestinalnim traktom, kao $to su razliCite
bakterijske ili gljivine upale urinarnog trakta te Chronova bolest, takoder pokazuju pozitivne

reakcije prilikom tretiranja probioticima (Williams, 2010).

Dokazano je kako bakterije iz roda Lactobacillus posjeduju dobar antioksidativni
kapacitet te pruzaju odredeni stupanj zastite protiv oksidativnog stresa (Kostelac i sur., 2022).
Probiotici potpomazu probavu laktoze na nacin da povecavaju koncentraciju enzima laktaze,
stoga se njihova konzumacija preporucuje kod osoba koje boluju od intolerancije na laktozu
(Oak 1 sur., 2018). Nadalje, prema istrazivanju Rosenfeldt i sur. (2002), dokazano je da je kod
djece koja su imala dijareju i konzumirala bakterije mlijecne kiseline s probiotickim
djelovanjem, dijareja bila kraceg trajanja nego kod one djece koja nisu konzumirala probioticke
pripravke. Mnoga istraZivanja pokazuju da probiotici imaju odreden utjecaj na smanjenje
kolesterola, a prema nedavnom istrazivanu Sui i sur. (2021) bakterija L. plantarum pokazuje
sposobnost sniZzavanja koncentracije kolesterola od 55,8 %. Uoceno je jo§ mnogo razli¢itih
benefita upotrebe probiotika, poput zastite od raznih infekcija izmedu kojih je inhibicija rasta

bakterije H. pylori, smanjenje simptoma iritacija crijeva te prevencija ili lijeCenje alergija



(Lopez-Santamarina i sur., 2021).

2.2.1 Mehanizam probiotickg djelovanja

lako to¢ni mehanizmi djelovanja probiotika u organizmu sisavaca nisu do kraja
razjasnjeni, smatra se da se korisni ucinci mogu grupirati u nekoliko osnovnih principa prema
kojima se ucinci ispoljavaju. Primarna aktivnost obuhvaca suzbijanje infekcija, modifikaciju
crijevne mikrobiote, stimulaciju imunosnog sustava i poboljSanje metabolizma laktoze.
(Williams, 2010). Osnovni preduvjet ispoljavanja korisnih uinka na Zeljenom mjestu u
domacinu je sposobnost prezivljavanja tijekom prolaska kroz probavni sustav domacina
(Rogelj, 1994). Visok stupanj prezivljenja omogucuje adekvatno vezanje na crijevni epitel te
uspjesno ostvarivanje probiotickih uc¢inaka. Dosadasnja istraZzivanja pokazala su da upotreba
BMK prilikom eksperimentalnog lijeCenja raznih bolesti omogucuje promjenu sastava crijevne
mikrobiote 1 povecanje efikasnosti u borbi sa Stetnim mikroorganizmima te tako prevenira

nastanak dodatnih bolesti. (Williams, 2010).

SprjeCavanje kolonizacije patogenih mikroorganizama, uz istovremenu apsorpciju
hranjivih tvari, glavna je funkcija probavnog sustava (Halloran, 2019). Da bi patogeni
uzrokovali infekciju i kolonizirali gastrointestinalni sustav, moraju se pri¢vrstiti za vezna mjesta
crijevne stanice, nakon cega slijedi razvoj upalnog procesa i infekcije. Kako bi zastitili
organizam od infekcije, probiotici se pomoc¢u posebnih receptora na povrsini stanice vezu na
crijevni epitel prije patogena. Stvara se interakcija izmedu probiotika i domacina, koji ga
prepoznaje te posljedi¢no tome stvara imunoloski odgovor (Van Zyl i sur., 2020). Adhezija
probiotickog soja na crijevne stanice domacina direktno ili indirektno pokrece signalnu kaskadu
koja dovodi do imunoloskih modulacija (Khare i sur., 2018). Takoder, probioti¢ke bakterije
pokazuju sposobnost ne samo inhibicije patogenih mikroorganizama i sprjecavanja njihovog
prijanjanja na crijevni epitel, ve¢ mogu zamijeniti postojece kolonizatore gastrointestinalnog

sustava (Van Zyl i sur., 2020).

Osnova inhibitorna aktivnost proizlazi iz metabolicke aktivnosti probiotickih bakterija
koje proizvodnjom antimikrobnih metabolita inhibiraju rast potencijalnih patogena (Gudiia i
sur., 2009). Izlu¢ivanjem antimikrobnih metabolita probioti¢ke bakterije snizavaju pH te
modificiraju uvjete gastrointestinalnog sustava na na¢in da nisu odgovarajuci za rast patogena.
Prilikom kompetencije za hranjive komponente tada efektivnije uskracuju hranjive tvari
patogenima zbog Cega nemaju na raspolaganju dostatan izvor iskoristivih ugljikohidrata

potrebnih za daljnji rast i razmnoZavanje (Van Zyl i sur., 2020).



Modifikacija metabolicke aktivnosti crijevne mikrobiote u probavnom traktu jo$ je
jedno vazno funkcionalno svojstvo probiotic¢kih bakterija, uslijed ¢ega dolazi do inhibicije rasta
nekih sudionika crijevne mikroflore koji proizvode enzime (B-glukuronidazu, nitroreduktazu,
azoreduktazu 1 steroid-7a-dehidroksilazu) koji poti€u razvoj kancerogenih procesa
(Suskovi¢ i sur, 2009). Probiotici takoder imaju moguénost simulacije enzimskih reakcija koje
su ukljucene u reakcije detoksikacije pojedinih toksina te simuliraju razgradnju kompleksnih
hranjivih sastojaka ili ako za razgradnju ne postoje potrebni enzimi, osiguravaju bakterijski
izvor takvih probavnih enzima prilikom ¢ega ¢e modulirati njthovu aktivnost 1 sprijeciti
sudjelovanje u indukciji kancerogenih spojeva (Suskovi¢ i sur., 1997). Dokazano je da
probiotici 1 BMK sprjeCavaju nastanak raka debelog crijeva smanjenjem koncentracije

kancerogenih tvari koje su potencijalno prisutne u hrani (Shoukat, 2020).
2.3 ANTIMIKROBNO DJELOVANJE BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline, koje su stolje¢ima sastavni dio ljudske prehrane, mogu se
smatrati prirodnim nacinom opskrbe probavnog sustava aktivnim tvarima. Takve aktivne tvari
su npr. enzimi (laktaza, reduktaza) i tvari koje antagonisticki djeluju na nepozeljnu mikrobnu
populaciju u probavnom sustavu covjeka (Krsev, 1996). BMK i njihovi antimikrobni metaboliti
snazno inhibicijski djeluju na kvarenje hrane i razmnoZzavanje patogenih mikroorganizama i na
taj naCin poboljSavaju sigurnost hrane (Rogelj, 1994), Cuvaju svjez okus hrane i produljuju rok
trajanja. Jaku antimikrobnu aktivnost BMK pokazuju prema gram pozitivnim bakterijama

(Gregurek, 1999).

Antimikrobni metaboliti BMK mogu se podijeliti u dvije skupine: metaboliti male
molekulske mase s molekulskom masom <1000 Da i1 metabolite velike molekulske mase s
molekulskom masom >1000 Da u koje pripadaju bakteriocini. Svi ostali metaboliti imaju malu
molekulsku masu (Suskovié i sur., 2010). Njihovo antimikrobno djelovanje odvija se pomoéu

organskih kiselina, vodikovog peroksida, ugljikovog dioksida i bakteriocina (Zdolec i sur.,

2005).

2.3.1 Organske kiseline

Organske kiseline smatraju se glavnom antimikrobnom komponentom odgovornom za
inhibitorno djelovanje probiotickih bakterija. Inhibitorni u¢inak postizu kada nedisocirani oblik
organske kiseline ulazi u bakterijsku stanicu i disocira unutar njezine citoplazme. Eventualno

snizenje intracelularnog pH ili intracelularno nakupljanje ioniziranog oblika organskih kiselina



moze dovesti do smrti patogena (Khare i sur., 2018 ).

Najvaznije organske kiseline koje imaju antimikrobno djelovanje jesu mlije¢na i octena
kiselina Octenu kiselinu proizvode samo heterofermentativne BMK te onda ujedno imaju i jaci
inhibitorni u¢inak , dok mlije¢nu kiselinu proizvode i homofermentativne i heterofermentativne
BMK (Sugkovi¢ i sur., 2010). Mlije¢na kiselina, ovisno o zakretanju ravnine polarizirane
svijetlosti, moze biti u dva oblika: L(+) i D(-) §to je prikazano u tablici 1. Bakterije iz roda
Lactococcus 1 Streptococcus proizvode znatno manje mlijene kiseline u odnosu na bakterije iz

roda Lactobacillus (Gregurek, 1999).

Tablica 1. Primjeri bakterija mlije¢ne kiseline koje proizvode razli¢ite oblike mlijecne kiseline

(Preuzeto 1 prilagodeno prema Gregurek, 1999)

Bakterije mlijecne kiseline D(-) mlije¢na kiselina L (+) mlije¢na kiselina
Latobacillus delbrueckii spp bulgaricus + -
Lactobacillus lactis + -
Neke vrste roda Streptococcus spp. - +
Lactobacillus casei - +
Lactobacillus helveticus + +
Lactobacillus acidophilus + +

2.3.2 Vodikov peroksid

Uz organske kiseline, proizvodnja vodikovog peroksida potencijalni je vaZan
antimikrobni mehanizam u borbi protiv patogena (Van Zyl i sur., 2020). Vodikov peroksid ima
snazan antioksidacijski u€inak na bakterijske stanice. Oksidiraju SH- grupe u enzimima koji
sudjeluju u metabolizmu kao S§to su heksokinaza, aldolaza 1 gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (Rupci¢, 2016) sto dovodi do denaturacije enzima. Shodno tome smanjuje se

zaraznost patogena te se usporava njihovo prodiranje u crijevni epitel (Van Zyl i sur., 2020).

2.3.3 Diacetil

Diacetil (2,3-butandion) proizvode svi rodovi BMK. Znacajne kolicine mogu nastati u
prisustvu neke organske kiseline (Suskovié i sur. 1997). Antimikrobno djelovanje diacetila

najbolje se ocituje kada se nalazi u visokoj koncentraciji, a izraZenije antimikrobno djelovanje



pokazuje prema gram-negativnim bakterijama (Suskovié, 2010).

2.3.4 Bakteriocini

Bakteriocini su bioaktivne peptidne molekule antimikrobnog djelovanja (Suskovi¢ i
sur., 2010) i inhibicijskog ucinka na bakterije kvarenja. Razli¢itih su spektara, nacina
djelovanja, molekulskih masa, genetickih i biokemijskih svojstava (Zdolec i sur., 2005).
Bakteriocini se lako razgraduju djelovanjem proteolitickih enzima posebice djelovanjem
proteaza gastrointestinalnog trakta sisavaca zbog ¢ega su sigurni za ljudsku uporabu (Zacharof

i Lovitt, 2012).

Medu bakteriocinogenim BMK znafajno mjesto zauzimaju vrste roda Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus, Carnobacterium 1 dr. Uc¢inak
bakteriocina na gram-negativne bakterije nije mogu¢ zbog strukture stani¢ne stijenke G(-)
bakterija, stoga bakteriocini mogu biti aktivni samo protiv gram-pozitivnih bakterija (Zdolec 1
sur., 2005) osim u slucaju destabilizacije stani¢ne stijenke G(-) bakterija. Najpoznatiji
bakteriocin, kojeg proizvodi bakterija mlijecne kiseline Lactococcus lactis je nizin (Arqués i

sur., 2014).

2.4 PATOGENI MIKROORGANIZMI

2.4.1 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je spiralna, Gram negativna, mikroaerofilna Stapicasta bakterija.
Ima 4 — 7 biCeva koji se nalaze samo na jednom polu i upravo zahvaljuju¢i njima je visoko
pokretna. Duga je 3 — 5 um 1 promjera 0.5 pm. Optimalna temperatura rasta 35 °C — 36 °C.
Prezivljava u okoliSu pH vrijednosti 3 — 7 (Trogrli¢, 2017). Sastavni je dio Zelu¢ane mikroflore
gotovo polovice svjetskog stanovniStva, a prvi su ju uspjeSno izolirali Robin Warren i1 Barry

Marshall 1983. iz ljudskog Zeluca (Kusters i sur., 2006).

Lako se prenosi s jednog organizma na drugi, povezana je s nekoliko bolesti
gastrointestinalnog sustava, a navodi se 1 kao glavni uzro¢nik gastritisa 1 pepticke ulkusne
bolesti (Trogrli¢, 2017). Postotak zaraze ovom bakterijom najve¢i je u slabije razvijenim
drzavama. MoZe se razmnoZavati pri niskom pH koji vlada u Zelucu zbog moguénosti sinteze
ureaze kojom neutralizira kiselo okruzenje te izlucuje adhezivne proteine koji joj omogucuju

da lakse prodire do crijevnog epitela domacina (Jin i Yang, 2021).



Slika 1. Mikroskopski prikaz bakterije H. pylori (McColl i sur., 2010)

Dosadasnja istrazivanja provedena na H. pylori baziraju se na slobodnom planktonskom
obliku bakterije, no pokazalo se da ima moguénost razmnozavanja i kada je vezana za neku
povrsinu te ima formirani biofilm (Jin 1 Yang, 2021). H. pylori moZe naru$iti 1 promijeniti
prirodnu mikrofloru crijevnog trakta ostvarujuc¢i interakciju s ostalim mikroorganizmima u
probavnom traktu (McColl i sur., 2010). Inficira sluznicu zeluca te uzrokuje kroni¢ne infekcije
poput kroni¢nog gastritisa, a dokazano ima klju¢nu ulogu u nastanku zelu¢anog (MALT)

limfoma 1 raka zeluca te je 1994.g. svrstana u kancerogene prvog reda (Trogrli¢, 2017).

Infekcija bakterijom H. pylori moze se dijagnosticirati velikim brojem testova i najcesce
uspjeS$no lijeciti odredenim spektrom antibiotika. Medutim, sve veca upotreba antibiotika
rezultira sve ucestalijom pojavom bakterijske rezistentnosti, Sto oteZava postupak lijeCenja

(Kusters 1 sur., 2006).
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Slika 2. Prikaz tkiva sluznice Zeluca inficiranog bakerijom H. pylori (McColl i sur., 2010)
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Nedavne studije pokazale su da aktivne tvari prisutne u prirodnim proizvodima, poput



kapsaicina u ljutim papri¢icama, te probiotici pozitivno utje¢u na smanjenje infekcije nastale
bakterijom H. pylori in vivo i in vitro. Takoder utjecu i na smanjivanje iritacija Zeluca nastalih
upotrebom antibiotika na nacin da smanjuju koli¢inu hranjivih tvari koje trebaju bakteriji i
izluCuju bakteriocine koji razaraju njen biofilm te tako postaje osjetljivija na djelovanje

antibiotika (Jin i Yang, 2021).

Istrazivanje koje su proveli Yin i Jang (2021) pokazalo je da na razlicite sojeve H. pylori
gotovo trecina primijenjenih probiotika ima antibakterijski ucinak, od kojih su znac¢ajan utjecaj
imale vrste Lactobacillus salivarius, Lactobacillus helveticus te Lactobacillus plantarum, a
najistaknutiji u€inak u razaranju biofilma primijec¢en je kod L. salivarius. UnatoC visoko
razvijenim tehnologijama, jo$ uvijek ne postoji potpuno razjasnjen mehanizam djelovanja

H. pylori na crijevnu mikrofloru, kao niti probiotika na H. pylori. (Jin 1 Yang, 2021).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 MATERIJALI

311

3.1.2

3.1.3

3.14

Mikroorganizmi

Helicobacter pylori DSM®10242™, KoriSteni test-mikroorganizam uklju¢en u
istrazivanje preuzet je iz DSMZ (The Leibniz Institute SMZ German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH)

Uzorak autohtonog ovéjeg sira proizveden je bez dodatka komercijalnih starter kultura,

u Hrvatskoj od strane lokalnog Obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva u Istri.
Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (Biolife, Italija) sastava (g/l): pepton 10,0; govedi
ekstrakt 10,0; ekstrakt kvasca 5,0; glukoza 20,0; dinatrijev hidrogenfosfat 2,0 ; natrijev
acetat 5,0 ; amonijev citrat 2,0 ; magnezijev sulfat 0,2; manganov sulfat 0,05; agar 15,0;
Tween 80 1,0; pH vrijednost podloge je 6.5; sterilizacija pri 121 °C, 15 min. Navedeni
sadrzaj je otopljen u destiliranoj vodi dobro promijeSan i nakon sterilizacije razliven u
petrijeve zdjelice.

MRS bujon (Biolife, Italija), istog sastava kao MRS agar, ali bez dodanog agara.

Sterilizacija se provela pri 121 °C, 15 min.
Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj Helicobacter pylori

TSB bujon (Biolife, Italija) sastava (g/l): produkti razgradnje kazeina 17; produkti
pepticke razgradnje soje 3; glukoza (dekstroza) 2,5 ; NaCl 5,0; KoHPO4 2.,5. Konacan
pH podloge pri 25 °C je 7,3.

Aparatura i pribor

automatske pipete (Eppendorf, SAD)

centrifuga Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica, Sunrise (Tecan, Grodig, Austrija)

denzitometar (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francuska)

plasti¢ne tubice, 2ml (Eppendorf)

Erlenmeyerove tikvice volumena 50 i 100 mL

filteri za Sprice ,,Minisart®, PTFE, 0.22 um (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

laboratorijske ¢ase volumena 50 i 100 mL
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e mikrobioloske epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)

e Petrijeve zdjelice (@ 10 cm)stapi¢i po Drigalskom

e tehniCka vaga, Extend (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
e Vibromjesa¢ EV-102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

3.1.5 Kemikalije

e etanol, 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e fetalni tele¢i serum (Gibco, Waltham, MA, SAD)

o kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e kalijev hidroksid (Merck, Darmstadt, Njemacka)

o kalijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e kristal-violet 1 % otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

3.2 METODE

3.2.1 Izolacija bakterija mlije¢ne kiseline iz autohtonog ov¢jeg sira

Izolacija bakterija mlijecne kiseline iz uzoraka ovcCjeg sira provedena je klasi¢nim
mikrobioloskim metodama. Izvagano je 10 g uzorka sira te je uzorak usitnjen i prebacen u
Erlenmeyerovu tikvicu sa staklenim kuglicama 1 90 mL demineralizirane vode. Pripremljeni
uzorak u Erlenmeyerovoj tikvici prenesen je na tresilicu i homogeniziran 10 min pri 150
okretaja min™! i 25 °C. Nakon homogenizacije uzorka, napravljeno je 6 decimalnih razrjedenja
suspenzije uzorka. Iz svakog razrjedenja prebaceno je po 100 puL suspenzije uzorka na MRS
agar u Petrijevoj zdjelici 1 po 200 pg suspenzije uzorka u S mL MRS bujona. Pripremljeni uzorci
stavljeni su na inkubaciju u termostat na 37 °C tijekom 24 h, aerobno i anaerobno. Nakon
inkubacije, po 0,1 mL porasle kulture razmazano je Stapi¢em po Drigalskom na MRS agar te je
stavljeno na inkubaciju tijekom 24 — 48 h na 37 °C aerobno i anaerobno. Nakon inkubacije,
porasle pojedinacne kolonije nacijepljene su u zasebne MRS bujone, kako bi se izolirale Ciste
kulture, te inkubirane na 37 °C u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Nakon porasta Ciste kulture

su spremljene u 30 %-tni glicerol na -20 °C do koriStenja.

3.2.2 Priprema radnih suspenzija bakterija mlije¢ne kiseline i Helicobacter pylori
DSM®10242™

Stanice BMK prekono¢no su uzgojene u MRS bujonu, dok su stanice bakterije H. pylori
DSM®10242™ prekonoé¢no uzgojene u TSB bujonu u mikroaerofilnim uvjetima s obogaé¢enim

CO,. Dobivena suspenzija centrifugirana je 10 min pri 6000 okretaja min"' kako bi se
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bakterijske stanice izdvojile iz suspenzije i odvojile od supernatanta. Istalozene stanice
resuspendirane su u 5 mL sterilne deionizirane vode nakon ¢ega su ponovo centrifugirane prema
ranije navedenim uvjetima te je takav postupak ispiranja stanica ponovljen dva puta. U
zavrSnom postupku pripreme radne suspenzije stanica, istalozene stanice resuspendirane su u 5

mL sterilne deionizirane vode.

3.2.3 Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Broj bakterijskih stanica u uzorcima odreden je nacjepljivanjem decimalnih razrjedenja
uzorka na MRS agar. Nakon inkubacije, porasle kolonije na agaru su izbrojane te je izracunat
broj stanica u ispitivanim uzorcima koji je izraZen kao jedinice koje tvore kolonije po mililitru

(CFU, eng. colony forming units).

3.2.4 Odredivanje antimikrobne aktivnosti izolata prema Helicobacter pylori
DSM®10242™

Nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu, stanice BMK odvojene su od medija
centrifugiranjem na 6000 okretaja min™' tijekom 10 min. Supernatanti su odvojeni te su
sterilizirani filtracijom kroz 0,22 pum filtere.

Antimikrobna aktivnost supernatanta odredena je na mikrotitarskoj plo¢i s 96 jazica

prilagodenom metodom prema Kostelac (2022).

U jazice mikrotitarske ploCice dodano je 170 puL supernatanta bakterija mlijecne
kiseline, 100 pL. TSB bujona s dodatkom 5 % govedeg seruma. Inokulacija je provedena
dodatkom 10 uL prekono¢no uzgojene H. pylori u TSB bujonu s dodatkom seruma. Provedena
je inkubacija na 37 °C tijekom 48 sati u mikroaerofilnim uvjetima te je u intervalu do 24 h
izmjerena apsorbancija na 620 nm pomocu citaca mikrotitarskih plocica. Pracden je rast u
navedenom razdoblju te je inhibicija izracunata prema izrazu:

Inhibicija (%) = (1 - At/A0 ) x 100 [1]
gdje je:

At = apsorbancija u vremenu t

A0 = apsorbancija u vremenu 0

Kontrolni uzorci su umjesto supernatanta sadrzavali neinokulirani MRS bujon tretiran isto kao

1 ostali uzorci, a slijepe probe bili su uzorci bez dodatka patogenih mikroorganizama.
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3.2.5 Ispitivanje preZzivljavanja bakterija u simuliranim uvjetima Zeluca

Odreden je kontinuirani stupanj prezivljavanja izolata BMK u simuliranim uvjetima
zeluca nakon 90 minuta inkubacije. Navedeni uvjeti simulirani su pripremom otopina kao §to
je opisano u radu Marques i sur. (2011) prema oznaci SS1 za simulaciju usne Supljine, te uz
prilagodene koncentracije pepsina i pankreatina prema Kostelac (2022) za simulaciju uvjeta

zeluca.

Uvijeti koji oponasaju prirodne uvjete Zeluca ostvareni su otapanjem pepsina (3 gL™') u
otopini sljedeéih soli (gL'): NaCl9,0, KCI 0,8946, NaH,PO4 0,8878, Na>SO4 1,680, NaHCOs
1,680, CO(NH»), 0,1981 te podesavanjem pH na 3,1 pomocu koncentrirane klorovodi¢ne

kiseline.

3.2.6 Odredivanje autoagregacijske sposobnosti bakterija mlije¢ne Kiseline

Bakterijske stanice su nakon prekono¢nog uzgoja u MRS bujonu izdvojene
centrifugiranjem te je pripremljena suspenzija stanica u fosfatnom puferu pH 7,2 volumena 5
mL te je odreden stupanj autoagregacije prilagodenom metodom prema Kos i sur. (2003). U
uzorku koji miruje tijekom 24 h pazljivo se u odabranim intervalima uklanjao gornji sloj
suspenzije te se mjerila apsorbancija pri 600 nm pomocu spektofotometra. Apsorbancija
uzoraka mjerila se intervalima od 15 min unutar 90 min. Stopa autoagregacije je izracunata
prema izrazu:

Autoagregacija (%) = (1 - A/Ao) x 100 (2]
gdje je:
At — apsorbancija u vremenu t

A0 — apsorbancija u vremenu 0

3.2.7 Odredivanje sposobnosti rasta bakterije Helicobacter pylori prisutnosti
neutraliziranog termicki obradenog supernatanta
Uzgojni medij je od stanica BMK odvojen kako je opisano u poglavlju 3.2.4., nakon
¢ega je neutraliziran s pomoc¢u 1M NaOH. Polovica volumena neutraliziranog uzorka termicki

je obradena kuhanjem na 100 °C u trajanju od 5 min.

Sposobnost rasta bakterije H. pylori u prisutnosti neutraliziranog termicki obradenog
supernatanta odredena je u mikrotitarskoj ploci s 96 jazica prilagodenom metodom prema

Kostelac (2022) kako je opisano u poglavlju 3.2.4.
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3.2.8 ldentifikacija pomo¢u analize fermentacijskog profila (API 50 CHL metoda)

Nakon porasta bakterijskih kultura na MRS agaru, biomasa je resuspendirana pomoc¢u
mikrobioloske uSice u API 50 CHL mediju. Postignuta gusto¢a suspenzije je mjerena na
denzitometru te je konaCna gustoéa suspenzija iznosila 2 McF (eng. McFarland units).
Suspenzijom su napunjene ampule API 50 CHL stripa te je dodano mineralno ulje. Nakon
inkubacije (48 h, 37 °C), o¢itani su rezultati na na¢in da promjena boje u ampuli iz Zute u plavu
znaci da je doSlo do fermentacije Secera §to je rezultiralo zakiseljavanjem i promjenom boje
bromkrezol-purpurnog indikatora. [znimka je ampula 25 gdje se pozitivnim rezultatom smatra
promjena boje iz ljubicaste u crnu. Rezultati su o¢itani pomocu identifikacijskog softvera Api-

web™ (BioMerieux, Francuska).

3.2.9 Statisticka obrada podataka

Rezultati eksperimanata su izrazeni kao srednje vrijednosti ponovljenih eksperimenata
+ standardna devijacija. Statisticke razlike medu ponavljanjima odredene su t-testom.
Usporedbe medu grupama provede su ANOVA testom. Statisticka znacCajnost podeSena je na
p<0,05 1 sve usporedbe radene su pomocu programa STATISTICA 14.0.0.15 (Tibco, Palo Alto,
SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu provedena je izolacija BMK iz autohtonog ov¢jeg sira te je ispitana
sposobnost izolata u inhibiciji patogene bakterije H. pylori. Nakon primarnog odredivanja
sposobnosti izolata da prezive stresne uvjete zeluca, detaljno je ispitan nacin antagonistickog
djelovanja na spomenutu patogenu bakteriju. Izolati s najve¢im antagonistickim potencijalom

su identificirani pomoc¢u biokemijskog fermentacijskog profila.
4.1 Izolacija i identifikacija bakterija mlije¢ne kiseline iz uzorka ov¢jeg sira

Uspjesno je izolirano deset sojeva BMK iz uzoraka ov¢jeg sira. Izolirani sojevi
oznaceni su oznakom DK te numerirani od 1 do 10. Nakon provedene izolacije, sojevi su
pohranjeni u Zbirku mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobiologiju 1 mikrobiologiju
namirnica, Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Tradicionalni sirevi
su 1 ranije prepoznati kao potencijalan izvor BMK sa probioti¢kim potencijalom (Mohammed
1 Con, 2021; Abdi 1 sur., 2006, Jabbari i sur., 2017). Kako su probioti¢ka svojstva ovisna o
pojedinom soju iznimno je vazno pravilno okarakterizirati sve dobivene izolate kako bi se

otkrila prisutnost onih sojeva koji potencijalno imaju probioticka svojstva.

Kako bi se odredila sposobnost dobivenih izolata da inhibiraju H. pylori, ispitana je
sposobnost rasta navedene patogene bakterije u prisutnosti supernatanta kulture izolata BMK
izoliranih iz uzorka ov¢jeg sira. Rezultati iskazani kao postotak inhibicije prikazani su na slici

3.
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Slika 3. Inhibicija rasta bakterije H. pylori DSM®10242™ y prisutnosti supernatanta kulture
izolata BMKe izoliranih iz ov¢jeg sira. Rezultati inhibicije prikazani su kao postotak +
standardna devijacija. Isprekidana linija oznacava zadani zadovoljavajuci stupanj inhibicije

veéiod 50 %

Iz rezultata je vidljivo da su svi ispitani izolati pokazali odredeni stupanj inhibicije H.
pylori, a razine inhibicije znaCajno variraju medu pojedinim sojevima. S ciljem lakse
interpretacije rezultata u ovom eksperimentu zadana je granic¢na linija od 50 % inhibicije te se
smatra kako su izolati koji su inhibirali H. pylori na razini viSoj od zadane iskazali izrazeni
probioticki potencijal. Obzirom na navedeno, izolati DK1, DK4, DKS5 i DK7 pokazali su
najbolja inhibicijska svojstva od ispitivanih sojeva te su odabrani za daljnju analizu.
Inhibitorna aktivnost supernatanta kulture BMK, osobito pripadnika roda Lactobacillus
primijecena je i u ranijim studijama (Hamilton-Miller, 2003). Pripadnici roda Lactobacillus
proizvode relativno visoke koli¢ine mlijecne kiseline koja je smatra jednim od nacina inhibicije

patogenih bakterija, pa tako 1 H. pylori (Kamiya i sur., 2019).

Kako bi se osigurala interakcija probiotika i patogenih bakterija, probiotici moraju u
dovoljnom broju aktivno djelovati na Zeljenom mjestu u doma¢inu. Obzirom na ciljeve ovog
rada 1 istrazivanje interakcija potencijalnih probiotika s H. pylori, odredena je sposobnost
prezivljavanja izolata BMK koji su zadovoljili 50 % inhibicije u prethodnom eksperimentu
(DK1, DK4, DKS5 i DK7) u simuliranim uvjetima zeluca. Prezivljenje nakon 90 minuta

izlaganja uvjetima Zeluca prikazano je na slici 4.
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Slika 4. PreZivljenje izolata BMK izoliranih iz ov¢jeg sira tijekom 90 minuta izlaganja
simuliranim uvjetima Zeluca. Rezultati su prikazani kao logaritam broja stanica po mililitru

suspenzije + standardna devijacija (*statisticki znacajno razli¢ito od pocetnog broja, p<0,05)

Izolati DK5 1 DK7 nisu pokazali znac¢ajno smanjenje broja nakon izlaganja opisanim
uvjetima, dok je kod izolata DK1 1 DK4 doslo do pada broja stanica u razini jedne logaritamske
jedinice. Ako se dobiveni rezultati za izolate DK1 1 DK4 usporede sa sli¢cnom studijom 90
minutnog izlaganja probiotika uvjetima Zeludca gdje je doSlo do pada broja od 4,6
logaritamskih jedinica (Afzaal i sur., 2020). moZe se smatrati kako izolati iskazuju umjerenu do
znacCajnu sposobnost prezivljenja. Visok stupanj prezivljenja izolata BMK roda Lactobacillus
primijecen je i u istrazivanju Fonseca i sur. (2021) gdje je 18 od 19 izolata pokazalo stupanj
prezivljenja ve¢i od 81 %. Smatra se kako je sposobnost prezivljavanja BMK u stresnim
uvjetima gastrointestinalnog trakta intrinzi¢no svojstvo koje ovisi o osjetljivosti pojedinog soja
na niski pH 1 na prisutnost Zu¢nih soli (Curto 1 sur., 2011). Takoder, otpornost pojedinih sojeva
na navedene uvjete takoder ovisi i o fazi rasta, fizioloSkom stanju mikroorganizma te drugim,

ne do kraja razjaSnjenim mehanizmima.

Osim sposobnosti prezivljenja u uvjetima na ciljanom mjestu djelovanja, vazna je
sposobnost zadrzavanja probioti¢kih bakterija na Zeljenom mjestu te onemogucéavanje
kolonizacije patogena. Jedan od nac¢ina onemogucavanja kolonizacije patogena je adhezija na
epitel ¢ime se onemogucava prodor ili stvaranje patogenih biofilmova $to u konacnici rezultira
smanjenjem patogenosti. U ovom je radu ispitana sposobnost autoagregacije u simuliranim

uvjetima Zeluca za 4 izolata koja su pokazala najbolju sposobnost inhibicije (DK1, DK4, DKS5
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1 DK7) u simuliranim uvjetima Zeluca te su rezultati prikazani na slici 5.

70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A

Autoagregacija (%)

% X

X

15 30 45 60 75 90
Vrijeme (min™")

—4—DK1 —X-DK4 -=-DK5 —e-DKY

Slika 5. Sposobnost autoagregacije izolata BMK u simuliranim uvjetima zeluca tijekom 90

minuta inkubacije prikazana kao postotak + standardna devijacija

Iz rezultata je vidljivo kako najvecu sposobnost autoagregacije iskazuje soj DKS5, dok
sojevi DK1 1 DK7 imaju nesto nizu sposobnost autoagregacije u rasponu od 74 do 76 %. Najnizi

stupanj autoagregacije pokazao je izolat DK4 ¢iji postotak iznosi manje od 10 %.

Sposobnost autoagregacije, odnosno nakupljanja bakterijskih stanica istog soja BMK,
iznimno je vaZzna zato Sto povefava mogucénost vezanja probiotika za crijevni epitel te
omogucuje probiotickim sojevima laksu integraciju u autohtonu mikrofloru gastrointestinalnog
sustava. Posljedi¢no tomu, probiotici §tite gastrointestinalni sustav domacina tako Sto se natjecu
s patogenima za supstrat i mjesto vezanja (Xu i sur., 2009). Siroki raspon autoagregacijske
sposobnosti primijecen je i u istrazivanju Bautista-Gaullego i sur. (2013) gdje je na velikom
broju izolata primije¢en raspon autoagregacije od 10 do preko 90 %. Autoagregacija je jedan
od korisnih parametara za detekciju sojeva s dobrim adhezijskim svojstvima te je pokazano
kako izolati koji dobro adheziraju takoder pokazuju visoki stupanj autoagragcije Bautista-

Gaullego i sur. (2013).

Obzirom na dobivene rezultate, izdvojeni su visoko agregativni izolati DK1, DK5 i DK7

te su prije dodatnih ispitivanja identificirani API 50 CHL testom. API testom dobiveni su
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fermentacijski profili sva tri izolata (tablica 2), ¢ijom su analizom sojevi DK1 i DK7
identificirani kao Latilactobacillus curvatus s postotkom identifikacije > 99,7 %, dok je soj

DKS5 identificiran kao Lacticaseibacillus paracasei s postotkom > 99,9 % (tablica 3).

Tablica 2. Fermentacijski profili bakterijskih izolata iz autohtonog ov¢jeg sira (DK1, DKS i
DK?7) dobiveni API 50 CHL testom

Ugljikohidrati DK1 DKS DK7
Kontrola - - -
Glicerol - - -
Eritriol - - -
D-arabinoza - - -
L-arabinoza - - -
Riboza + + +
D-ksiloza - - -
L-ksiloza - - B
Adonitol - - -
B-metil-ksilozid - - -
Galaktoza + + +
D-glukoza + + +
D-fruktoza + + +
D-manoza + + +
L-sorboza - + -
Ramnoza - - -
Dulcitol - - -
Inozitol - + -
Manitol + + +
Sorbitol - + -
a-metil-D-manozid - - -
a-metil-D-glukozid + - +
N-acetil glukozamin + + +
Amigdalin - - -
Arbutin - + -
Eskulin + + +
Salicin + + +
Celobioza + + +
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Tablica 2. Fermentacijski profili bakterijskih izolata iz autohtonog ov¢jeg sira (DK1, DKS5 i

DK?7) dobiveni API 50 CHL testom — nastavak

Maltoza +

Laktoza +

Melibioza -

Saharoza -

Trehaloza +

Inulin -

Melezitoza +

D-rafinoza -

Amidon -

Glikogen -

Ksilitol -

B-gentobioza -

D-turanoza -

D-liksoza -

D-tagatoza +

D-fukoza -

L-fukoza -

D-arabitol -

L-arabitol -

Glukonat -

2-keto-glukonat -

5-keto-glukonat -

Tablica 3. Rezultati API 50 CHL biokemijske identifikacije BMK izolata iz ov¢jeg sira

Oznaka soja | Rezultat

Postotak identifikacije

DK1 Latilactobacillus curvatus 99,7
DK5 Lacticaseibacillus paracasei 99,9
DK7 Latilactobacillus curvatus 99,7
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Kako bi se dodatno istrazila antagonisticka svojstva sojeva DK1, DK5 i DK7 odredena je
antimikrobna aktivnost neutraliziranih i termicki inaktiviranih supernatanta kulture BMK na

rast H. pylori. Rezultati su prikazani na slikama 6 i 7.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Vrijeme (h)

—&—Kontrola -e-DK1 —-DK5 --®: DK7Y
Slika 6. Sposobnost rasta bakterije H. pylori DSM®10242™ u prisutnosti neutraliziranog

supernatanta izolata BMK iz ov¢jeg sira tijekom 48 h inkubacije. Rezultati su prikazani kao

opticka gustoca na 620 nm =+ standardna devijacija

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Vrijeme (h)

—a— Kontrola - e -DK1 —e- - DK5 --m--- DK7Y

Slika 7. Sposobnost rasta bakterije H. pylori DSM®10242™ y prisutnosti neutraliziranog i
termicki obradenog supernatanta izolata BMK iz ov¢jeg sira tijekom 48 h inkubacije.

Rezultati su prikazani kao opticka gustoca na 620 nm + standardna devijacija
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Sva tri ispitana soja pokazala su znacajan gubitak inhibitorne aktivnosti u usporedbi s
originalnim supernatantom u pocetnom eksperimentu antimikrobne aktivnosti. Nakon
neutralizacije inhibitorna aktivnost primije¢ena je kod sva tri soja, a najmanja sposobnost rasta
H. pylori zabiljezena je kod supernatanta soja DK5. Nakon neutralizacije i termicke obrade,
inhibicija rasta nije bila statisticki znacajna za soj DK7 dok su sojevi DK1 1 DKS5 zadrzali

inhibitornu aktivnost.

Navedeni rezultati ukazuju kako sva tri ispitana soja antimikrobno aktivnost prema H.
pylori iskazuju viSestrukim mehanizmima, a ne iskljucivo snizenjem pH. Navedeno proizlazi
iz usporedbe rezultata prikazanih na slici 3 1 slici 6 gdje je nakon neutralizacije uocena 1 dalje
znacajna inhibicija rasta ispitivanog patogena. Nakon termicke obrade, inhibicija je zadrZana u
prisutnosti supernatanta kulture DK1 1 DKS5 §to otvara moguénost temostabilnih antimikrobnih
molekula uklju€enih u inhibiciju. Antimikrobna aktivnost L. paracasei prema H. pylori i ranije
je primije¢ena u radu Hong 1 sur. (2018). Eksperimentima na laboratorijskim miSevima takoder
je dokazano da bakterija L. paracasei inhibira prianjanje H.pylori na crijevni epitel te za 50 %
suzbija infekciju kada je probavni trakt ve¢ koloniziran patogenom H. pylori
(Hong 1 sur., 2018). Visestruki mehanizmi ispoljavanja antagonistickih svojstava probiotickih
bakterija otprije su poznati, a neki od istaknutijih antimikrobnih metabolita su bakteriocini,

diacetil, organske kiseline i1 vodikov peroksid (Ashokkumar i sur., 2011).

U istrazivanju Ashokkumar i sur. (2011), soj L. paracasei je ve¢ ranije uspjesno izoliran
iz magareceg mlijeka te je podvrgnut testiranju na prisutne bakteriocine, peptide koji pokazuju
letalno djelovanje prema sojevima bakterija razlicitim od soja producenta, koji su izlozeni
odabranim klini¢kim patogenima Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 1
Pseudomonas aeruginosa na koje su bakteriocini L. paracasei pokazivali znacajnu inhibicijsku

aktivnost.

Nadalje, Chen 1 sur. (2020) navode kako L. curvatus ima izvrsno bakteriocinogeno
djelovanje zbog proizvodnje vise vrsta bakteriocina te ima vrlo dobro razvijen metabolizam
ugljikohidrata. Opisani bakteriocini koje proizvodi bakterija L. curvatus tolerantni su na Siroki
spektar pH 1 temperatura. Kurvacin A prvi je bakteriocin koji je identificiran i1 okarakteriziran
iz soja bakterije L. curvatus. Kurvacin A relativno je malen peptid koji se sastoji od svega 38-
41 aminokiselinska ostatka te sadrzi N-terminalan alanin. Pepsin, koji je u ovom radu koriSten

u pripremi simuliranih uvjeta Zeluca, ne razgraduje kurvacin A (Chen i sur. 2020).
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Obzirom na dobivene rezultate moze se smatrati kako izolirani sojevi L. curvatus DK1
1 L. paracasei DKS5 pokazuju znacajna probioticka svojstva i potencijalnu mogucnost primjene
u smanjenju patogeneze uzrokovane patogenom H. pylori. Rezultati takoder potvrduju kako su
autohtoni fermentirani proizvodi potencijalan izvor probiotickih bakterija sa specificnim

svojstvima ¢ije se mehanizme djelovanja treba sustavno istraziti i opisati.
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5. ZAKLJUCCI
1. Uspjesno je izolirano 10 izolata bakterija mlijecne kiseline iz uzoraka autohtonog ovcjeg sira.

2. Izolati DK1, DK4, DK5 1 DK7 znac¢ajno su inhibirali rast patogene bakterije H. pylori s

postotkom visim od 50 %.

3. Izolati DK1, DK4, DKS5 i DK7 pokazali su visoku sposobnost prezivljenja u simuliranim
uvjetima zeluca ¢ime je ostvaren preduvjet ispoljavanja probiotiC¢kih ucinaka na ciljanom

mjestu u domacinu.

4. Izolati DK1, DKS5 1 DK7 iskazali su visok stupanj autoagregacije, jednog od klju¢nih

parametara u detekciji sojeva s potencijalom adhezije.

5. Uspjesno je provedena biokemijska identifikacija odabranih izolata te su sojevi identificirani
kao: Latilactobacillus curvatus DK1, Lacticaseibacillus paracasei DKS5 1 Latilactobacillus

curvatus DK7 s visokim postotkom identifikacije.

6. Sojevi Latilactobacillus curvatus DK1 1 Lacticaseibacillus paracasei DKS pokazuju
znaCajan stupanj inhibicije H. pylori 1 nakon neutralizacije 1 termicke obrade supernatanta

kulture $to ukazuje na visestruke mehanizme ispoljavanja antimikrobne aktivnosti.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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