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SAZETAK

Porastom znanstvenih spoznaja o utjecaju hranjivih tvari na ocuvanje zdravlja i
prevenciju bolesti, raste 1 interes za razvoj nutraceutiCkih proizvoda, za koje se ocekuje
povoljan u¢inak na zdravlje. U ovom radu su razvijeni novi nutraceutic¢ki proizvodi namijenjeni
prehrani dojencadi od 4. mjeseca starosti, koji uklju¢uju instant pahuljice od rize, instant
pahuljice od rize s voéem i instant pahuljice od pSenice uz dodatak probiotickog soja
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® te hrana za posebne medicinske potrebe uz
dodatak probiotickog soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. Dodatak probioti¢kih
sojeva u ove proizvode ¢ini ih funkcionalnim pripravcima. Kako bi se dokazalo da su u
razvijenim proizvodima uistinu prisutne koristene probioticke bakterije, bakterije su izolirane
iz proizvoda i identificirane primjenom fenotipskih i genotipskih metoda. Pristunost kulture
BB-12" u proizvodima djecje hrane je potvrdena AFLP metodom te PCR-om s pocetnicama
specificnim za Bifidobcterium vrste. PCR-om za Lacticaseibacillus paracesei vrstu te
sekvenciranjem je potvrdena prisutnog tog soja u hrani za posebne medicinske potrebe. Daljnji
cilj je bio in vitro ispitati utjecaj ovih matriksa na probioti¢ka svojstva koriStenih bakterija kroz
niz eksperimenata u okviru probioti¢kog koncepta koji su ukljucivali osjetljivost na antibiotike,
prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta, dekonjugacijsku aktivnost
prema Zu¢nim solima, asimilaciju kolesterola, antagonisticko djelovanje protiv nepozeljnih
mikroorganizama te adhezijska svojstva na Caco-2 stani¢noj liniji i proteinima ekstracelularnog
matriksa. Ispitivanjem osjetljivosti na antibiotike koristenih i izoliranih probiotic¢kih kultura,
dobiveni su rezultati koji su u skladu s EFSA-inim smjernicama. Sva tri matriksa djecje hrane
su imala podjednako dobar zastitni utjecaj tijekom izlaganja BB-12® soja simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta pri ¢emu je prezivljavanje stanica za 2,5 log jedinice bilo vece nego
kod ciste kulture. U slucaju probioticke bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei, obje kulture (Cista liofilizirana i izolirana iz hrane za posebne medicinske potrebe)
su vrlo uspjesno prezivjele nepovoljne uvjete, ali nije bilo znacajnijeg utjecaja hrane za posebne
medicinske potrebe na protektivni uc¢inak. Stanice BB-12® su pokazale dekonjugacijsku
aktivnost tijekom rasta u mediju uz dodatak natrijevog taurokolata, a minimalno veca aktivnost
je uocena kod kulture izolirane iz instant pahuljica od riZze i voca. Isti matriks je povecao i
asimilaciju kolesterola za 18 %, a instant pahuljice od pSenice za 13 %. Kod kulture
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei takoder je uocen minimalan utjecaj hrane za
posebne medicinske potrebe na dekonjugacijsku aktivnost, ali je asimilacija kolesterola

povedéana za 16,4 %. U ispitivanju antagonisti¢kog djelovanja stanica BB-12® prema Gram-



pozitivnim bakterijama metodom s dvostrukim slojem, stanice tog soja u djecjoj hrani su
iskazale srednji ili jaki inhibicijski u¢inak dok su stanica soja iz liofilizirane kulture uglavnom
pokazale slabu ili srednju inhibiciju $to znaci da proizvodni matriksi dje¢je hrane pojacavaju
inhibicijsko djelovanje. Kod bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei koja je
pokazala slabu inhibiciju, nije uo¢en niti znacajan utjecaj matriksa na antimikrobno djelovanje.
Prilikom ispitivanja antagonisti¢kog djelovanja stanica BB-12® prema test-mikroorganizmima
metodom difuzije u agar, veci promjeri inhibicije SU postignuti za stanice u €istoj liofiliziranoj
kulturi nego iz djecje hrane zbog otezane difuzije antimikrobnih metabolita. U slucaju stanica
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je postignut obrnuti rezultat. Stanice kulture iz
hrane za posebne medicinske potrebe su pokazale znacajno veci inhibicijski u¢inak na rast test-
mikroorganizama §to znaci da je taj matriks pojacao inhibicijsko djelovanje soja. I matriks
djec¢je hrane i hrane za posebne medicinske potrebe su pojacali antimikrobni uc¢inak soja BB-
12® odnosno Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei prilikom ispitivanja inhibicije rasta
test-mikroorganizama i bakterije mlije¢ne kiseline turbidimetrijskom metodom §to moze biti
posljedica poticanja metabolicke aktivnosti i proizvodnje antimikrobnih metabolita u
prisutnosti matriksa. Proizvodni matriksi nisu imali signifikantni utjecaj na stupanj
autoagregacije kultura BB-12® i Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. Instant
pahuljice od rize i instant pahuljice od pSenice te hrana za posebne medicinske potrebe su
utjecali na znacajnije veéi postotak koagregacije probiotickih kultura sa srodnim bakterijama
mlije¢ne kiseline te primijenjenim test-mikroorganizmima. Adhezija stanica Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12® na fibronektin i kolagen je uinkovitija od adhezije na laminin,
dok nije bilo znacajnije razlike izmedu adhezija na fibronektin i kolagen, a medijatori adhezije
na proteine ekstracelularnog matriksa su neproteinske prirode. U slucaju kulture
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kod svih proteina je doslo do smanjenja adhezije
nakon tretmana proteinazom K, a najveca adhezija je zabiljezena na laminin. Dokazano je da
se Caco-2 stani¢ne linije mogu uspjesno koristiti za ispitivanje sposobnosti adhezije koristenih
bakterija pri éemu je najveéi adhezivni kapacitet BB-12® postignut pri multiplicitetom infekcije
100 i nakon 12 sati inkubacije, a u slu¢aju stanica Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei
je najveci kapacitet postignut pri multiplicitetom infekcije 10. Ista stani¢na linija je koristena
za ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogena pri ¢emu je adhezija soja BB-12® na Caco-2
stani¢nu liniju smanjila vezivanje S. Typhimurium FP1 za otprilike 1,5 log jedinicu, dok
ekskluzija stanica E. coli 3014 nije bila statisticki znacajna. Adhezija soja Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei je smanjila vezivanje E. coli 3014 za 1,81 log jedinicu, a vezanje S.
Typhimurium FP1 za 1,85 log jedinicu.



SUMMARY

Increased scientific knowledge about the impact of nutrients on health and disease
prevention has resulted with a growing interest in the development of nutraceutical products,
which are expected to have a beneficial effect on health. In this paper, new nutraceutical
products intended for infants from 4 months of age have been developed, including instant rice
flakes, instant rice flakes with fruit and instant wheat flakes with the addition of probiotic strain
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® and food for special medical purposes with the
addition of the probiotic strain Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. The addition of
probiotic strains to these products makes them functional preparations. To prove that the
probiotic bacteria used were indeed present in the developed products, the bacteria were isolated
from the product and identified using phenotypic and genotypic methods. The presence of BB-
12® culture in baby food products was confirmed by AFLP and PCR with primers specific for
Bifidobcterium species. PCR for Lacticaseibacillus paracesi species and sequencing confirmed
the presence of this strain in food for special medical purposes. A further aim was to examine
in vitro the influence of these different matrices on the specific probiotic properties of the used
bacteria through a series of experiments within the probiotic concept that included sensitivity
to antibiotic, survival in simulated gastrointestinal tract conditions, bile salt deconjugation
activity, cholesterol assimilation, antagonistic activity against undesirable microorganisms and
potential bacteriocin activity, and adhesion properties to Caco-2 cells and extracellular matrix
proteins. By testing the antibiotic susceptibility of used and isolated probiotic cultures, results
were obtained that are in line with EFSA guidelines. All three baby food matrices had an equally
good protective effect during exposure of BB-12® probiotic strain to simulated gastrointestinal
tract conditions where cell survival was 2.5 log units higher than in pure culture. In the case of
the probiotic bacterium Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, both cultures (pure
lyophilized and isolated from food for special medical purposes) survived the adverse
conditions very successfully, but there was no significant effect of food for special medical
purposes on the protective effect. BB-12% cells showed deconjugation activity during growth
in medium with the addition of sodium taurocholate, and minimally higher activity was
observed in cultures isolated from instant rice and fruit flakes. The same matrix also increased
the assimilation of cholesterol by 18 % and instant wheat flakes by 13 %. In the case of
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei culture, it was also observed minimal effect of
matrix on deconjugation activity, but cholesterol assimilation was increased by 16.4 %. In a

study of the antagonistic activity of BB-12® cells against Gram-positive bacteria by the agar



spot-test method, cells of this strain in infant food showed moderate or strong inhibitory effect
while cells from lyophilized culture generally showed weak or moderate inhibition, which
means that baby food enhanced the inhibitory effect. Concerning Lacticaseibacillus paracaseli
subsp. paracasei, which showed weak inhibition, no significant effect of matrix on
antimicrobial activity was observed. When testing the antagonistic activity of BB-12% cells
against test-microorganisms by agar diffusion method, higher diameters of inhibition were
achieved for cells in pure lyophilized culture than from baby food due to impaired diffusion of
antimicrobial metabolites. In the case of Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei the
reverse result was achieved. Culture cells from food for special medical purposes showed a
significantly higher inhibitory effect on the growth of test-microorganisms, which means that
this matrix enhanced the inhibitory effect of strains. Both the matrix of baby food and food for
special medical purposes enhanced the antimicrobial effect of strain BB-12® and
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei when testing the inhibition of growth of test-
microorganisms and lactic acid bacteria by turbidimetric method which may be due to the
stimulation of metabolic activity and production of antimicrobial metabolites in the presence of
matrix. Production matrices did not have a significant effect on the degree of autoaggregation
of cultures of BB-12® and Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. Instant rice flakes
and instant wheat flakes and food for special medical purposes affected a significantly higher
percentage of coaggregation of probiotic cultures with related lactic acid bacteria and test-
microorganisms. Adhesion of Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® to fibronectin and
collagen was more effective than adhesion to laminin, while there was no significant difference
between adhesion to fibronectin and collagen, and mediators of adhesion to proteins of
extracelullar matrices are nonprotein in nature. In the case of Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei, in all proteins there was a decrease in adhesion after treatment with proteinase
K, and the highest adhesion was observed to laminin. It has been shown that Caco-2 cell lines
can be successfully used to test the adhesion ability of used bacteria with the highest adhesion
capacity of BB-12® achieved at multiplicity of infection 100 and after 12 hours of incubation,
and in the case of Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei had the highest capacity
achieved at multiplicity of infection 10. The same cell line was used to test competitive
exclusion of pathogens with adhesion of BB-12® strain to Caco-2 cell line which reduced S.
Typhimurium FP1 binding by approximately 1.5 log unit, while exclusion E. coli 3014 cell was
not statistically significant. Adhesion of Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei
decreased the binding of E. coli 3014 by 1.81 log units and the binding of S. Typhimurium FP1
by 1.85 log units.
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1. UVOD

Suvremeno covjecanstvo se suocCava s novim infektivnim bolestima, ponovnom
pojavom starih infektivnih bolesti i rastu¢om rezistencijom patogenih mikroorganizama na
raspolozive antibiotike. Svjetska znanost ulaze velike napore kako bi se pronasli novi antibiotici
za terapiju tih bolesti, uz istovremenu borbu za smanjenje porasta antibiotiCke rezistencije.
Smanjenje porasta antibioti¢ke rezistencije moze se posti¢i samo smanjenjem uporabe
antibiotika, odnosno smanjenjem rizika od nastajanja bolesti. Stoga svjetski trendovi sve vecu
vaznost pridaju funkcionalnoj prehrani kao temelju dobrog zdravlja i vitalnosti. Isto tako,
nutricionisti¢ka istrazivanja ukazuju na sve ve¢u vaznost uloge prehrane u prevenciji bolesti i
pokazuju da su nepravilna prehrana, uz nedovoljnu tjelesnu aktivnost te Stetne suvremene
zivotne navike medu glavnim uzrocima pojave metaboli¢ko-fizioloskih promjena tzv.
metabolickog sindroma kojeg Cini grupa rizicnih faktora: poviseni krvni tlak, poviSena
koncentracija Secera u krvi, povisena razina kolesterola i povecano abdominalno masno tkivo.
Metabolicki sindrom uzrok je sve vefe pojave kroniénih nezaraznih bolesti poput
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, pretilosti i karcinoma. Navedeno je potaknulo
intenziviranje globalne istrazivacke aktivnosti u podruc¢jima nutrigenomike, razvoja
personalizirane hrane te hrane namijenjene sprjeCavanju nastanka ili ublazavanju posljedica
akutnih ili kroni¢nih bolesti. Hrana za posebne medicinske potrebe ili enteralna hrana
namijenjena je za potpunu ili djelomi¢nu prehranu bolesnika s ograni¢enom, oslabljenom ili
poremec¢enom moguénoS¢u konzumiranja, probave, apsorpcije, metaboliziranja ili izlu¢ivanja
uobicajene hrane ili bolesnicima koji imaju posebne medicinske zahtjeve koji se ne mogu
podmiriti modifikacijama hrane uobic¢ajenog sastava, hranom za posebne prehrambene potrebe

ili njihovom kombinacijom.

Prema europskoj legislativi probioticki pripravci kategorizirani su kao sastojci
funkcionalne hrane ili kao dodaci prehrani. Probiotici kao funkcionalni sastojci hrane
promoviraju zdravlje tj. pozitivno utjecu na ravnotezu crijevne mikroflore pa tako Cesto iste
probioticke kulture, koje prehrambene tvrtke nazivaju funkcionalnim sastojcima hrane,
farmaceutska industrija naziva dodacima prehrani, a obje grupe se svrstavaju u kategoriju
nutraceutika (Suskovi¢ i sur., 2009; Sleator i Hill, 2008). Probiotici se primjenjuju, ne samo
kao dodaci prehrani (nutraceutici) koji promoviraju zdravlje, nego i kao strogo definirani
lijekovi u terapiji bolesti, nazvani ,,zivi bioterapijski pripravci® (engl. LBPs - live biotherapeutic
products) prema ameri¢koj Agenciji za hranu i lijekove. Evaluaciju medicinskih proizvoda u

Europskoj uniji provodi Europska agencija za lijekove (EMA - European Medicines Agency),



a odobrenje za stavljanje lijeka u promet daje Europska komisija te ono vrijedi za sve zemlje
Clanice Europske unije. Osiguravanje kvalitete probiotika kao zivih lijekova (LBPs) na
europskom trziStu uspostavlja Komisija Europske farmakopeje. Probiotici se koriste za
poboljsanje zdravlja probavnog sustava i poticanje imunoloskog sustava. FAO/WHO (2002)
definiraju probiotike kao Zive mikroorganizme koji kada su primijenjeni u odgovaraju¢im
koli¢inama domacinu donose zdravstvene koristi. Medutim, Zajednicko medunarodno
znanstveno udruZenje za probiotike i1 prebiotike usvojilo je definiciju za probioticke bakterije

koja kaze da su to zivi dodaci prehrani koji doprinose zdravlju konzumenta (Martin i Langella,

2019).

Mikroorganizmi koji se obi¢no koriste kao probiotici za humanu primjenu su bakterije
mlije¢ne kiseline (BMK). Pojam bakterija mlije¢ne kiseline obuhva¢a mnoge bakterijske vrste
koje povoljno utjecu na regulaciju ravnoteze crijevne mikrobiote, a tradicionalno se koriste za
pripremu fermentirane hrane ili razli¢itih probiotickih proizvoda u koje se naknadno dodaju
probiotici kao funkcionalni sastojci hrane (Suskovié, 1996). Najpoznatiji probioticki
mikroorganizmi potjecu iz rodova Lactobacillus (Lb) i Bifidobacterium (B), ali to mogu biti i
sojevi iz rodova Bacillus, Pediococcus kao i neki kvasci. Laktobacili i bifidobakterije pripadaju
autohtonoj mikrobioti ljudi i Zivotinja i imaju GRAS (Generally Recognised As Safe) status
prema US FDA (American Food and Drug Administration), odnosno QPS (Qualified
Presumption of Safety) status prema EFSA-i (European Food Safety Authority) (Ashraf i Shah,
2011). Glavne vrste laktobacila i bifidobakterija koje se koriste u mlije¢nim proizvodima su
Lactococcus lactis, Lb. casei, Lb. paracasei, B. longum, B. infantis, B. breve, B. lactis i B.
bifidum. Probiotici sljedece generacije sadrze sojeve crijevne mikrobiote, za koje je dokazano
da imaju GRAS status i potencijalno blagotvorno djelovanje, a ukljucuju sojeve iz klastera
Clostridium 1V, XIVa i XVIII, Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila,

Bacteroides uniformis, Bacteroides fragilis i Eubacterium halli (El Hage i sur., 2017).

Intestinalne bakterije imaju ulogu u sintezi vitamina (vitamin K, folna kiselina, vitamin
B2, B3, B5, B6, B7 i B12), probavi prehrambenih vlakana i proizvodnji kratkolan¢anih masnih
kiselina, regulaciji imunoloskog odgovora i prevenciji kolonizacije patogena. lzazovi
suvremenog nacina zivota i loSe Zivotne navike mogu poremetiti ravnotezu crijevne mikroflore
pa se probiotici konzumiraju u sklopu prehrambenih proizvoda bilo fermentiranih mlijecnih
proizvoda u kojima su prirodno prisutni ili dodani kao funkcionalni sastojak u funkcionalnoj

hrani i nutraceuticima: zitaricama, pi¢ima, djecjoj hrani, hrani za posebne prehrambene potrebe



odnosno posebne medicinske potrebe, ali i kao dodaci prehrani u obliku kapsula, tableta,

prasaka ili otopina (Fenster i sur., 2019).

Bifidobakterije su Gram-pozitivne, anaerobne, nepokretne, nesporulirajuce, katalaza-
negativne, heterofermentativne bakterije koje su ime dobile prema latinskoj rijeci,,bifidus* koja
oznaCuje ,branching™ tj. grananje u y-formi (Lee i O'Sullivan, 2010). Probioti¢ki soj
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® potjece iz kolekcije mikrobnih kultura tvrtke
Chr. Hansen, u koju je pohranjen 1983. godine, a primjenjuje se u hrani za dojencad, kao
dodatak hrani (eng. food supplement) te u fermentiranim mlije¢nim proizvodima. S tehnoloskog
aspekta primjene ovaj probioticki soj posjeduje pozeljnu fermentativhu aktivnost,
acidotolerantnost, stabilnost u liofiliziranom pripravku kada se primjeni kao suha aktivna
probiotic¢ka kultura i svojstvo prezivljavanja u visokom broju kada se primjeni u prehrambenom
proizvodu, a nema utjecaja na okus, aromu i konzistenciju proizvoda (Jungersen i sur., 2014).
Probioticki soj BB-12® je jedan od najbolje proucenih na svijetu. O njegovim probioti¢kim
svojstvima do sada je objavljeno ¢ak vise od 300 znanstvenih publikacija, od kojih je vise od
130 klinickih istrazivanja o korisnim ucincima na humani gastrointestinalni i imunoloski
sustav. Vazno probioti€¢ko svojstvo bifidobakterija je proizvodnja kratkolancanih masnih
kiselina, kao i razgradnja ugljikohidrata i proteina u intestinalnom traktu. Vjeruje se da je ova
karakteristika najvise cijenjena zbog dokazanih klini¢kih u¢inaka soja BB-12® u prevenciji
proljeva uzrokovanog antibioticima kod dojencadi i malog djeteta, bakterija (najceSce
Clostridium difficile) rotavirusa (Chatterjee i sur., 2013). Pojava alergijskih bolesti u dojencadi
1maloj djeci je u stalnom porastu, posebno u industrijaliziranim zemljama, $to se moZe pripisati,
izmedu ostalog, prekomjernoj higijeni u ranom djetinjstvu, odnosno nedovoljnoj izloZenosti
mikroorganizmima koji igraju kljuénu ulogu u razvoju imunoloSkog sustava u prve 2 godine
zivota (Michail, 2009). Crijevna mikrobiota se stje¢e rodenjem i postoji znacajna razlika
izmedu crijevnog mikrobnog sastava novorodencadi i onih rodenih s carskim rezom. Dakle,
novorodencad rodena s carskim rezom imaju crijevne bakterije koje potje€u s povrSine majcine
koze, umjesto majéine vagine (Ottman i sur., 2012). Osim toga, na sastav crijevne mikrobiote
utjece i prehrana. Naime, crijevna mikrobiota dojenc¢adi hranjene maj¢inim mlijekom uglavnom
sadrzi vrste Bifidobacterium, dok dojencad hranjena industrijskim formulama ima veéi broj
bakterija iz rodova Bacteroides, Clostridium i Lactobacillus. Specificne komponente majcinog
mlijeka kao Sto su komplesni oligosaharidi (130 razli¢itth molekula), stimuliraju rast
bifidobakterija u intestinalnom traktu dojenc¢adi (Roger 1 sur., 2010). Probioticki soj

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® jedan je od najces¢e koristenih probiotickih



sojeva koji se dodaje formuli za dojencad. Na taj se nacin potpomaze brojnost bifidobakterija
u intestinalnoj mikrobioti djeteta. Da bi se dobili svi pozitivni ucinci na ljudsko zdravlje,
probiotici moraju biti prisutni u visokim koncentracijama. Probiotici moraju prezivjeti proces
prerade hrane i prolazak kroz nepovoljne uvjete gastrointestinalnog trakta (GIT) Sto je izazov
za prehrambenu industriju da osmisli inovativne tehnologije koje ¢e osigurati vitalnost
probiotic¢kih bakterija. Probioti¢ka funkcionalnost moze se pojacati kada se ti mikroorganizmi
ugraduju u hranu, jer interakcija sa sastojcima hrane moze zastititi mikrobne stanice tijekom
prolaska kroz gastrointestinalni trakt (Vinderola i sur., 2011). Najc¢es¢i prehrambeni matriksi
za probioticke bakterije su razliCite vrste fermentiranih mlijecnih proizvoda, posebno jogurti,
ali nekih desetak godina probiotici se mogu nac¢i u matricama bez mlijeka kao $to su voéni i

bobicasti sokovi, ¢okolade i proizvodi na bazi Zitarica.

Za razlicite sojeve bakterije Lacticaseibacillus paracasei takoder postoji veliki broj
istrazivanja u kojima je dokazana njihova probioticka aktivnost (Chondrou i sur., 2020). To su
takoder Gram-pozitivne, nesporogene, fakultativno heterofermentativne bakterije koje su,
izmedu ostalog dio normalne mikrobiote humanog intestinalnog trakta. Jones (2017) je objavio
veliku klinicku studiju u kojoj je dokazan pozitivan utjecaj sojeva Lacticaseibacillus paracasei

kod pacijenata s razli¢itim probavnim problemima, kod infektivnih bolesti, pretilosti i depresije.

Cilj ovog doktorskog rada bio je razviti nove nutraceuticke proizvode preradene hrane
na bazi zitarica namijenjene prehrani dojencadi od 4 mjeseca starosti, koji ¢e ukljucivati instant
pahuljice od riZe, instant pahuljice od riZze s vo¢em 1 instant pahuljice od pSenice, uz dodatak
probiotickog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® te proizvode za klini¢ku
prehranu — hranu za posebne medicinske potrebe, namijenjenu za dijetalnu prehranu
pothranjenih bolesnika (malnutricija povezana s boles¢u) ili kada zbog medicinskih razloga nije
moguce zadovoljiti prehrambene potrebe uobicajenom prehranom uz dodatak probiotickog soja
Lacticaseibacillus paracasei (ranije Lactobacillus paracasei) sto ¢e navedene proizvode Ciniti
funkcionalnim pripravcima. Ispitan je utjecaj proizvoda na funkcionalna svojstva probiotickih
sojeva BB-12% i Lb. paracasei kroz niz eksperimenata u okviru probioti¢kog koncepta koji
ukljucuju osjetljivost odnosno rezistenciju na antibiotike, prezivljavanje u simuliranim
uvjetima gastrointestinalnog trakta, dekonjugacijsku aktivnost prema Zu¢nim solima,
asimilaciju kolesterola, antagonisticko djelovanje protiv nepoZeljnih mikroorganizama i
potencijalna bakteriocinska aktivnost te adhezijska svojstva na Caco-2 stani¢noj liniji te

proteinima ekstracelularnog matriksa.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Probiotici

Povoljni zdravstveni uéinci i rastuca svijest o probioticima privlace paznju prehrambene
industrije (Salminen i Gueimonde, 2004). Prehrambene tvrtke sve viSe proizvode hranu s
dodanim probiotickim bakterijama, ¢ime stvaraju novu kategoriju hrane koja se naziva
funkcionalna hrana odnosno nutraceutici. Probioticke bakterije imaju brojne zdravstvene
ucinke na domacina koje ukljucuju prevenciju zaraznih bolesti, smanjenje kolesterola u serumu,
antikancerogeno djelovanje, ublazavanje simptoma intolerancije na laktozu itd. Osim toga,

probioticke bakterije takoder moduliraju imunoloski odgovor domacina (Gupta i sur., 2016).

Uz probiotike, ¢esto se hrani dodaju i prebiotici, a kada je rije¢ o njithovoj kombiniranoj
primjeni koristi se izraz sinbiotici jer njihov zajednicki, zdravstveno povoljni u¢inak premasuje
pojedina¢ni ucinak probiotika i prebiotika. Ako probioticki soj metabolizira prebioticki
supstrat, njegov ¢e se rast i razmnozavanje u crijevima selektivno promovirati (Bengmark,

2003).

2.1.1. Identifikacija i karakterizacija probiotic¢kih sojeva

Niz je zahtjeva koje novi probioti¢ki sojevi moraju zadovoljiti a prethodno ih je
potrebno identificirati i karakterizirati (slika 1) (Plessas i sur., 2017; Papadimitriou i sur., 2015;
Munoz-Quezada i sur., 2013). Do sada je detaljno okarakteriziran relativno mali broj
probiotickih bakterija. Prvo je potrebno provesti probir pa uzgoj te razviti robusni modelni
sustav za proucavanje temeljnih probiotickih funkcija pojedinog bakterijskog soja. Uz metodu
,HIGHT THROUGHPUT* razvijena je i metoda koja koristi MALDI-TOF i 16S rRNA
metodu sekvencioniranja (Sood i sur., 2019; Lagier i sur., 2016; Lagier i sur., 2012). Takav se
pristup pokazao dovoljno kompetentnim za uzgoj potencijalno novih probiotic¢kih vrsta (Zou i
sur., 2019). Sljede¢i korak je procjena probiotickih potencijala ovih mikroorganizamau in vitro
i in vivo studijama. Uzgoj u bioreaktoru je koristan za razmnozavanje i uspostavljanje
kompleksne populacije mikrobiote in vitro simulacijom fizioloskih stanja koja su uobiéajena u
GIT-u (Guzman-Rodriguez i sur., 2018). Ovi bioreaktori koriste princip kontinuiranog pracenja
kulture 1 proucavanje sloZzenih mikrobnih interakcija i kontrolnih ¢imbenika kao S$to su
anaerobnost, pH i dostupnost hranjivih tvari (Auchtung i sur., 2015). U bioreaktorima je

moguce uzgojiti mjesovitu kulturu mikroorganizama i1 proucavati dinamiku zajednice koristeci



proteomicke 1 metagenomicke metode sekvencioniranja. Jednom uspostavljena mikrobna

zajednica u bioreaktoru moze se dalje koristiti s ciljem provjere probiotickog potencijala.

Za in vivo studije mogu se koristiti gnotobioticki modeli zivotinja bez mikroorganizama
koji su kolonizirani poznatom mikrobiotom (Faith 1 sur., 2014). Ovi gnotobioticki zivotinjski
modeli trebaju pomocu koloniziranih bakterija razviti normalan imunoloSki odgovor i1
gastrointestinalne funkcije. U modelu miSeva, konzorcij od osam mikrobnih vrsta poznatih kao
promijenjena Schaedlerova flora (ASF) manifestira uobi¢ajen imunoloski odgovor
aktiviranjem regulatornih T-stanica i odrZzavanje normalne homeostaze u crijevima. Ovi modeli
miSeva komercijalno su dostupni (Moghadamrad 1 sur., 2015; Shen i sur., 2015), kao 1
gnotobioticki modeli pili¢a s utvrdenom poznatom mikrobiotom (Thomas i sur., 2018). Svi ovi
resursi omogucavaju prouc¢avanje novih sojeva probiotika. Dobro okarakterizirani probiotic¢ki
sojevi mogu se kombinirati s odgovaraju¢im prebioticima da bi se postigli pogodni u€inci na
zdravlje. Enzimski procesi u proizvodnji prebiotika za sada imaju nizak prinos, uz visoke
troskove proizvodnje. Da bi se dobili jeftini 1 ucinkoviti prirodni prebiotici, istrazuju se
oligosaharidi, podrijetlom iz biljnih izvora koji bi mogli biti ekonomski pristupacniji od
prebiotika dobivenih, naprimjer, iz sirutke konverzijom laktoze primjenom B-galaktozidaze u

oligosaharide sastavljene od glukoze i galaktoze.
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Slika 1. Zahtjevi za probioticke sojeve (prema Kumar i sur., 2020)



2.1.2. Utjecaj probiotika na obnavljanje intestinalne mikrobiote ¢ovjeka

Intestinalna mikrobiota u ljudi pretezno je sastavljena od bakterija i ima klju¢nu ulogu
u prehrani i zdravlju. Humana intestinalna mikrobiota razlikuje se na razini roda, vrsta i sojeva
zbog izrazitih razlika u prehrambenim navikama, dobi, etni¢koj pripadnosti i na¢inu zivota. Ovi
¢imbenici su takoder odgovorni za generiranje interindividualne varijabilnosti. Medutim,
crijevna mikrobiota sadrzana na razini crijevnih resica, uglavnom je zastupljena u Cetiri
bakterijska koljena; Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria i Proteobacteria. Prehrana i nacin
zivota su dva glavna ¢imbenika koji imaju sredi$nju ulogu u odrzavanju ravnoteze crijevnog
mikrobioma, a time i ljudskog zdravlja (Kumar i sur., 2020). Za stjecanje holistickog pogleda,
integrirani genski katalog s kompletnim genskim setom mikroflore ljudskih crijeva ukazuje na
najvecu zastupljenost bakterija iz rodova Lactobacillus, Prevotella, Peptostreptococcus,

Enterococcus, pa ¢ak i Helicobacter, pretezno H. winghamensis (Li i sur., 2014).

Dvije su glavne skupine enterotipova. Vrste iz rodova Bacteroides ili Clostridiales
uglavnom prevladavaju kod europskih i americkih pojedinaca i povezuju se s prehranom s
visokim udjelom proteina i masti. Prevotella je glavni rod kod nezapadnih osoba i povezana je
s vegetarijanskom i biljnom prehranom bogatom vlaknima (Gorvitovskaia i sur., 2016). U
sastavu crijevne mikrobiote takoder su i patogene bakterije kao Sto su Helicobacter pylori,
Clostridium difficile i Escherichia coli (Talebi, 2014; Conway i sur., 2015). Uobicajene
simbiotske bakterije, na temelju mehanizma ,,kolonizacijske rezistencije* mogu sprijeciti rast
patogenih bakterija 1 proizvoditi metabolite koje ljudski organizam ne moZe sam sintetizirati.
Na primjer, pretpostavlja se da uobic¢ajenu crijevnu mikrobiotu kod ljudi ¢ini preko tri milijuna
gena koji kodiraju za mikrobne metabolite s brojnim funkcijama kod domacina koji ima samo
23 000 gena (Valdes 1 sur., 2018). Takoder je nedvojbeno utvrdeno da je nastanak mikrobioma
tijekom ranih stadija zivota uglavnom stohasticki i obi¢no su prvi kolonizatori uglavhom
fakultativni anaerobi (Ferretti 1 sur., 2018). Ti pocetni kolonizatori osiguravaju prijelaz prema
anaerobnim uvjetima u crijevima te se zbog njih s protokom vremena povecava broj strogih
anaeroba Ciji je opstanak presudan za odrzavanje dobrog zdravlja probavnog sustava (Ferretti 1

sur., 2018).

Zbog anaerobnih uvjeta u debelom crijevu, ve¢ina mikroorganizama stvara energiju
kroz proces saharoliticke fermentacije koriStenjem dijetalnih vlakana 1 biosintezom
kratkolan¢anih masnih kiselina (SCFA). SCFA su prisutne uglavnhom u debelom crijevu, a
sastoje se od acetata, propionata i1 butirata (> 95 %) u molarnim omjerima 60:20:20. Uz ove

metabolite proizvode se 1 drugi metaboliti kao §to su laktat, sukcinat, piruvat, etanol kao i
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plinovi Hz, CO2, CH4 i H2S. Acetat je glavna SCFA koja se proizvodi u debelom crijevu i
uglavnom je koriste misici, bubrezi, stanice srca, jetre i mozga. Nakon apsorpcije, poznato je
da acetat povecava sintezu kolesterola, dok propionat, koji se metabolizira u jetri, inhibira
sintezu kolesterola (Wong i sur., 2006). S druge strane, butirat se u velikoj mjeri metabolizira
u kolonocitima i sluzi kao glavni izvor energije (Roberfroid i sur., 2010). SCFA takoder pomazu

u inhibiranju patogena u crijevima snizavanjem pH.

lako sastav i funkcionalnu karakterizaciju zdrave mikrobiote i dalje preostaje preciznije
definirati, pokazano je da poremecaj ravnoteze mikrobiote uzrokuje ozbiljne posljedice na
ljudsko zdravlje. Nastala neravnoteza moze se obnoviti pomocu suplementacije (obogacivanja)
hrane s korisnim probioti¢kim bakterijama. Imajuéi na umu blagotvoran uc¢inak ovih ,,dobrih
bakterija“, pojavljuje se koncept lijeCenja razliCitih bolesti koriStenjem probiotika sljedece
generacije nazvanih farmabiotici tj. ,,zivi lijekovi (Abraham 1 sur., 2017). Zdrava mikrobiota
crijeva ima vitalnu ulogu u zdravlju, a bilo koja promjena homeostaze mikrobiote crijeva naziva
se disbioza crijeva. Do sada su ulozeni veliki napori u podru¢ju potencijalnog ublazavanja
simptoma dishioze probavnog sustava koristenjem modernih probiotika. Vecina trenutno
koristenih sojeva probiotika u tu svrhu pripada rodovima Lactobacillus, Clostridium,
Bifidobacterium i Streptococcus. Uvodenje novijih, ,,omic¢kih“ tehnika u kombinaciji s
primjenom gnotobiotickih Zivotinjskih modela omogucuju razvoj novih terapija probioticima.
Medutim, kako komercijalno dostupni probiotici nisu klasificirani kao lijekovi, nedostaje
adekvatna zakonska regulativa koja bi zastitila krajnje korisnike od pseudo-probioti¢kih
proizvoda. U buducnosti su potrebni rigorozni propisi da bi se razvili probioticki proizvodi nove

generacije (Kumar i sur., 2020).

Do sada odreden omjer ljudskih (3,0 - 10'%) i bakterijskih (3,8 - 10*%) stanica je priblizno
1: 1,3, s maksimumom prisutno$éu bakterija u debelom crijevu (10'%) praceno slinom i zubnim
plakom (10'2) (Timmis i sur., 2019). Crijevna mikrobiota odrzava ljudsko zdravlje prvenstveno
pozitivnim ucincima na crijevni epitel (Natividad 1 sur., 2013), povecavanjem ucinkovitog
iskoriStavanja izvora energije (den Besten i sur., 2013), Stite¢i crijeva od patogena 1 regulirajuci
imunitet domacina (Gensollen i sur., 2016). Na temelju dostupnih podataka o crijevnoj
mikrobioti i disbiozi s obzirom na odredene bolesti, crijevna mikrobiota moze se obnoviti radi
odrZzavanja integriteta crijeva i zdravlja domacina, koristenjem probiotika koji ukljucuju veliki
broj dobro karakteriziranih zivih mikroorganizama s dokazanim povoljnim ucincima. Ti
zdravstveno povoljni ucinci ukljucuju ublaZzavanje gastrointestinalnih (GI) simptoma, zastitu

od bolesti i jacanje imunoloskog sustava (McKean i sur., 2017).



U opsezne studije zasnovane na metagenomickim istraZivanjima zdravih i bolesnih
ljudi, znanje o mikrobnom sastavu na razini vrsta i njihove specifi¢ne uloge u odredenim niSama
znacajno se poboljsalo (Sood i sur., 2019; Lagier i sur., 2016; Lagier i sur., 2012). Usprkos
tome, svako ljudsko bi¢e je novi izvor u kojem se nalazi jedinstveni sklop mikrobiote. Zato je
postojanje referentnih zbirki genoma ljudske crijevne mikrobiote ¢esto osporavano. Ukupno
1520 bakterijskih genoma sekvencioniranih u jednoj studiji, pokrivaju veéinu do sada
zabiljezenih bakterijskih vrsta i rodova prisutnih u crijevnoj mikrobioti ¢ovjeka (Zou 1 sur.,
2019). Na temelju ovog istrazivanja, trenutni referentni katalog je proSiren s 264 novih
bakterijskih vrsta koje do sada nisu bile zastupljene u postojeCem referentnom katalogu
genoma, sugerirajuci potrebu za funkcionalnom karakterizacijom mikrobiote ljudskih crijeva u

Sirim razmjerima.

2.1.3. Probiotici kao funkcionalni dodaci hrani

Koncept probiotika (,,za zivot™) predlozio je nobelovac Elie Metchnikoff pocetkom 20.
stoljeca, pretpostavljajuci da ¢e konzumacijom korisnih bakterija jogurta odgoditi senilnost i
unaprijediti zdravlje. Sa Zeljom za unaprjedenjem nacina Zivota i kvalitete hrane, zahtjevi za
probioticima kao dodacima prehrani progresivno rastu posljednjih godina. Probiotici se koriste
kao obecavajuci pojacivaci kvalitete hrane 1 uglavnom su ukljuceni u optimirane kombinacije
obroka (Markova i sur., 2014). Tijekom procesa proizvodnje, kulture korisnih bakterija se
dodaju u hranu. Komercijalna proizvodnja ovih kultura podrazumijeva visoko koncentrirane
prehrambene dodatke (engl. DVS - dietary viable supplements) bilo kao smrznutih ili
liofiliziranih kultura (Kumar i sur., 2020).

Vecina proizvodaca preferira upotrebu DVS kultura. Za usporedbu, smrznute kulture
sadrze vise od 10'° CFU g%, dok liofilizirane kulture obi¢no sadrze vise od 10! CFU g (Berner
i sur., 2006). Proizvodnja octene kiseline s vrstama iz roda Bifidobacterium, moze promijeniti
okus 1 aromu prehrambenog proizvoda tijekom vrenja ili skladiStenja. Stoga se mora osigurati
da inokulacija kulture ne utjece nepovoljno na hranu. Ambalazni materijali i uvjeti skladistenja
presudni su koraci u pripremama probiotickih dodataka. DVS su posebno dizajnirani
prehrambeni dodaci koji se konzumiraju u cilju ostvarivanja specifi¢nih rezultata, stoga se
nazivaju i funkcionalna hrana. Uzimajuci ih u obzir, vise od 500 probiotika kao prehrambenih
dodataka uvedeno je Sirom svijeta (Begum 1 sur., 2017). Te linije proizvoda ukljucuju

fermentirane Zzitarice, voce, povrée i mesne prehrambene proizvode koji stjeCu sve vecu



popularnost medu potroSac¢ima. Tipi¢ni uspjes$ni primjeri proizvoda su Sir i umaci, majoneza,
jestivi namazi, sladoled, mlijeko, sokovi, itd. Medutim, nedavni napredak u istrazivanju
mikrobioma otkrio je da ovi dodaci s nedovoljnim brojem bakterijskih kultura nisu dovoljni za
odrzavanje ljudskog zdravlja pa postoji daljnja potreba identifikacije i karakterizacije
potencijalnih probiotickih sojeva za postizanje cilja boljeg prehrambenog statusa zajedno s

ucincima protiv bolesti (Kumar i sur., 2020).

2.1.4. Glavni izazovi u razvoju formulacija probiotika i njihovoj validaciji

Za ucinkovitu primjenu probiotika u suzbijanju bolesti i poboljsanju zdravlja domacina
potrebno je savladati nekoliko izazova. Ti izazovi ukljucuju izolaciju i karakterizaciju novih
sojeva probiotika, pronalazak jeftinijih, ali u¢inkovitih izvora prebiotika, uklju¢ivanje obveznih
anaeroba kao probiotika prevladavanjem stresnih uvjeta crijevnog tranzita, bolje prezivljavanje
i razuman troSak proizvodnje sinbiotika. Kada se razmatraju nutritivni i klinicki dokazi o
dobrobitima probiotika i prebiotika, klju¢no je pitanje moze li pojedini potrosa¢ razumno
ocekivati da ¢e iskusiti zdravstvene dobrobiti dokazane u klini¢kom ispitivanju. Dok matriks
odabran za probiotike ili prebiotike igra vaznu ulogu, ¢cimbenici kao $to su zdravstveno stanje,
dob i spol, kao i osnovne prehrambene navike, genetika ili sastav mikrobioma domacina takoder
su nedvojbeno vazni 1 moraju se uzeti u obzir u procjeni uc¢inkovitosti funkcionalnih proizvoda
(Cunningham i sur., 2021). Sve se viSe spoznaje da navedeni ¢imbenici utje¢u na fizioloski

odgovor domacina na ispitivani probiotik i prebiotik (slika 2).
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Slika 2. Potencijalni ¢imbenici svojstveni formulaciji proizvoda i specifi¢ni za pojedinca koji
ga konzumira utjecu na uc¢inak probiotickih i prebiotickih proizvoda (prema Cunningham i sur.,

2021)

Izazovi takoder ukljucuju neprikladan marketing i ograni¢enja vezana uz propise za
probioticke proizvode jer se probiotici kao dodaci hrani i nutraceutici u mnogim zemljama ne
smatraju medicinskim proizvodima. Trenutni stav Europske komisije je da dodaci prehrani koji
sadrze probioticke bakterije ne smiju na deklaraciji navoditi rije¢ ,,probiotik* i navode koji bi
upucivali na bilo kakvu zdravstvenu tvrdnju. Kako sama rije¢ ,,probiotik” upucuje na tjelesne
funkcije, prema vodi¢ima EU navodenje te rijeci smatra se zdravstvenom tvrdnjom. 2009.
godine EFSA je objavila vodi¢ (,,Guidance”) i znanstveno misljenje (,,Scientific opinion®) 0
podnoSenju zahtjeva za zdravstvenim tvrdnjama za nekarakterizirane mikroorganizme. Nakon
toga je zaustavljena daljnja znanstvena evaluacija probiotika pri ¢emu se taj naziv vise ne smije
navoditi na deklaracijama dodataka prehrani, a dozvoljeno je samo koristenje prehrambene
tvrdnje ,,sadrzi kulturu mikroorganizama” uz navodenje koli¢ine. No, neke drzave ¢lanice su
donijele vlastite nacionalne smjernice s odredenim specificnim uvjetima. To su Bugarska,
Ceska, Greka, Italija, Malta i Spanjolska. Nedavno je Nizozemska agencija za hranu objavila

dokument s prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama ,,Nutrition and Health Claims Handbook”
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u kojem navodi da dokle god Europska komisija ne donese kona¢nu odluku o oznaci probiotici
na dodacima prehrani, ova oznaka se moze koristiti unutar Nizozemske, ¢ime je navodenje
rije¢i ,,probiotik” odnedavno dozvoljeno na tekstovima deklaracija dodataka prehrani u

Nizozemskoj (https://www.ipaeurope.org/legal-framework/european-legal-framework/).

2.2. Probiotici druge generacije-Zivi bioterapeutici

Za razliku od probiotika za koje se, unato¢ tome $§to joS uvijek nemaju odobrene
zdravstvene tvrdnje, opcenito smatra da postoji dovoljno znanstvenih dokaza o njihovom
povoljnom ucinku na zdravlje, veliki interes znanstvene zajednice pobuduje podrucje geneticke
modifikacije bakterijskih kultura tzv. rekombinantnih bakterija za koje se ocekuje da Ce biti
prepoznate kao lijek i da ¢e se moci koristiti u terapiji ili ublazavaju bolesti. Te rekombinantne
bakterije stvaraju specifiéne proteine, zahvaljujuéi genima koje su znanstvenici insertirali u
mikrobne kulture pomoc¢u metoda genetickog inzenjerstva. Humani inzulin je prvi lijek dobiven
od rekombinantne bakterije Escherichia colli 1978. godine, a koji je dobio odobrenje 1982.
godine. Ubrzo nakon toga, istraziva¢i su poceli testirati razliite mikrobe za proizvodnju

terapijskih proteina (Maxmen, 2017).

Konvencionalno se rekombinantne bakterije uzgajaju u bioreaktorima, a njihovi
produkti se dalje izoliraju 1 prociS¢avaju, kako bi bili pogodni za tretman ljudi, a u novije
vrijeme istraziva¢i razmatraju primjenu rekombinantnih bakterija direktno na pacijentima.
Jednom kada se bakterijske kulture nadu unutar organizma, producirajuci terapijske proteine
djelovale bi kao ,,male tvornice®. Proizvodi koji sadrze zive geneti¢ki modificirane bakterije u
fazi su klini¢kih istraZivanja i za mnoge od mikroba koji se istrazuju dokazano je da osiguravaju
ucinkovitiju isporuku lijeka u usporedbi s terapeuticima koji se trenutno proizvode unutar ili se

ekstrahiraju iz rekombinantnih bakterija (Maxmen, 2017).
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Slika 3. Probioticki sojevi kao potencijalni ,,zivi lijekovi® (Maxmen, 2017)

Znanstvenici su genetiCki modificirali bakterije na nacin da produciraju terapijske
proteine. Pacijenti bi ubrizgavanjem, gutanjem ili umetanjem supozitorija zivih bakterija lijecili
razna stanja. Mikroorganizam Lactococcus lactis, koji se koristi u proizvodnji mlije¢nih
proizvoda, genetski je dizajniran za lu€enje trefolil faktora, proteina koji Stiti tkivo usne Supljine
oSteCene kemoterapijom. Oslabljena Salmonella Typhimurium, koja je inafe patogen,
modificirana je tako da suzbija rast tumora. Lactococcus lactis je i geneticki modificiran
mikroorganizam za proizvodnju antitumorskih faktora nekroze koji djeluju na smirivanje upale
kod upalnih bolesti crijeva. Lactobacilus jensenii dio je uobicajene vaginalne mikrobiote, a
geneticki je modificiran u svrhu proizvodnje cijanovirusa koji blokira HIV infekciju u vagini.
FDA razmatra nekoliko proizvoda, nazivaju¢i ih ,,zivim mikrobnim vektorima* ili ,,zivim
bioterapijskim proizvodima®, koji uklju¢uju bakterijske sojeve namijenjene lijecenju ili
sprje€avanju nastanka bolesti. Neformalno, istraZivaci nazivaju nove proizvode ,,dizajnerskim

probioticima* i probioticima 2.0. (Maxmen, 2017).

Geneticke modifikacije bakterijskih kultura mogu se vrsiti na komensalnim bakterijama

kao $to su razli€iti sojevi Lactococcus lactis i Lactobacilus jensenii. Kod nekih komensalnih
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bakterija kao S$to je Lb. crispatus, izoliran iz vaginalne mikroflore, nije potrebna geneti¢ka
modifikacija za dobivanje zdravstvenog ucinka spreCavanja povratka bakterijske vaginoze i
infekcije urinarnog trakta, ali i smanjenja rizika od HIV infekcije, ve¢ je samo potrebno
dizajniranje prikladnog nac¢ina unosa bakterijske vrste u ljudski organizam, kao $to je postupak
dobivanja osuSene kulture bakterijskih stanica. Osim komensalnih bakterija, geneticke
modifikacije patogenih bakterija su interesantno podrucje kod kojih se znanstvenici suoc¢avaju
s brojnim izazovima. Prva dokumentirana upotreba patogenih bakterija u terapiji bolesti datira
iz 1891. godine kada je kirurg William Coley bolesnike oboljele od karcinoma inficirao
bakterijama roda Streptococcus. U nekim slucajevima je to dovelo do smanjenja tumora,
medutim u nekima je doslo do opasne streptokokne infekcije zbog ¢ega su zaustavljena daljnja

ispitivanja na ljudima (Maxmen, 2017).

Buduca istrazivanja provode se uglavnom u laboratorijskim uvjetima i pokusnim
zivotinjama. Ciljano podrucje geneticke modifikacije patogenih bakterija je potencijalno
antikancerogeno djelovanje. Otkriveno je da ove bakterije rastu u tumorima jer im za
razmnozavanje pogoduje okruzenje s malo kisika ili bez njega. Unutar tumora bakterije trose
kancerozno tkivo, izgladnjuju tumor i pokrec¢u lokalni upalni odgovor. Veliki izazov
znanstvenicima predstavlja otkrivanje mehanizma deaktivacije patogenog ucinka bakterija.
Tako je Clostridium novyi, bakteriju uklju¢enu u potencijalno smrtonosne infekcije rana, tim
Shibina Zhou, onkologa s Medicinskog fakulteta SveuciliSta Johns Hopkins iz Baltimorea
ucinio sigurnijom za ljude uklanjanjem gena koji kodira produkciju a-toksina koji oStecuje
stanice. Mehanizam djelovanja bakterijske kulture Clostridium novyi bazira se na ¢injenici da
kultura unutar stanica tumora izaziva lokalni upalni odgovor koji stimulira napad T stanica na
tumor. Ista grupa istrazivaca zapocela je razvoj geneticki modificiranog soja Clostridium novyi

s ugradenim genom za pomo¢ organizmu u borbi protiv karcinoma (Maxmen, 2017).

Za suzbijanje patogenosti bakterije Listeria monocytogenes, mikroorganizma poznatog
kao uzrocnika trovanja hranom, znanstvenici su uklonili gen koji pomaze mikroorganizmu da
napadne stanice jetre, a ugradili gene koji uzrokuju stvaranje tumorskog proteina mesotelina
koji izazva snazan imunoloski odgovor ljudskog organizma U budu¢nosti se kod tretiranja
karcinoma guSterace planira kombiniranje bakterijske kulture s inhibitorom. Problematika
koriStenja patogenih mikroorganizama u svrhu lije¢enja tumora je njihova patogenost i Cesta
pojava sistemskih infekcija zbog ¢ega su brojna klinicka istrazivanja morala biti obustavljena
(Maxmen, 2017).

14



Znanstvenik Bermudes predvida da ¢e za dobivanje odobrenja za terapijsko davanje
zivih bakterijskih kultura trebati viSe vremena nego za neke druge terapijske modele te da ¢e
bakterijske kulture za lijecenje bolesti crijeva, usne Supljine i vaginalne sluznice prve uéi u
Klinicku praksu, a zatim za intravensko tretiranje karcinoma. Ocekuje se razvoj soja iz roda
Lactoccocus koji bi trebao luciti proinzulin kod pacijenata s dijabetesom te tako sprijeciti
stupanj bolesti koji zahtjeva svakodnevne doze inzulina i razvoj ciljane imunoterapije

karcinoma (Maxmen, 2017).

Svakako je potencijalna primjena bakterijskih kultura kod karcinoma najinteresantnije
podru¢je primjene geneticki modificiranih bakterija. Neke je vrste tumora tesko lijeciti
kemoterapijom ili zratenjem. Jedan od razloga je taj Sto podrué¢ja tumora nemaju puno krvnih
zila, §to lijekovima otezava pristup do tih podrucja. Jedan od nacina na koji su istrazivaci
nedavno pokusali prevladati ovaj problem je ubrizgavanje posebnih vrsta bakterija u tumore.
Te su bakterije genetic¢ki izmijenjene tako da uzrokuju odumiranje tumorskih stanica. Ideja je
da bi ove bakterije mogle biti od pomo¢i kemoterapijskim lijekovima u borbi protiv karcinoma.
Neka od klini¢kih istrazivanja koja se provode istrazuju najveéu dozu tolerancije primjene
bakterijske kulture Clostridium novyi NT u kombinaciji s imunoterapijskim lijekom,
monoklonskim protutijelom pembrolizumabom za kontrolu bolesti kod uznapredovanih tumora
(National Library of Medicine, 2021a).

Izazovi pri kreiranju geneticke modifikacije bakterijskih kultura, komensalnih ili
patogenih, svakako je i pitanje sprjeCavanja neovisnog preZivljavanja geneti¢ki modificiranih
bakterija u ekosustavu (Maxmen, 2017). Tako je proizveden geneti¢ki modificiran soj
Lactococcus lactis s nedostatkom gena koji kodira za timidin, aminokiselinu koja je neophodna
za neovisno prezivljavanje bakterija. Da bi preZivjela, bakterijska kultura mora biti u okolisu
gdje je prisutan timidin, a to je ljudski organizam ili laboratorijska hranjiva podloga. Timidin
nije prisutan u nezivom okoliSu kao §to je zrak, tako da u prirodnom okruzenju nije moguce
prezivljavanje geneticki modificiranog soja Lc. lactis §to smanjuje rizik od prijenosa
insertiranih gena u genome drugih bakterija koje mogu biti takoder prisutne u ekosustavu

(Steidler i sur., 2003).
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2.2.1. Buduénost probiotika: Ekobiotici

Na temelju epidemioloskih podataka, dokazano je da smanjenje ucestalosti infekcija u
razvijenim i zemljama u razvoju dovodi do sve vecée ucestalosti pojave autoimunih i alergijskih
bolesti (Okada i sur., 2010). Kod osoba s osiromasenom crijevnom mikrobiotom (uglavnom
kroz upotrebu antibiotika Sirokog spektra), pojavljuje se patogena bakterija Clostridium
difficile, koja uspjesno kolonizira debelo crijevo §to dovodi do pojave niza simptoma od blagog
1 ponavljajuceg proljeva do komplikacija opasnih po zivot poput pseudomembranskog kolitisa
(PMC), toksi¢nog megakolona i perforacije debelog crijeva (Smits i sur., 2016). Infekcija s C.
difficile jedna je od najc¢escih zdravstvenih problema koji pogada godisnje pola milijuna ljudi
Sirom svijeta 1 stvara svake godine velike financijske troskove (Kumar i sur., 2020).
Tradicionalno se za lijeCenje infekcije C. difficile, koriste antibiotici poput metronidazola,
fidaksomicina i vankomicina (Bagdasarian i sur., 2016). Zbog ponovnog pojavljivanja bolesti,
cak 1 nakon tretmana antibioticima, recentno se primjenjuje transplantacija fekalne mikrobiote
(FMT) kao alternativno rjeSenje (van Nood i sur., 2013). Ova tehnika rehabilitacije normalne
crijevne mikrobiote s ponovnim uvodenjem raznolikosti mikrobioma u debelo crijevo istiskuje
patogene kompetitivnom ekskluzijom konkurentnim metabolickim interakcijama 1
stimuliranjem domacinovog imunoloSskog odgovora. Medutim, ukupna stopa neuspjeha FMT
je priblizno 12 % 1 uvijek postoji rizik prijenosa neidentificiranih patogena (Meighani i sur.,
2016). Da bi se ponovo uspostavila zdrava mikrobiota, neophodno je u crijeva unijeti
uobicajenu mikrobiotu. Istrazivaci razvijaju ekobiotike kao alternativu FMT-u. Ekobiotika
podrazumijeva znanost o dizajnu i formulaciji terapijskih doza mikroorganizama koji se unose
oralno, a bazirani su na ekologiji crijeva. Klinicka ispitivanja pokazala su djelotvornost ovog
koncepta (Kumar i sur., 2020). Uspostavljen je kao alternativa FMT-u prema Seresovim
zdravstvenim planovima (SER) ispitivanja za lijeCenje ponovljenih infekcija C. difficile (SER-
109: bakterije koje tvore spore dobivene iz doniranih fekalija); ulceroznog kolitisa (SER-287:
bakterijske spore iz bioloskih izvora); i primarne infekcije C. difficile za sprecavanje recidiva
(SER-262: anaerobne komensalne bakterijske spore proizvedene fermentacijom in vitro)
(\Vargason i sur., 2018). Pripravak SER-109, bio je uspjesan u lijecenju 29 od 30 pacijenata, a
SER-109 se sastoji od 50 definiranih bakterijskih vrsta koje stvaraju spore, iz zdravih
darivatelja FMT-a i pokazao se jednom od najboljih alternativa klasicnom FMT-u. (Kumar i
sur., 2020).

Na sporama bazirana ciljana isporuka mikroorganizama u GIT osigurava stabilnost sto

je dokazano klinickim ispitivanjima (Vargason i sur., 2018). Terapije temeljene na pripravcima
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zivih mikroorganizama mogu se koristiti za lijeCenje Sirokog spektra bolesti na temelju
inhibicijskog ucinka korisnih mikroorganizama na patogene (tablica 1). Kako bi se prevladala
stopa neuspjeha, potrebno je dizajnirati i1 razviti personalizirane formulacije ukljucivanjem
pomoc¢nih tvari za zaStitu spora koje se koriste za gastrointestinalni transport obligatnih

anaeroba nakon njihove oralne primjene (Kumar i sur., 2020).

Tablica 1. Popis bakterijskih izolata s inhibicijskim ucinkom na patogene u testnim
kokulturama (Gibson i sur., 2017; Roytio i Ouwehand, 2014; Roberfroid i sur., 2010; Wong i
sur., 2006)

Bakterijska vrsta Patogen

Bacteroides ovatus SNUG 40239 Clostridium difficile

Bifidobacterium longum IPLA20022, B. breve | Clostridium difficile
IPLA20006

Clostridium butyricum MIYAIRI 588 Clostridium difficile

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B-30892 | Clostridium difficile

Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, | Listeria monocytogenes, Salmonella
Enterococcus faecium enterica serovar enteritidis

Enterococcus faecalis EJ97 Listeria monocytogenes

2.3. Bifidobakterije

Bakterije roda Bifidobacterium jedne su od prvih mikroorganizama koji koloniziraju
ljudski intestinalni trakt 1 vjeruje se da imaju pozitivne zdravstvene ucinke za svog domacina.
Zbog svojih svojstava u promicanju zdravlja, bifidobakterije se dodaju u mnoge funkcionalne
namirnice kao aktivni sastojci. Bifidobakterije se prirodno pojavljuju u nizu ekoloskih nisa koje
su izravno ili neizravno povezane s gastrointestinalnim traktom, poput usne Supljine i otpadnih
komunalnih voda. Da bi uspjele prezivjeti u ovim ekoloskim niSama, bifidobakterije se moraju
posebno prilagoditi. Odredivanjem sekvenci genoma otkrivena su svojstva koja mogu objasniti
njihovu ekolosku prilagodbu, poput specifi¢nih metabolickih svojstava, izbjegavanje reakcije
imunoloskog sustava domacina i kolonizacije domacina kroz posebna adhezijska svojstva
(O'Callaghan i van Sinderen, 2016).

Proteklih 30 godina istrazivanja su fokusirana na one bakterijske vrste iz mikrobiote

crijeva koje iskazuju zdravstvene ili probioticke ucinke, poput zastite domacina od patogena
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(Hooper 1 sur., 1999), modulacije imunoloSkog sustava (O'Hara i Shanahan, 2007) i
osiguravanje hranjivih sastojaka putem razgradnje neprobavljivih ugljikohidrata (Leahy i sur.,
2005). Nadalje, promjene sastava mikrobiote GIT-a povezane su s odredenim
gastrointestinalnim bolestima kao $to su upalne bolesti crijeva i nekrotizirajuci enterokolitis
(Ott i sur., 2004). Posebno je zanimanje usredoto¢eno na pripadnike roda Bifidobacterium, od
kojih su neki ukljuceni kao Zive komponente u razlicite, takozvane funkcionalne namirnice
(Venturai sur., 2004). Bifidobakterije je prvi put izolirao Tissier, 1899. godine iz stolice dojene
djece 1 od tada su bifidobakterije izolirane iz niza razliitih ekoloskih niSa kao $to su usna
Supljina, kanalizacija i crijeva insekata, GIT razlicitih sisavaca i u novije vrijeme iz vodenog

kefira (Laureys i sur., 2016).

Iako je dobro utvrdeno da bifidobakterije daju pozitivne zdravstvene ucinke ljudskom
organizmu, postoji o€igledan nedostatak znanja o molekularnim mehanizmima Kkoji
objasnjavaju ove probioticka svojstva bakterija iz roda Bifidobacterium (Cronin i sur., 2011).
Desifriranje Citavih sekvenci genoma moze osvijetliti geneticku osnovu probiotickog
djelovanja bifidobakterija, ili molekularne prilagodbe koje im omogucuju kompetitivnu
prednost u konkurentnoj ekoloskoj nisi kao Sto je GIT (Ventura i sur., 2014). lako je
sekvenciranje bifidobakterijskih genoma stvorilo vrlo opsezan skup genskih podataka, ipak se
te genomske informacije tesko istrazuju na funkcionalnoj razini zbog nedostatka alata koji

omogucuju desifriranje funkcije pojedinih gena bifidobakterija (Serafini 1 sur., 2012).

Od objavljivanja prvog bifidobakterijskog genoma 2002. godine, biljeZi se stalni porast
broja javno dostupnih sekvenci bifidobakterijskih genoma. U bazi podataka NCBI (prosinac
2021) je ukupno objavljeno 95 kompletnih sekvenci genoma, a dostupno je 17 cjelovitih
sekvenci genoma referentnih sojeva iz roda Bifidobacerium poput B. adolescentis, B. animalis,

B. breve, B. bifidum, B. longum i B. angulatum (tablica 2).
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Tablica 2. Sekvencionirani genomi referentnih sojeva Bifidobacterium spp. (National Library

of Medicine (2021b)

12489 = DSM 13734

Naziv mikroorganizma Oznaka Duljina Datum
sekvence | podnoSenja

Bifidobacterium actinocoloniiforme | GCF_001263395.1 1830060 2015-08-10

DSM 22766

Bifidobacterium adolescentis GCF_003030905.1 | 2192428 2018-04-03

Bifidobacterium angulatum DSM | GCF_001025155.1 | 2021974 | 2015-03-24

20098 = JCM 7096

Bifidobacterium  animalis  subsp. | GCF_000224965.2 | 1938583 2013-02-05

lactis BLC1

Bifidobacterium asteroides PRL2011 | GCF_000304215.1 | 2167304 2012-10-09

Bifidobacterium breve JCM 7017 GCF_000568975.1 | 2288919 2014-02-14

Bifidobacterium catenulatum DSM | GCF_001025195.1 | 2079525 2015-03-24

16992 = JCM 1194 = LMG 11043

Bifidobacterium choerinum GCF _002761235.1 | 2257294 | 2017-11-07

Bifidobacterium coryneforme GCF_000737865.1 | 1755151 | 2014-08-05

Bifidobacterium dentium JCM 1195 = | GCF_001042595.1 | 2635669 2015-02-17

DSM 20436

Bifidobacterium eulemuris GCF_014898155.1 | 2920839 2020-10-20

Bifidobacterium indicum LMG 11587 | GCF_000706765.1 | 1734546 | 2014-06-13

= DSM 20214

Bifidobacterium lemurum GCF_014898175.1 | 2965103 2020-10-20

Bifidobacterium  longum  subsp. | GCF_000196575.1 | 2408831 | 2011-01-28

infantis 157F

Bifidobacterium pseudocatenulatum | GCF_003952825.1 | 2192395 2018-12-18

Bifidobacterium pseudolongum GCF_002282915.1 | 2008102 2017-08-31

Bifidobacterium  scardovii JCM | GCF_001042635.1 | 3158347 2015-02-17

Prosje¢na veli¢ina bifidobakterijskog genoma je 2,2 Mb, iako postoje znacajne

varijacije u veli¢ini, na primjer B. indicum LMG11587 sadrzi genom veli¢ine 1,73 Mb, dok B.

scardovii JCM12489 sadrzi genom duljine 3,16 Mb. Bifidobakterijski genomi obi¢no kodiraju
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52-58 tRNA gena po genomu, iako postoje iznimke, npr., genom B. longum subsp. infantis
ATCC15697 obuhvaca 79 tRNA kodirajucih gena. Broj rRNA operona (klastera gena) unutar
bifidobakterijskih genoma obic¢no se krece od dva do pet pa se sugerira da je broj operona rRNA
prisutnih u genomu u Korelaciji sa sposobno$¢u prilagodavanja odredene vrste okoliSnim
uvjetima (Klappenbach i sur., 2000). Sadrzaj G + C u kompletnim bifidobakterijskim genima
krece se od 59,2 % (B. adolescentis) do 64,6 % (B. scardovii), dok prosjecni broj gena koji
sadrzi bifidobakterijski genom iznosi 1825 (tablica 2). Tri vrste, B. indicum, B. coryneforme i
B. animalis posjeduju najmanji broj gena, u skladu s njihovom malom veli¢inom genoma
(Ventura i sur., 2014).

2.3.1. Zdravstveni udinci bifidobakterija

Mikrobna zajednica GIT-a evoluirala je za prilagodbu i prezivljavanje u ljudskom GIT-
u i obiéno se naziva intestinalna mikrobiota. Debelo crijevo moze sadrzavati do 10%?
bakterijskih stanica / g luminalnog sadrzaja §to ga ¢ini najgusée naseljenim podru¢jem GIT-a.
Clanovi intestinalne mikrobiote komuniciraju sa svojim doma¢inom na razli¢ite na¢ine, a mogu
biti komensali, oportunisti¢ki patogeni ili mikroorganizmi koji promicu zdravlje odnosno

probiotici (Guarner i Malagelada, 2003).

Provedena su brojna in vivo ispitivanja s ciljem istrazivanja ucinkovitosti sinbiotika
temeljenih na bifidobakterijama u lijeCenju gastrointestinalnih bolesti. Jedno od takvih
istrazivanja sinbiotickog uéinka B. animalis subsp. lactis B94 u kombinaciji s inulinom
provedeno je kod djece s akutnom zaraznom dijarejom. Pacijentima je davan sinbioticki
pripravak tijekom 5 dana, a stolica je ispitivana na infektivne agense kao $to su rotavirus,
Salmonela, Shigella, Campylobacter, Cryptosporidium, Adenovirus, Entamoeba histolytica i
Clostridium difficile. Zabiljezeno je znacajno smanjenje broja stolica s dijarejom nakon 3 dana
primjene sinbioticke skupine u usporedbi s kontrolnom skupinom, posebice za bolesnike s
rotavirusom. Klinicko ispitivanje u¢inaka konzumacije sinbiotika provedeno je na pacijentima
koji su bolovali od Crohnove bolesti (Steed i sur., 2010). Sinbiotik, koji se sastojao od B.
longum, inulina i oligofruktoze, pacijenti su konzumirali dva puta dnevno tijekom razdoblja od
6 mjeseci, a zabiljezena su znacajna poboljSanja u klinickim ishodima, ukljucujuéi smanjenje
nekih pokazatelja aktivnosti Crohnove bolesti. Kao tre¢i primjer, blagotvorni ucinak soja B.
breve i galaktooligosaharida (GOS) ispitan je u odnosu na ulcerozni kolitis. Soj bifidobakterije

uziman je tri puta na dan, a GOS jednom dnevno kroz 1 godinu. Klini¢ki status lijeene skupine
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znacajno se poboljSao, poput izrazitog poboljSanih nalaza kolonoskopije 1 zna¢ajnog smanjenja
markera upale. Nadalje, iako nije primije¢ena znacajna promjena u broju bifidobakterija kod
onih koji su konzumirali sinbiotik, primije¢eno je smanjenje fekalnog broja bakterija

Bacteriodaceae i snizeni pH fekalija (Ishikawa i sur., 2011).

Utvrdeno da bifidobakterije svojim metabolickim aktivnostima uzrokuju pozitivne
zdravstvene koristi domacinu. Dostupnost kompletnih bifidobakterijskih genoma 1
odgovarajua komparativna analiza omogucuju prepoznavanje mehanizama na kojima se
temelji metabolicka aktivnost bifidobakterija. Studije koristenja ugljikohidrata i identifikacija
metabolickih putova takoder pruzaju osnovne informacije koje omogucuju identifikaciju novih
i uCinkovitih prebioti¢kih supstrata. Pokazalo se da ugljikohidrati dobiveni iz biljaka poti¢u
rast nekih vrsta bifidobakterija. Za identifikaciju i stjecanje punog znanja o genima ukljuc¢enim
u razgradnju i koriStenje ugljikohidrata potrebno je karakteriziranje i mutageneza bakterijskih
gena. Medutim, bifidobakterije nisu sklone spontanim mutacijama. Stoga je kljucan razvoj
molekularnih alata, neophodan za otkrivanje osnovnih molekularnih mehanizama Kkoji
objasnjavaju kako bifidobakterije komuniciraju sa svojim domac¢inom u GIT-u (O'Callaghan i

van Sinderen, 2016).

U nekoliko studija istraZivan je potencijal bifidobakterija za spreavanje i/ ili lijeCenje
kolorektalnih karcinoma. Vecina studija temelji se na rezultatima na modelima
eksperimentalnih miSeva, a rezultati sugeriraju da kombinacija prebiotika 1 bifidobakterija
moZze smanjiti pojavu kancerogenih stanica izazvanih u miSeva. Na primjer, pokazano je da B.
animalis pokazuje antimutageno djelovanje tijekom rasta na MRS bujonu, ¢ime se antagonizira
djelovanje karcinogena 2-amino-3-metilimidazo [4, 5-f] kinolona (Tavan i sur., 2002). U in
Vvivo i in vitro uvjetima je pokazano da vrste B. longum i B. breve pruzaju zastitu od DNA
oStecenja izazvanih karcinogenima i inhibiraju genotoksic¢ni u¢inak dva razlicita kancerogena

kada se testiraju na modelu Stakora (Pool-Zobel i sur., 1996).

Zabiljezena je upotreba bifidobakterija za lijeCenje razliCitih probavnih smetnji. Na
primjer, uspjesno lijeCenje dijareje nakon primjene B. longum subsp. infantis CECT 7210 i B.
breve K-110 uzrokovano je inhibicijom rotavirusa, koji je glavni uzrok sporadi¢ne dijareje kod
dojencadi (Chenoll i sur., 2015). Drugi primjer ukljucuje dvostruko slijepo istrazivanje da li bi
oralno lije¢enje komercijalnom probiotickom formulom koja sadrzi termofile B. bifidum i
Streptococcus smanjio dijareju povezanu s antibioticima u dojencadi. Ova studija otkrila je da
je doslo do znacajnog smanjenja ucestalosti diajreje za onu dojenc¢ad koja su hranjena formulom

s probioticima (Corréa i sur., 2005).
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Istrazivanje Patole i1 sur. (2016) izvijestilo je o nizoj ucestalosti nekrotiziraju¢ih
enterokolitisa u nedonos¢adi nakon rutinske primjene B. breve M-16V. Primjena B. breve M-
16V zajedno s dojenjem pokazuje manju ucestalost pojave nekrotiziraju¢ih enterokolitisa u
novorodencadi rodenih prije 34 tjedna trudnoce, a iako nije statisticki znaCajna, zabiljezena je
manja ucestalost ove bolesti kod novorodenéadi rodenoj u gestacijskoj dobi manjoj od 28

tjedana.

Iako se ne razumije toan mehanizam djelovanja, zabiljezeno je smanjenje simptoma
upalnih bolesti crijeva nakon lijeCenja probiotickim sojevima. Pacijentima koji pate od
ulceroznog kolitisa davan je probioticki pripravak koji ukljucuje tri soja iz roda
Bifidobacterium, Cetiri soja iz roda Lactobacillus i jedan soj S. thermophilus. Petnaest od 20
pacijenata ostalo je u remisiji tijekom cijelog ispitivanja, Sto sugerira da je primjena ovog

bakterijskog koktela korisna u odrzavanju remisije ulceroznog kolitisa (Gionchetti i sur., 2000).

Brojne studije izvijestile su o poboljSanjima regulacije rada debelog crijeva nakon
uzimanja fermentiranih mlije¢nih proizvoda koji sadrze B. animalis (Meance i sur., 2011).
Dvije studije povezane su s primjenom odredenih sojeva bifidobakterija s ublazavanjem
opstipacije. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja kako bi se utvrdio precizan mehanizam

djelovanja bifidobakterija u prevenciji i lije€enju opstipacije (Leahy i sur., 2005).

Smatra se da bifidobakterije takoder sprjeCavaju gastrointestinalne infekcije
kompetitivnim isklju¢ivanjem patogena Sto se temelji na zajednickim mjestima vezanja na
epitelnim stanicama. Primjena velikog broja zivih bifidobakterija smanjuje broj Clostridium

perfringens, poznatog patogenog proizvodaca nepozeljnih toksina (Gueimonde i sur., 2007).

2.4. Lacticaseibacillus paracasei

Lacticaseibacillus paracasei je Gram-pozitivna, homofermentativna vrsta bakterija
mlijec¢ne kiseline koja se obi¢no koristi u fermentaciji mlijecnih proizvoda i kao probioticka
kultura. Sojevi Lb. paracasei izolirani su iz razliCitth okruzenja, ukljucuju¢i mlijecne
proizvode, biljke ili biljne fermentacije te iz GIT-a ljudi i Zivotinja (Wuyts i sur., 2017,
Smokvina i sur., 2013). Grupa Lacticaseibacillus casei (LCG), sastavljena je od najcesce
istrazivanih 1 najprimijenjenijih probiotickih vrsta laktobacila: Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus paracasei i Lacticaseibacillus rhamnosus. Ti su probiotcki laktobacili
opsezno istrazeni, klasificirani i reklasificirani zbog svojih zdravstvenih uc¢inaka (Hill 1 sur.,

2018). Ipak, probioticka svojstva obi¢no variraju i medusobno se razlikuju, stoga su to¢na
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identifikacija 1 karakterizacija probiotickih sojeva od visoke vaznosti prije njihove primjene u
prehrambenoj industriji (Chondrou i sur., 2020). Zdravstveni ucinci ovih probioti¢kih vrsta
o€ituju se kroz nekoliko stani¢nih i molekularnih mehanizmama, kao $to je adhezija na crijevni
epitel (Monteagudo-Mera i sur., 2019), natjecanje s invazijom patogena (Lazar i sur., 2004),

jacanje epitelne barijere 1 proizvodnju antimikrobnih molekula (Plaza-Diaz i sur., 2019).

Mnostvo in vitro i in vivo studija pokazalo je da probioticke bakterije mogu stimulirati
razlicite vrste stanica imunoloskog sustava i modulirati imunoloSke odgovore (Chondrou i sur.,
2020; Galdeano i sur., 2019). Probiotici mogu komunicirati s crijevnom sluznicom i
rezidentnim imunoloSkim stanicama, kao $to su limfociti, makrofagi, ili dendritske stanice te
pokrenuti proizvodnju citokina, kemokina ili imunoglobina (Fong i sur., 2016).
Imunomodulatorne aktivnosti probiotickih bakterija uglavnom su posredovane aktivacijom
TLR-ovi (eng. Toll-like receptor). TLR-ovi su izraZzeni u mnostvu stanica, uklju¢ujuci crijevne
epitelne stanice (IEC) GIT-a. TLR nakon stimulacije pokrecu stani¢ne kaskade, $to dovodi do
aktivacije klju¢nih signalnih molekula, kao §to su nuklearni faktor-kapa B (NF-B) i protein
aktiviran mitogenom p38 Kinaza (MAPK), koja upravlja upalnim i adaptivnim imunoloskim

odgovorima (Kawasaki i sur., 2014).

U vise klini¢kih studija ispitivana je primjena probioticke kulture Lb. paracasei kod
razli¢itih vrsta oboljenja. Studije koje su ispitivale perioperativnu primjenu Lb. paracasei s
prebioticima u obliku sinbiotika kod pacijentima s opseznim zahvatima abdominalne kirurgije
pokazale su znaCajno smanjenje rizika od infektivnih komplikacija. Osim S§to su istraZivanja
pokazala da sinbiotici imaju pozitivan u¢inak na postoperativne infekcije, njihova se primjena

povezuje i sa smanjenjem duljine hospitalizacije (Chowdhury i sur., 2020).

Istrazivanje provedeno s ciljem otkrivanja mehanizma djelovanja soja
Lacticaseibacillus paracasei K5 na stanice raka debelog crijeva dokazalo je istu razinu adhezije
i antiproliferativnog djelovanja kao i kod referentnih sojeva Lb. casei ATCC 393 i Lb.
rhamnosus GG te potvrdilo apoptotic¢ki u¢inak soja Lacticaseibacillus paracasei K5 (Chondrou
i sur., 2020).

Nozari i sur. (2019), u svom su radu dokazali da frakcije proteina stani¢ne stijenke iz
Lb. paracasei ATCC 25598 iskazuju snazne antiproliferativne, inhibitorne i proapoptoticke
ucinke in vitro, Sto sugerira potencijalnu primjenu Lb. paracasei kao probiotika u nutritivnim
intervencijama ili kao probiotickog sastojka funkcionalne hrane u prevenciji raka debelog

crijeva.
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Nekoliko studija ispitivalo je primjenu i ucinak kulture Lb. paracasei u klinickoj
prehrani odnosno hrani za posebne medicinske potrebe kod razlicitih vrsta pacijenata pa je tako
dokazano da primjena ove probioticke kulture moze smanjiti bakterijsku translokaciju $to

rezultira smanjenjem postoperativnih infekcija kod resekcije zeluca i gusterace (Rayes i sur.,

2002).

2.5. Prebiotici

U debelom crijevu mikroorganizmi koriste hranjive tvari koje se uglavnom sastoje od
neprobavljivih oligosaharida, prehrambenih vlakana i neprobavljivih proteina. Neprobavljive
ugljikohidratne komponente nazivaju se prebioticima. Da bi se neki sastojak hrane mogao
smatrati prebiotikom, mora neprobavljen do¢i do debelog crijeva i mora postojati mogucénost
njegove fermentacije pomoc¢u bakterija. Naj¢es¢i kandidati ugljikohidrata za prebiotike su
inulin, sojini oligosaharidi, fruktooligosaharidi, galaktooligosaharidi, ksilooligosaharidi,

pirodekstrin i izomaltooligosaharidi (Figueroa-Gonzalez i sur., 2011).

Definiciju prebiotika razvili su Gibson i Roberfroid (1995): ,,Prebiotici su definirani kao
neprobavljivi sastojci hrane koji povoljno utjeu na domacina selektivnim poticanjem rasta i/
ili aktivnosti jedne ili ograni¢enog broja bakterija u debelom crijevu, a time i poboljSavaju
zdravlje®, a koju su redefinirali 2004. godine u ,,Prebiotik je selektivno fermentirajuci sastojak
hrane koji omogucuje odredene promjene, kako u sastavu, tako 1/ ili metaboli¢koj aktivnosti

gastrointestinalne mikrobiote koja donosi dobrobit za zdravlje domacina‘“ (Gibson i sur., 2004).

Veéina komercijalnih prebiotika su ugljikohidrati, preteZzno oligosaharidi 1 neki
polisaharidi. Neprobavljivost prebiotika znacajka je koju dijele s prehrambenim vlaknima, ali
njihove su fizioloSke funkcije Cesto razliCite (Macfarlane 1 sur., 2006). Prebiotici su selektivni
u poticanju rasta pozeljnih, a istodobno suzbijaju rast patogenih bakterija prisutnih u
gastrointestinalnom sustavu koje prebioticki supstrat mogu samo ograniceno Koristiti za svoj

rast ili nemaju enzime za njegovu razgradnju (Macfarlane i sur., 2006; Bengmark, 2003).

Prebiotici su selektivno fermentirani sastojci koji omogucuju specifi€éne promjene u
sastavu 1 / ili aktivnosti gastrointestinalne mikrobiote, Sto doprinosi dobrobiti i zdravlju
domacdina (Hijova i sur., 2007). Prebiotici trebaju biti ,,specificni® ili ,,selektivni* (Rastall i
Gibson, 2015; Roberfroid i sur., 2010). Prebiotik je neprobavljiva komponenta koja
djelovanjem mikroorganizama u crijevima modulira sastav i / ili aktivnost intestinalne

mikrobiote, stvarajuci tako koristan fizioloski u¢inak na domacina (Bindels 1 sur., 2015).
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U prosincu 2016. Medunarodno znanstveno udruZenje za probiotike i prebiotike
(ISAPP) prosirilo je koncept prebiotika i predlozio ukljuéivanje neugljikohohidratnih
komponenata s primjenom na mjestima tijela izvan GIT-a. Na temelju toga, prebiotik se moze
definirati kao ,,Supstrat koji selektivno koriste mikroorganizmi za zdravstvene koristi
domacina“ (Gibson i sur., 2017). Uvijek se preporu¢a poboljSanje zdravlja crijeva jacanjem
mikroorganizama crijeva. Potencijalno, suplementacija prehrane prirodnim izvorima prebiotika
moze kroz prebioticki koncept stimulirati zdravlje mikrobioma probavnog trakta i redukciju

potencijalno Stetnih bakterija (Kumar i sur., 2020).

Novo predloZena definicija udaljava se od zahtjeva ,,specificnog u€inka* zbog sljedecih
razloga: (i) naSe znanje ne omogucava pouzdanu razliku izmedu korisnih i Stetnih ¢lanova
mikrobiote; (i) raznovrsna zajednica je neophodna za crijevnu homeostazu i fiziologiju
domacina, (ii1) metabolicki u¢inak ne zahtjeva ,,selektivnu® fermentaciju i (iv) molekularni
pristupi na razini cijele mikrobne zajednice otkrili su da uobicajeni prebiotici nisu toliko
specificni kao $to se ranije pretpostavljalo (Bindels i sur., 2015). Stoga se prebioticki koncept
temelji na selektivnoj stimulaciji mikroorganizama koji su sposobni hidrolizirati prebiotike u
ugljikohidratne monomere i koristiti ih za rast u GIT-u (Macfarlane i sur., 2006). Glavni razlog
dodavanja prebiotika humanoj prehrani je blagotvorni u¢inak na pozeljnu mikrobiotu crijeva,
kao $to je Bifidobacterium sp. najdominantnija i najvaznija mikrobna populacija intestinalnog
trakta u zdrave dojencadi hranjene maj¢inim mlijekom koje je bogato neprobavljivim
oligosaharidima. Blagotvorni ucinci prisutnosti bifidobakterija u GIT-u ovise 0 njihovoj
odrZivosti 1 metabolickoj aktivnosti. Njihov rast ovisi o prisutnosti sloZzenih ugljikohidrata
poznatih kao oligosaharidi. Neki oligosaharidi, zbog svoje kemijske strukture, otporni su na
probavne enzime 1 prelaze u debelo crijevo. Stoga se prebiotici koriste kao bifidogeni Cimbenici
u prehrani, posebno zbog njihove sposobnosti da se ne razgraduju u Zelucu i tankom crijevu
(Crociani i sur., 1994). Prema Gibsonu i sur. (2004) prebiotik mora zadovoljavati najmanje tri
zahtjeva; (1) ne smije se hidrolizirati ili apsorbirati u Zelucu ili tankom crijevu, (2) mora biti
selektivan za korisne bakterije u debelom crijevu kao S§to su bifidobakterije i (3) njegovom
fermentacijom postizu se blagotvorni luminalni / sistemski u¢inci na domacina. Zdravstveni
ucinci prebiotika ispitanih na dobrovoljnim ispitanicima prikazani su u tablici 3 (Gibson i sur.,
2017).

Ostali korisni ucinci prebiotika su poboljSanje bioraspolozivosti kalcija i smanjenje
rizika od kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa koji nije ovisan o inzulinu, pretilosti,

osteoporoze, karcinoma debelog crijeva, kao i smanjenje putni¢ke dijareje (Macfarlane i sur.,
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2006). Jos od 1980.-ih raste svijest 0 nutritivno vrijednijim izborima hrane i pi¢a odnosno o
funkcionalnoj hrani. Mnogo je studija o zdravstvenim blagodatima prebiotika i probiotika, ali
u vedini studija istrazivaci nisu koristili dovoljno ispitanika ili su koristili mikroorganizme koji

nisu detaljno okarakterizirani. Glavni ciljevi intervencije bili su:

(i) povecavanje prirodne otpornosti na infektivne bolesti u GIT-u i prva linija obrane od
bolesti

(ii) sprjeavanje opasnog prerastanja kvasaca u GIT-u i1 nekih alergijskih reakcija

(iii) smanjivanje patogenog mikrobnog metabolizma u crijevima

(iv) poticanje probavnih procesa, omogucuju¢i maksimalnu hranjivu korist od hrane

(v) poboljsanja kod pojava nadutosti crijeva i dijareja

(vi) poticanje imunoloskog sustava

(vii) proizvodnja nutrijenata poput vitamina K, koje organizam ne moze sintetizirati
(viii) poboljsanja kod netolerancije na laktozu

(ix) smanjenje razine kolesterola i antioksidativno djelovanje

(x) suzbijanje bolesti kod kojih crijevna mikrobiota utjece na etiologiju (Crittenden i sur.,
2005).
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Tablica 3. Zdravstveni ucinci prebiotika ispitanih na dobrovoljnim ispitanicima (FOS,

fruktooligosaharidi; GOS, galaktooligosaharidi) (Gibson i sur., 2017)

Zdravstveni ucinci Koristeni prebiotici
Metabolicko zdravlje, prekomjerna tjelesna

masa i pretilost, dijabetes tipa 2, metabolicki | Inulin, GOS, FOS
sindrom i dislipidemija, upalni procesi

Sitost FOS

Stimulacija  neurokemijskie  proizvodnje GOS

bakterija u crijevima

Pc?boljéar_la apsorpcija kalc_lqa i drugih Inulin, FOS
mineralnih tvari, zdravlje kostiju

Zdravlje koze, poboljSanje zadrzavanje GOS

vlaznosti i redukcija osipa

Alergije FOS, GOS

IBD (Upalne bolesti crijeva) Inulin, laktuloza
Urogenitalno zdravlje GOS

Funkcija i zdravlje crijeva u djece GOS, FOS,
Infekcije i odgovor na cjepivo FOS, GOS, poidekstroza
Nekrotizirajuéi kolitis kod nedonos¢adi GOS, FOS

IBS (sindrom iritabilnih crijeva) GOS

Putnicka dijareja GOS

Ostipacija Inulin
Imunoloska funkcija kod starije populacije | GOS

Jedan od rezultata fermentacije prebiotika intestinalnom mikrobiotom je proizvodnja
SCFA, poput acetata, butirata i propionata (Broekaert i sur., 2011). Proizvodnja SCFA u GIT-
u rezultira nizim pH, poboljsanom dostupnos$c¢u kalcija i magnezija i inhibicijom potencijalno
patogenih bakterija (Wong i sur., 2006). | bifidobakterije i laktobacili proizvode acetat i laktat,
¢ime doprinose zdravstvenim ucincima prebiotika, iako ovi mikroorganizmi ne proizvode
butirat i propionat. SCFA proizvode bakterije Bacteroides phylum i Clostridium Kklastera XIVa
i IV (Bindels i sur., 2015). Nadalje, nedavna studija pokazala je da acetat proizveden od strane
B. longum NCC2705 djeluje kao esencijalni kosupstrat za proizvodnju i rast butirata od strane
Eubacterium rectale ATCC 33656 (Riviére i sur., 2015).

Neprobavljivi oligosaharidi dobiveni iz slozenih ugljikohidrata ili enzimski proizvedeni
iz disaharida, predstavljaju skupinu glikana koji ukljucuju razne prebiotike. Primjeri za to su
FOS i GOS koji su medu najbolje dokumentiranim i najées¢e koriStenim prebioticima na

europskom 1 japanskom trzistu (Grootaert i sur., 2007). Prebioti¢ki ucinci FOS-a, GOS-a,
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inulina 1 laktuloze temeljito su procijenjeni u klinickim studijama na ljudima, a mnoga
istrazivanja sugeriraju da ti ugljikohidrati selektivno povecavaju broj bifidobakterija i smanjuju

broj E. coli i enterokoka (Walton i sur., 2012).

Zbog iskazanih prebiotickih ucinaka arabinoksilana (AX) 1 njegovih derivata
arabinoksilooligosaharida (AXOS) i ksilooligosaharida (XOS) ti ugljikohidrati u posljednje
vrijeme uzivaju sve ve¢i znanstveni interes (Broekaert i sur., 2011). Bifidogeni u¢inak AX-a
potvrden je u brojnim in vitro istrazivanjima dok je sposobnost bifidobakterija da metabolizira
XOS 1 AXOS u Cdistoj kulturi takoder dokazana. PotroSnja AXOS-a s jedanaest razlicitih
bifidobakterija sugerira da je metabolizam AXOS svojstvo bakterijskog soja i da je prilicno

slozen (Riviere i sur., 2015).

Nekoliko in vivo studija potvrdilo je i bifidogeni uc¢inak AX-a. In vivo istrazivanja na
Stakorima s humaniziranim crijevnim mikrobiomom pokazala su da dugi lanac AX posebno
potice rast nekoliko razli¢itih bakterijskih vrsta u debelom crijevu (relativna zahtjevnost
bifidobakterija u debelom crijevu kontrolne skupine bilo je 0,03 + 0,01 % u usporedbi s 2,81 +
1,46 % u skupini koja je bila nahranjena s dugim lancem AX) (Van Den Abbeele i sur., 2011).
Rezultati ove posljednje studije potvrdeni su nedavnom studijom koja je otkrila prisutnost dviju
razli¢itih vrsta B. longum tijekom fermentacije AX dugog lanca u in vitro modelu proksimalnog
debelog crijeva (Truchado i sur., 2015). Drugo in vivo istrazivanje otkrilo je da kad su pretili
miSevi bili hranjeni hranom s dodatkom AX-a, primije¢eno znacajno povecanje broja
bifidobakterija u debelom crijevu. Uz ovo povecanje bifidobakterija u cekumu suplementacija
AX-om obnovila je zastupljenost nekih mikrobnih zajednica ¢iji se udio u mikrobioti smanjio

zbog velikog udjela masti u prehrani (Neyrinck i sur., 2011).

Inulin koji se sastoji od ponavljajucih fruktozilnih jedinica povezanih B (2,1) vezama,
vlakno je koje lako fermentiraju crijevne bakterije pri ¢emu se stvaraju velike koli¢ine SCFA.
U osoba s opstipacijom, unos inulina povezuje se sa znacajnim porastom ucestalosti stolica, §to
sugerira potencijalni utjecaj inulina na sastav ljudske crijevne mikrobiote. Napredak u
tehnologijama visoke propusnosti omogucuje procjenu raznolikosti 1 taksonomskog ili
funkcionalnog sastava ljudskog mikrobioma te moze identificirati promjene u mikrobiomu kao
odgovor na specifi¢nu suplementaciju inulinom. Razumijevanje u¢inaka inulina na mikrobiom
ljudskog crijeva od klju¢ne je vaznosti za stjecanje uvida u njihove mehanizme djelovanja (Le

Bastard i sur., 2020).

Rezultati provedenih 9 klini¢kih studija, uglavnom randominiranih, dvostruko slijepih,
placebo-kontroliranih (n=7), koje su se medusobno razlikovale u dizajnu (3 studije su
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povezivale u€inak inulina i oligofruktoze), suplementacijskom protokolu (5-20 g inulina na
dan) i metodi procjene mikrobioma (16S sekvencioniranje, n=7) pokazale su da je
najdosljednija promjena bila porast broja bakterija iz roda Bifidobacterium. Ostali rezultati
ukljucivali su povecanje relativnog udjela Anaerostipes, Faecalibacterium i Lactobacillus te
smanjenje relativnog udjela Bacteroides bakterijskih vrsta. Medutim, ova in vivo ispitivanja
nisu potvrdila in vitro eksperimente jer taksonomske promjene sastava crijevne mikrobiote nisu

bile povezane s povecanjem razine kratkolancanih masnih kiselina (Le Bastard i sur., 2020).

2.6. Sinbiotici

Sinbiotici su kombinacije jednog ili viSe probiotika u kombinaciji s jednim ili viSe
prebiotika (Patel i Dupont, 2015). Kao terapijska strategija, koncept sinbiotika uspjesniji je u
usporedbi s koriStenjem samih prebiotika i probiotika za razne bolesti uklju¢ujuéi simptome
sindroma iritabilnog crijeva (IBS) (Basturk i sur., 2016), reumatoidni artritis (Zamami i sur.,
2017), neonatalnu sepsu novorodencadi i1 ishode trudnoée Zena s gestacijskim dijabetesom
(Kamali 1 sur., 2018). U klinickim ispitivanjima dodatak sinbiotika dokazano je koristan u
snizavanju razina glukoze u krvi nataste, a takoder moZe smanyjiti 1 rizik od kroni¢nih bolesti
kao §to su dijabetes melitus, pretilost, bubrezne i kardiovaskularne bolesti (Nickbaht i sur.,
2018). U budu¢nosti se ocekuje da ¢e provodenje sinbiotske terapije, ne samo svesti na
najmanju mogucu mjeru upotrebu antibiotika, ve¢ ¢e takoder ponuditi potencijalna rjeSenja za

terapiju sve veceg broja bolesti (Kumar i sur., 2020).

Sinbiotici se mogu formulirati koriStenjem dva pristupa: komplementarnog i
sinergijskog (slika 4). Komplementarni sinbiotik se sastoji od probiotika i prebiotika (mozZe se
koristiti viSe od jednog od svakoga), rade¢i neovisno kako bi se postigla jedna ili vise
zdravstvenih prednosti. Probioticke 1 prebioticke komponente komplementarnog sinbiotika
moraju zadovoljiti minimalne kriterije odabira. Sinergijski sinbiotik se sastoji od Zivog
mikroorganizma 1 selektivno iskoriStenog supstrata, ali niti jedan ne mora zadovoljiti
minimalne kriterije prethodno propisane za probiotike i prebiotike. Umjesto toga, ove
komponente su dizajnirane da rade zajedno, pri ¢emu supstrat selektivno Koristi

mikroorganizam koji se istodobno primjenjuje (Swanson i sur., 2020).

29



Sinbiotici
|

{

Komplementarni sinbiotik

Probiotici i prebiotici postizu jedan ili vise
povoljnih uc¢inaka na zdravlje

Probiotici: Zivi mikroorganizmi,
primijenjeni u odgovarajuéoj koli¢ini
pridonose zdravlju domacina
Prebiotici: supstrati koje selektivno
koriste mikroorganizmi domacina
pruzaju¢i domacinu zdravstvenu korist

v

Mora biti podvrgnut ispitivanju na
ciljnom domacinu kako bi se utvrdio
njegov povoljan zdravstveni u¢inak na
domacina

Studijom nije potrebno dokazati
selektivnu uporabu buducdi je vec
utvrdena za prebiotik

1
Sinergijski sinbiotik

Supstrat selektivno koriste istodobno
primijenjeni Zivi mikroorganizmi u svrhu
pobolj3anja u¢inka na zdravlje domacina
e  Sam po sebi, zivi mikroorganizam
ne mora ispunjavati kriterije
probiotika
e  Supstrat ne mora ispunjavati
kriterije prebiotika

e  Mora biti testiran na ciljnom
domacinu

e Studija mora dokazati oboje,
selektivnu uporabu i povoljan
uc¢inak na zdravlje

Slika 4. Komplementarni i sinergijski pristup u formuliranju sinbiotika (Swanson i sur., 2020)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Mikroorganizmi

U ovom radu su ispitivana probioticka svojstva komercijalnih sojeva bakterija mlije¢ne
kiseline Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® i Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei. Obje bakterije rastu anacrobno u MRS bujnu pri 37 °C. U radu su takoder koriStene
srodne BMK (7-12) i test-mikroorganizmi (1-6) prikazani u tablici 4. 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 4. Bakterijski sojevi iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju

antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura koji su koristeni u ovom radu

Hranjive podloge i uvjeti

Bakterijski sojevi Oznaka soja
rasta

Staphylococcus aureus 3048 BHI, 37 °C, aerobno

Staphylococcus aureus K-144 BHI, 37 °C, aerobno

Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 BHI, 37 °C, aerobno

Bacillus cereus TM2 BHI, 37 °C, aerobno

Escherichia coli 3014 BHI, 37 °C, aerobno

Bacillus subtilis ATCC 6633 BHI, 37 °C, aerobno
Lactobacillus helveticus M92 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactiplantibacillus plantarum LMG 9206 MRS, 37 °C, anaerobno
Enterococcus faecium L3 MRS, 37 °C, anaerobno
Enterococcus faecium ATCC 9430 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450 M17, 30 °C, anaerobno
Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 MRS, 30 °C, anaerobno

3.1.2. Stanicne linije

Za ispitivanje sposobnosti adhezije odabranih bakterijskih sojeva koristene su Caco-2
stanice. To su kontinuirane stani¢ne linije koje sadrze heterogene humane tumorske stanice
kolorektalnog epitela, a priredene su u Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder

Boskovic.
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3.1.3. Hranjive podloge

U radu su koristene slijedece podloge:

a) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar (,,Biolife”, Italija), sastava (g L destilirane
vode): pepton 10; mesni ekstrakt 10; kvascev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1;
MgSOs - 7H20 0,1; MnSQ4 - 7H20 0,05; natrijev acetat 5; agar 20. pH vrijednost
podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom15 min.

MRS bujon (,,Biolife®, Italija) je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka
agara.

M17 agar (,,Biolife*, Italija), sastava (g L™destilirane vode): tripsinski hidrolizat
kazeina 2,5; pepton 2,5; sojin pepton 5; kvascev ekstrakt 2,5; mesni ekstrakt 5; laktoza
5; natrijev glicerofosfat 19; magnezijev sulfat 0,25; askorbinska kiselina 0,5. pH
vrijednost podloge iznosi 7,1, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.
M17 bujon (,,Biolife®, Italija) je istog sastava kao podloga M17 agar, ali bez dodatka

agara

b) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj test-mikroorganizama

BHI (Brain Heart Infusion) agar (,,Biolife“, Italija), sastava (g L™ destilirane vode):
infuzije tele¢eg mozga i govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5; agar
13. pH podloge je 7.4, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.

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

agara.

c) hranjiva podloga za odredivanje broja bifidobakterija

TOS-propionat agar (,,Biolife, Italija), sastava (g L destilirane vode): pepton iz
kazeina 10, kvascev ekstrakt 1, kalijev dihidrogenfosfat 3, kalijev hidrogenfosfat 4,8,
amonijev sulfat 3, MgSO4 - 7H20 0,2, transgalaktooligosaharid 10, L-cistein
hidroklorid monohidrat 0,5, natrijev propionat 15,0, agar 15. pH vrijednost podloge
iznosi 6,7, a sterilizacija se provodi pri 115 °C tijekom 15 min. Nakon sterilizacije, u

190 mL podloge se dodaje 10 mL mupirocina koji osigurava selektivnost

d) selektivna hranjiva podloga za izolaciju bakterija iz roda Escherichia

Rapid E. coli 2 agar (,,Biovit, Italija) sastava (g L™ destilirane vode): mesni pepton 5;

zelatin pepton 5; NaCl 5; kvascev ekstrakt 3; selektivni kromogeni supstrat 6; agar 13.
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e) selektivna hranjiva podloga za izolaciju bakterija iz roda Salmonella

e XLD agar (,,Biovit®, Italija) sastava (g L destilirane vode): ksiloza 3,5; L-lizin 5;
laktoza 7,5; saharoza 7,5; NaCl 5; kvasCev ekstrakt 3; natrij-dezoksikolat 2,5,
Na2S20s3 6,8; amonij-zeljezo (III) citrat 0,8; fenol crveno 0,08; agar 13,5.

f) hranjive podloge za kultivaciju stani¢nih linija
e MEM (Reduced Serum Medium 1x) medjij, ,,Gibco*, SAD
e DMEM/F12 medij, ,,Capricorn Scientific GmbH*, Njemacka

3.1.4. Matriksi

Funkcionalna svojstva komercijalne probioticke kulture Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12® su ispitana u tri razli¢ita prehrambena dehidrirana matriksa: instant
pahuljice od riZe, instant pahuljice od rize i vocéa te instant pahuljice od pSenice. Navedeni
matriksi (koji ¢e u daljnjem tekstu ukoliko se govori o sva tri proizvoda biti nazvani djecja

hrana) su proizvedeni u proizvodnom postrojenju tvrtke Podravka d.d.

Dehidrirane instant pahuljice od rize sadrze rizino brasno, vitamine (tiamin-mononitrat,
riboflavin, piridoksin hidroklorid, L-askorbinsku kiseline, DL-alpha-tokoferol acetat, folnu
kiselinu i nikotinamid), zeljezo (I11) pirofosfat i kulturu Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12®. Dehidrirane instant pahuljice od riZe i voéa sadrze prijelazno mlijeko, rizinu krupicu,
inulin, voéne kase (jabuka, breskva, kruska, marelica), kalcijev laktat, vitamine (B-karoten,
tiamin-mononitrat, riboflavin, piridoksin hidroklorid, L-askorbinsku kiselinu, kolekalciferol,
DL-alpha-tokoferol acetat, folnu kiselinu i nikotinamid) i kulturu Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12®. Dehidrirane instant pahuljice od pienice sadrZe prijelazno mlijeko,
pSeni¢nu krupicu, maltodekstrin, pSeni¢no brasno, Skrob, vitamine (p-karoten, tiamin-
mononitrat, riboflavin, piridoksin hidroklorid, L-askorbinsku kiselinu, kolekalciferol, DL-al-
pha-tokoferol acetat, folnu kiselinu i nikotinamid), aromu i kulturu Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12°.

Funkcionalna svojstva komercijalne probioticke kulture Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei su ispitana u jednom uzorku hrane za posebne medicinske potrebe. Navedeni
matriks je proizveden u razvojnim laboratorijima Belupa d.d. i pilot postrojenju Podravke d.d.

Hrana za posebne medicinske potrebe sadrzi maltodekstrin, suncokretovo ulje,
mlije¢ne bjelancevine, saharozu, vlakna (inulin), srednjelancane trigliceride (MCT) iz

kokosovog ulja, minerale (kalcijev laktat, natrijev klorid, zeljezov laktat, cinkov sulfat,
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manganov sulfat, bakrov sulfat, kromov (I11) klorid, kalijev jodid, natrijev molibdat, natrijev

selenat, natrijev fluorid, natrijev selenit, bakrov glukonat), vitamine (L-askorbinska kiselina,

DL-alfa tokoferil acetat, nikotinamid, kalcijev D-pantotenat, retinil acetat, kolekalciferol,

piridoksin hidroklorid, tiamin hidroklorid, fitomenadion, riboflavin, folna kiselina, D-biotin,

cijanokobalamin, natrijev L-askorbat), emulgator (sojin lecitin), glukozni sirup u prahu, tvar za

sprecavanje zgrudnjavanja (silicijev dioksid), regulatore Kiselosti (limunska kiselina, dikalijev

fosfat, dimagnezijev fosfat, dinatrijev fosfat, magnezijev hidrogen karbonat), sladilo (acesulfam

K), zgu$njivace (ksantan guma, karagenan), antioksidans (natrijev askorbat), kulturu

Lacticaseibacillus paracasei, aromu i kolin bitartrat.

3.1.5. Kemikalije

agaroza, ,,Appligane®, Francuska

amonijev persulfat (APS), ,,Kemika®, Hrvatska

akrilamid, ,,Sigma®, SAD

bromfenol plavo, ,,Sigma*, SAD

BSA (Bovine Serum albumin), ,,Merck®, Njemacka

CellBrite Fix Membrane boja za bojanje Caco-2 stanica, ,,Biotium®, SAD
CFSE (5-(6)- karboksifouorescin diacetat sukcinimidil ester) Cell Divisoin Tracker kit,
,Biolegend*, SAD

Coomassie Brilliant Blue, ,,Sigma®, SAD

DAPI boja (4',6-diamino-2-fenilindol), ,,Thermo Fisher Scientific*, SAD
DNA bakteriofaga A, ,,New England Biolabs“, SAD

dNTP mix, 10 mM, ,,Fermentas“, Kanada

etanol, ,, Kemika*, Hrvatska

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Njemacka

etil-acetat, ,,Kemika*, Hrvatska

fenol-kloroform, ,,Sigma“, SAD

fetalni govedi serum (FSC), ,,Gibco*, SAD

fetalni govedi serum (FSC), ,,Thermo Fisher Scientific* SAD
fibronektin, ,,Sigma“, Njemacka

fosfatni pufer (PBS), ,,PBF*, Hrvatska

furfuraldehid, ,,Kemika“, Hrvatska
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glicerol, ,,Alkaloid*, Makedonija

glicin, ,,Gram-mol“, Hrvatska

glukoza, ,,Kemika®, Hrvatska

goveda zu¢ (oxgall), ,,Difco*, SAD
Incucyte Rapid Red boja, ,,PHI AB*, SAD
izopropanol, ,,Kemika“, Hrvatska

kalijev acetat, ,,Kemika“, Hrvatska

kalijeva luzina, ,,Kemika*, Hrvatska
kloridna kiselina, ,,Kemika“, Hrvatska
kolagen, ,,Sigma“, Njemacka

kolesterol, ,,Kemika®, Hrvatska

kompleksal 111 (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat, EDTA),
,,Kemika“, Hrvatska

laminin, ,,Sigma“, Njemacka

ledena octena kiselina, ,,Kemika“, Hrvatska
lizozim, ,,EuroBio*, Francuska
L-glutaminom, ,,Merck®, Njemacka
magnezijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska
magnezijev klorid, 25 mM, ,,Fermentas*, Kanada
metanol, ,,Kemika“, Hrvatska

metilensko modrilo R-250, ,,Sigma*“, SAD
natrijev acetat, ,,Kemika®, Hrvatska
natrijev dodecilsulfat (SDS), ,,Sigma“, SAD
natrijev hidroksid, ,,Kemika®, Hrvatska
natrijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska
natrijev taurokolat, ,,Sigma*, SAD
n-heksan, ,,Riedel de Haen*, Njemacka
octena kiselina, ,,Carlo Erba®, Italija
o-ftalaldehid, ,,Fluka“, Svicarska
pankreatin (165 U mg™) iz svinjske gusterace, ,,BioChemika®, Fluka, Svicarska
paraformaldehid, ,,Merck®, Njemacka

PCR pufer 10x, ,,Fermentas®, Kanada
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e penicilin G, streptomicin sulfat i amfotericin, ,,Gibco*, SAD
e pepsin (P-700), ,,.Sigma‘“, SAD

e proteinaza K, ,,Fermentas*, Kanada

e RNase A, ,,Qiagen®, Spanjolska

e standard za elektroforezu proteina (molekulske mase 14-97 kDa), ,,Pharmacia“, SAD
e sulfatna kiselina, ,,Kemika“, Hrvatska

e Taq polimeraza, 1 U, ,,Fermentas*, Kanada

e TEMED (N, N, N', N -tetrametiletilen), ,,Sigma“, SAD

e Tris (hidroksimetil)-aminometan, ,,Carlo Erba®, Italija

e Triton X-100, ,,Sigma“, SAD

e Tween 20, ,,Fisher Scientific*“, SAD

e [(-merkaptoetanol, ,,Sigma‘“, SAD

3.1.6. API1 50 CHL

API 50 CHL Medium, namijenjen identifikaciji roda Lactobacillus i srodnih rodova, je
medij u obliku spremnom za upotrebu i omogucuje fermentaciju 49 ugljikohidrata na API 50
CH stripu (,,BioMerieux*, Francuska). Medij je slijedeceg sastava (g L demineralizirane
vode): polipepton 10; ekstrakt kvasca 5; Tween 80 1mL; dikalijev fosfat 2; natrijev acetat 5;
diamonijev citrat 2; magnezijev sulfat 0,20; manganov sulfat 0,05; bromkrezol purpur 0,17. pH

medija je 6,1-7,1.

3.1.7. Antibiotici

Za ispitivanje osjetljivosti bakterijskih sojeva na antibiotike metodom difuzije koriSteni
su filter diskovi s poznatim sadrzajem odredenog antibiotika (,,Oxoid*, UK). U radu su koristeni
slijede¢i antibiotici:

e ampicilin 10 pg

e eritromicin 15 pg

e gentamicin 120 pg
e kanamicin 30 pg

e klindamicin 2 pg

e kloramfenikol 30 g
e tetraciklin 30 pg

e vankomicin 30 pg
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streptomicin 10 pg

Takoder je ispitana osjetljivost izoliranih bakterijskih sojeva na antibiotike primjenom E-

testa oCitavanjem minimalne inhibicijske aktivnosti na vrhu zone inhibicije oko vrpce koja

sadrzi antibiotik u gradijentu koncentracije (,,BioMerieux®, Francuska).

3.1.8. Aparature i pribor

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

automatske pipete (1000, 200, 20i 2,5 ul ), ,.Eppendorf, SAD
BioSpec-nano, ,,Shimatzu*, Japan

Bunsenov plamenik, ,,OMM Laboratory Equipment®, Italija

busaci ¢epova (d: 5-11,5 mm), ,,OMM Laboratory Equipment®, Italija
celulozna vata, ,,L.ola Ribar“, Hrvatska

centrifuga CENTAUR 2, ,,Sanyo*, UK

centrifuga Centric, ,,Tehtnica®, Slovenija

CO: inkubator za uzgoj stanica i tkiva u kulturi ,,Kambi¢*“, Slovenija
¢ita€ mikrotitarskih plo¢a Infinite F Plex, ,,Tecan®, Svicarska
denzitometar, ,,BioMerieux“, Francuska

EVOS FLc Cell Imager ,,ThermoFisher Scientific*, SAD

igla za nanoSenje proteinskih uzoraka, ,,Hamilton*, SAD

kadica za elektroforezu, ,,Bio-Rad*, SAD

kadice za elektroforezu, ,,Cleaver, Scientific*, UK

membranski filteri Millex-GV, promjera pora 0,22 pu, ,,Merck®, Njemacka
hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

kivete za centrifugiranje (15 1 50 mL), ,,Falcon®, Engleska

komora za elektroforezu, ,,Sigma“, SAD

magnetska mijeSalica, ,,Tehtnica®, Slovenija

mikrobioloske uSice, ,,Syntesys®, Italija

mikrotitarske plocCice (24 1 96 jaZica), ,,Falcon*, Engleska

napajanje za kadice za elektroforezu, ,,Bio-Rad*, SAD

nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

PCR uredaj 2720 Thermal Cycler, ,,Applied Biosystems*, SAD
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e penicilinke, ,,Macherey-Nagel“, Njemacka

e Petrijeve zdjelice, ,,Golias®, Slovenija

e pH-metar, ,,Metrohm®, Svicarska

e pincete, ,,Isolab®, Njemacka

e plasti¢ne tubice od 1,51 2 mL, ,,Eppendorf, SAD

o staklene epruvete (16 * 160 mm), ,,Scherf Prizision Europe GmbH", Njemacka
e stalci za epruvete, ,,neoLab®, Njemacka

e stalci za tubice, ,,neoLab®, Njemacka

e stakalca i ¢eslji¢i za pripremu poliakrilamidnih gelova, ,,Bio-Rad*, SAD
e Sprice, ,,Becton Dickinson®, SAD

e Stapi¢ po Drigalskom, ,,Syntesys®, Italija

e T-boca, Corning*“, SAD

e termostat, ,,Instrumentarija®, Hrvatska

e transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNR Bio-Imaging Systems Ltd.*, Izrael
e vaga, , Tehtnica“, Slovenija

e vata, ,Lola Ribar*, Hrvatska

e vibromjesa¢ EV-100, ,,Kartell, Italija

e vodena kupelj, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

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

3.2. Metode rada

3.2.1. Odrzavanje i Cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline su ¢uvani na -80 °C u MRS tekuc¢oj podlozi s 15 %

(v/v) glicerola, a test-mikroorganizmi su ¢uvani na -80 °C u BHI bujonu s 15 % (v/v) glicerola.

3.2.2. Priprema uzoraka djecje i hrane za posebne medicinske potrebe

Svi proizvodi djecje hrane su pripremljeni u industrijskom mjerilu u tvrtki Podravka d.d.
Instant pahuljice od riZze su pripremljene tako da su pahuljice pomijeSane s probiotickom
bakterijom nakon ¢ega je proizvod pakiran u vre¢ice od ,triplex” folije po 150 g. Instant

pahuljice od riZe s Cetiri vrste voca i instant pahuljice od pSenice su pripremljene tako da je
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pahuljicama nakon mijeSanja-dodano adaptirano mlijeko. S obzirom da dehidrirane instant

pahuljice od rize i voca sadrze prebiotik inulin, on je dodan u fazi izrade instant pahuljice.

Uzorak hrane za posebne medicinske potrebe pripremljen je u laboratorijskom mjerilu
u tvrtkama Belupo d.d. i Podravka d.d., na nacin da su u laboratoriju izvagane pojedinacne
sirovine te su na mijesalici Overhead stirrer EUROSTAR 200 control IKA pomijesane lipidne
komponete i emulgator, ugljikohidratne komponente, probioti¢ka kultura, vitaminske i
mineralne komponente, vlakna, aromatske komponente, aditivi te su na kraju dodane proteinske
komponente. Proizvod je ru¢no punjen u vrecice ,,triplex* folije po 55 g koje su zavarene Kopp

zavarivacéicom.

3.2.3. Odredivanje broja Zivih mikroorganizama u uzrocima djec¢je hrane odnosno

hrane za posebne medicinske potrebe indirektnom metodom

Iz pojedinacnog pakiranja djecje hrane je izvagano 10 g uzorka i resuspendirano u 90
mL sterilne Ringerove otopine i dalje su radena decimalna razrjedenja (1:10; 1 mL ishodnog
razrjedenja u 9 mL sterilne Ringerove otopine) do 6. razrjedenja. 1 mL pojedinog decimalnog
razrjedenja je nacijepljeno u praznu Petrijevu zdjelicu i preliveno s 12 mL TOS hranjive
podloge kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Nakon 72 h anaerobne inkubacije pri 37 °C,
izbrojane su izrasle kolonije i proradunat je broj Zivih stanica (CFU mL™). S najvedeg
razrjedenja iz svakog uzorka dje¢je hrane su uzgojene pojedinacne kolonije koje su kasnije
koriStene u svim pokusima kao usporedba sa sojem uzgojenim iz liofilizirane komercijalne

kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®.

Iz pojedina¢nog pakiranja hrane za posebne medicinske potrebe je izvagano 10 g uzorka
I resuspendirano u 90 mL sterilne fizioloske otopine i dalje su radena decimalna razrjedenja
(1:10; 1 mL ishodnog razrjedenja u 9 mL sterilne fizioloske otopine) do 6. razrjedenja. 1 mL
pojedinog decimalnog razrjedenja je nacijepljeno na Petrijevu zdjelicu s MRS hranjivom
podlogom i razmazano Stapi¢em po Drigalskim. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37 °C,
izbrojane su izrasle kolonije i proratunat je broj zivih stanica (CFU mL™). S najveceg
razrjedenja je uzgojena pojedinacna kolonija koja je kasnije koriStena u svim pokusima kao
usporedba sa sojem uzgojenim iz liofilizirane komercijalne kulture Lacticaseibacillus

paracasei subsp. paracasei.
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3.2.4. Metode identifikacije
3.2.4.1. Fenotipska identifikacija
AP1 50 CHL

Ispitivana bakterijska kultura je uzgojena na MRS agaru u obliku kolonija anaerobno
kroz 24 h pri 37 °C. U ampulu koja sadrzi API 50 CHL medij za laktobacile je pomocu
mikrobioloske uSice dodano nekoliko identi¢nih kolonija s MRS agara. Gustoc¢a inokuluma,
koja se mjeri u dezimatu, mora biti 2 McF. Pripremljena suspenzija je nakapana u cjevc¢ice API
50 CH stripa koji sadrzi 49 razlic¢itih ugljikohidrata. U sve cjevcice je nakapano mineralno ulje
kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Inkubacija traje tijekom 48 sati pri 37 °C kroz nakon ¢ega
su o€itani rezultati. Pozitivnim se smatraju testovi kod kojih je uslijed acidifikacije i prisutnosti
bromkrezol purpurnog indikatora doslo do promjene boje u zuto. Biokemijski profil je

identificiran pomocu softvera s bazom podataka (V 5.0).

SDS-PAGE stanicnih proteina

Prekonoéne bakterijske kulture su centrifugirane pri 9000 okr min™ tijekom 15 min.
Stanice su ispirane sterilnom otopinom natrijeva klorida (0,9 %), ponovno centrifugirane i
resuspendirane u 100 ul sterilne otopine natrijeva klorida kojoj je dodan 1 g staklenih kuglica
(r=2 mm). Suspenzija je izmijeSana na vibromjesacu kroz 4 min (30 s mijeSanja— 30 s hladenja
u ledu), a zatim tretirana s 1 mL otopine SDS-a (0,0625 Tris-HCI, pH 6,8; 2 % (w/v SDS; 10
% (v/v) glicerola). Uzorci su prokuhani tijekom 10 minuta, ohladeni u ledu (3-4 min),
centrifugirani pri 9000 okr min* tijekom 15 minuta, a u dobivenim supernatantima je provedena
SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE).

U 15 pl svakog od priredenih uzoraka je dodano 5 pL reducirajuceg reagensa i
prokuhano 2-3 min. Nakon kuhanja je ukupni volumen uzorka nanesen na 10 %-tni
poliakrilamidni gel. SDS-PAGE je provedena u komori za elektroforezu pri konstantnom
naponu od 190 V kroz 45 min. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je obojan u 0,1 %
metilenskom modrilu R-250 s 50 % metanola i 7 % octene kiseline tijekom 2 h. Nakon bojenja,

gel je inkubiran u 7 %-tnoj octenoj kiselini do obezbojenja pozadine.

3.2.4.2. Genotipska identifikacija
Izolacija DNA

Svjeza MRS podloga je inokulirana s 5 % prekono¢ne kulture i inkubirana pri 37 °C

tijekom 18 h. Volumen od 1,5 mL te kulture je centrifugiran i ispiran u GTE puferu (25 mM
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TRIS + 10 mM EDTA + 50 mM glukoze). Stanice su resuspendirane u 500 uL GTE pufera, uz
dodatak lizozima (8 mg 500 uL™) i RNA-ze (50 uL mL™?) i inkubirane 30 min pri 37 °C. Zatim
je dodano 250 puL 2 % SDS-a i vorteksirano 1 min. Nakon toga je dodano 100 pL neutralne
smjese fenola i kloroforma, vorteksirano 30 sekundi i centrifugirano pri 13 000 okr 5 min™.
Supernatant je bez interfaze pomijesan s 1/10 volumena 3M natrijeva acetata (pH=4,8) 1 1
volumenom izopropanola. Nakon inkubacije (5 minuta pri sobnoj temperaturi) je smjesa
centrifugirana pri 13000 okr 10 min. Talog je resuspendiran u 300 uL 0,3 M NaAc i 10 mM
MgClz i vorteksiran. Nakon dodatka 700 uL apsolutnog etanola (ohladenog na -20 °C), uzorak
je inkubiran preko no¢i pri -20°C. Nakon toga je smjesa centrifugirana pri 14000 okr 20 min™,
Talog je resuspendiran u 75 %-tnom etanolu (ohladenom na -20 °C) i ponovno centrifugiran
pri 13000 okretaja tijekom 5 minuta. Talog DNA je resuspendiran u 50 uL TE pufera (10 mM
Tris+ 1 mM EDTA).

Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction)
UmnoZavanje DNA lan¢anom reakcijom polimeraze provedeno je u PCR uredaju prema

sastavu reakcijske smjese opisanim u tablici 5 i uvjetima PCR reakcije navedenim u tablici 6.
Kao DNA-kalup koriStena je genomska DNA bakterijskih stanica izolirana kao Sto je to opisano
u podpoglavlju 1zolacija DNA. Koristene su pocetnice specifi¢ne za rod Bifidobacterium (Bb)
(Im26 1 Im3) za DNA uzorak izoliran iz bakterijskog soja koji je izolirani iz uzoraka djecje
hrane te liofilizirane kulture (Kaufman i sur., 1997) i poCetnice specifi¢ne za Lacticaseibacillus
paracasei vrstu (Lb) (para i Y2) (Ward i Timmins, 1999) za DNA uzorak izoliran iz
bakterijskog soja koji je izoliran iz uzorka hrane za posebne medicinske potrebe te liofilizirane
kulture, redoslijeda nukleotidnih sekvenci koji je naveden u tablici 7. Reakcijske smjese

volumena 50 plL bile su sljedeceg sastava:

Tablica 5. Sastav PCR reakcijske smjese

Lb Bb
DNA-kalup 50 ng 50 ng
Pocetnice 0,5 uM 1 uM
Pufer 1x 1x
deoksiribonukleozid-trifosfati 0,2 mM 0,3 mM
MgCl> 2,5 mM 2,5 mM
Taq polimeraza 25U 2U
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Tablica 6. Uvjeti PCR za amplifikaciju ciljane sekvence

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Trajanje
Lb Bb Lb Bb
Pocetna denaturacija 94 °C 94°C  5min  5min
30 ciklusa:
Denaturacija 94 °C 94°C 45s 1min
Sparivanje pocetnica 45 °C 57°C  45s 3 min
Produljivanje lanca DNA 72 °C 72°C  1min 4 min

Zavr$no produljivanje lanca DNA 72 °C 72°C  5min 8 min

Tablica 7. Slijedovi nukleotida koriStenih pocetnica

Pocetnica Nukleotidna sekvenca (5"'—3)

Im26 GATTCTGGCTCAGGATGAACG

Im3 CGGGTGCTACCCACTTTCATG

para CACCGAGATTCAACATGG

Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

,,DNA fingerprinting “ pomocu metode AFLP™ (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Identifikacija soja izoliranog iz uzorka djecje hrane je provedena u identifikacijskom
centru belgijskog Laboratorija za mikrobiologiju Sveucilista u Ghentu (Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms/Laboratory for Microbiology, BCCM/LMG) koristenjem
AFLP™ metode (Polimorfizam duZzine umnozenih fragmenata).

Izolacija DNA je provedena prema Gevers i sur. (2001). Purificirana ukupna DNA je
pocijepana  koriStenjem  restrikcijskih  enzima Tagl i EcoRIl.  Adapter 5'-
CTCGTAGACTGCGTACC-3" 3'-CTGACGCATGGTTAA-5" je koristen uz restrikcijski
enzim EcoRI, a adapter 5'-GACGATGAGTCCTGAC-3" 3'-TACTCAGGACTGGA-5" uz
restrikcijski enzim Tagl. PCR pocetnice EO1 (5'-GACTGCGTACCAATTCA-3")/T11 (5'-
GTTTCTTATGAGTCCTGACCGAA-3") su specificno hibridizirane na krajeve adaptera
pocijepanih fragmenata. Nakon provedene PCR reakcije u ABI PRISM® 3130XL PCR uredaju
(., Applied Biosystems®, SAD). Dobiveni PCR produkti su vizualizirani koriStenjem
GeneMapper v. 4.0 software (,,Applera”, SAD). Normalizirane tablice s pikovima koji su
sadrzavali od 20 do 600 parova baza su obradene u programu BioNumericsTM v. 4.61
(,,Applied Maths*, Belgija). Za numericku analizu intervalni podaci su delinearizirani u rasponu

od 40 do 580 parova baza od ukupne veli¢ine standarda.
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Dobiveni DNA profil je usporeden s referentnim profilima sojeva vrste Bifidobacterium

animalis i srodnih vrsta roda Bifidobacterium u bazi podataka BCCM kolekcije sojeva.

Sekvenciranje 16S rRNA gena

Identifikacija soja izoliranog iz uzorka hrane za posebne medicinske potrebe je
provedena sekvenciranjem 16S rRNA gena. Sekvenciranje umnozene 16S rRNA provedeno je
u servisu Macrogen (Nizozemska) koriStenjem automatskog cetverokapilarnog uredaja ABI
3730x1 Genetic Analyser (,,Applied Biosystems*, SAD), koji radi na principu Sangerove
dideoksi metodi zaustavljanja sinteze DNA ugradnjom 2, 3'- dideoksinukleotida
(engl. Dideoxynucleoside Triphosphates, ddNTPs). Za provodenje reakcije je potrebno
osigurati jednolan¢anu DNA (kalup), DNA polimerazu, DNA pocetnice, ANTP-e te ddNTP.
Uzorak DNA se podijeli u 4 razlicite reakcijske smjese od kojih svaka sadrzi DNA polimerazu
1 sve potrebne deoksinukleotide (dATP, dGTP, dCTP 1 dTTP). Dodatno, u svaku od cetiri
reakcije je dodan jedan od razli¢ito fluorescentno ili radioaktivno obiljeZenih 2', 3'-ddNTP-a
(ddATP, ddGTP, ddCTP ili ddTTP) u 100 puta manjoj koncentraciji od standardnog dNTP-a
kako bi se omogucila transkripcija cijele sekvence, a u isto vrijeme i nastajanje dovoljno
fragmenata. Buduci da ddNTP ne sadrzi 3'-OH skupinu potrebnu za stvaranje fosfodiesterske
veze izmedu dva nukleotida, njegovom ugradnjom u rastuc¢i lanac DNA, polimeraza ne moze
nastaviti elongaciju lanca pa dolazi do zaustavljanja sinteze DNA na razli¢itim mjestima i
nastaju fragmenti razliCitih duljina. Uzorci putuju kroz cetiri kapilare, laser pobuduje
fluorescenciju, a detektor na osnovi razli€itih valnih duljina emitirane fluorescencije identificira
boju tj. ddNTP koji se nalazi na kraju svakog DNA fragmenta. Na taj na¢in se pomocu ¢etiri
odvojene reakcije i smjese 4 dNTP-a te jednog obiljezenog ddNTP-a, dobije kompletna
informacija o slijedu nukleotida u analiziranoj DNA. Dobiveni rezultati su usporedeni s
poznatim sekvencama u NCBI (engl. National Center for Biotechnology Information) bazi
podataka primjenom BLASTnN algoritma (engl. Nucleotide Basic Local Alignment Search

Tool) dostupnog na poveznici http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. Prikaz sli¢nosti soja

izoliranog iz hrane za posebne medicinske potrebe sa sojem Lacticaseibaillus paracasei
pohranjenim u NCBI banci gena napravljen je pomocu GraphPad Prism 9.0 softvera
(,,GraphPad Software*, SAD).
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3.2.5. Ispitivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike metodom difuzije na krutim

hranjivim podlogama

Prekonoc¢na bakterijska kultura (100 pL) je nacijepljena u epruvetu koja sadrzi 12 mL
krute MRS hranjive podloge koja je prethodno otopljena i ohladena na 50 °C. Tako inokulirana
podloga je izlivena u Petrijeve zdjelice. Kad je hranjiva podloga skrutnuta, sterilnom pincetom
su naneseni filter-diskovi s antibioticima. Pinceta je sterilizirana tako da je uronjena u etanol i
provucena kroz plamen. Petrijeve ploce su inkubirane pri 37 °C preko noci, nakon Cega je
slijedilo mjerenje promjera zona inhibicije, ukljuujuci i promjer diska. U sluc¢aju E-testa, na
skrutnutu hranjivu podlogu su sterilnom pincetom nanesene vrpce koje sadrzi antibiotik u
gradijentu koncentracije. Petrijeve plo¢e su inkubirane pri 37 °C preko noci nakon Cega je

slijedilo ocitavanjem minimalne inhibicijske aktivnosti na vrhu zone inhibicije oko vrpce.

3.2.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

3.2.6.1. Metoda s dvostrukim slojem agara (engl. agar spot-test method)

Metodom s dvostrukim slojem agara se, prema Kos i sur. (2011), ispituje antimikrobno
djelovanje odabranih BMK prema srodnim BMK (Lactobacillus helveticus M92, Enterococcus
faecium ATCC 9430, Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450 i Leuconostoc mesenteroides
LMG 7954), a koristena je Gram-pozitivan potencijalno patogeni test-mikroorganizam
Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1.

Bakterijska kultura ¢ije se antimikrobno djelovanje ispituje je nacijepljena u obliku kapi
od 5 pL na MRS krutu hranjivu podlogu. Nakon prekono¢ne inkubacije pri 37 °C, preko
poraslih kolonija je preliveno 10 mL ,,soft” BHI agara, prethodno otopljenog, ohladenog na 50
°C 1 inokuliranog sa 100 pL suspenzije test-mikroorganizma Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1, odnosno 10 mL ,,soft“ MRS agara, prethodno otopljenog i ohladenog na 50
°C, inokuliranog sa 100 pL suspenzije Lactobacillus helveticus M92, Enterococcus faecium
ATCC 9430 ili Leuconostoc mesenteroides LMG 7954, odnosno 10 mL ,,soft“ M-17 agara,
prethodno otopljenog i ohladenog na 50 °C, inokuliranog sa 100 uL suspenzije Lactococcus
lactis subsp. lactis LMG 9450. Ploce su stavljene na prekono¢nu inkubaciju pri optimalnim
uvjetima (Suskovi¢ i Kos, 2007), nakon &ega je slijedilo mjerenje bistrih zona inhibicije.
Izmjereni su promjeri porasle kulture (engl. Culture Diameter, CD) i promjeri zone inhibicije
(engl. Inhibition Diameter, ID) te je izraCunat efektivni inhibicijski odnos (engl. Effective

Inhibition Ratio, EIR) prema slijede¢em izrazu:
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(ID — CD)

EIR =
CD

Rezultati se interpretiraju prema Coeuret i sur. (2004):

EIR < 0,5 — slaba inhibicija
0,5 <EIR < 1,5 — srednja inhibicija
EIR >1,5 — jaka inhibicija

3.2.6.2. Priprava supernatanata kultura za odredivanje antimikrobne aktivnosti

turbidimetrijskom metodom i metodom difuzije s rupama u agaru

Prekono¢ne kulture bakterija ¢ija se antimikrobna aktivnosti ispituje, centrifugirane su
5 min pri 4200 o min nakon &ega je supernatant prikupljen centrifugiranjem filtriran kroz filter

veli¢ine pora 0,22 pm.

3.2.6.3. Metoda difuzije s rupama u agaru (engl. agar well-diffusion method)

Antimikrobno djelovanje odabranih sojeva BMK prema patogenim test-
mikroorganizmima (Staphylococcus aureus 3048, Staphylococcus aureus K-144, Escherichia
coli 3014, Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1, Bacillus cereus TM2, Bacillus
subtilis ATCC 6633 i Listeria monocytogenes ATCC 19111) i prema srodnim BMK
(Lactobacillus helveticus M92, Enterococcus faecium ATCC 9430, Lactococcus lactis subsp.
lactis LMG 9450 i Leuconostoc mesenteroides LMG 7954) ispitano je metodom difuzije u agar
na krutim hranjivim podlogama prema Suskovié i Kos (2007). Prekono¢ne bakterijske kulture
test-mikroorganizama (100 pL) su nacijepljene u 12 mL odgovarajuceg agara koji je prethodno
otopljen i ohladen na 50 °C. Tako inokulirane podloge su izlivene u Petrijeve zdjelice. Nakon
Sto su se hranjive podloge skrutnule, sterilnim busatem cepova, promjera 7 mm, su izbuSene
,rupe® u agaru te su sterilnom mikrobioloskom usSicom uklonjeni agarni diskovi, a u dobivene
rupice je naneseno 50 pL supernatanta kulture ispitivane BMK (3.2.6.2.). Tako pripremljene
Petrijeve zdjelice su stavljene u hladnjak na 4 °C tijekom 3 h, kako bi se omogu¢ila difuzija
supernatanta u agarnu podlogu prije pocetka rasta bakterijskih kultura. Nakon toga je uslijedila

prekonoc¢na inkubacija pri optimalnim temperaturama te mjerenje promjera zona inhibicije.
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3.2.6.4. Turbidimetrijska metoda odredivanja antibakterijske aktivnosti

Turbidimetrijskom metodom je ispitano antimikrobno djelovanje supernatanata
odabranih sojeva BMK prema patogenim test-mikroorganizmima i srodnim BMK. U jaZice
mikrotitarske plo¢ice dodano je 190 uL supernatanta ispitivanih bakterijskih kultura (3.2.6.2.)
i 10 puL patogenih test-mikroorganizama prethodno uzgojenih u BHI bujonu, odnosno 10 pL
srodnih BMK prethodno uzgojenih u MRS ili M17 bujonu. Antimikrobno djelovanje ispitivanih
sojeva BMK tijekom 24 h uzgoja test-mikroorganizama i BMK pri optimalnim temperaturama
odredivano je spektrofotometrijski mjerenjem prividne apsorbancije pri valnoj duljini 620 nm
pomocu c¢itaca mikrotitarskih plo¢ica. Razlika u prividnoj apsorbanciji kontrole (nacijepljen
BHI, MRS ili M17 bujon bez dodanog supernatanta BMK ¢ije se antimikrobno djelovanje
ispituje) i uzoraka s dodanim supernatantom mjera je inhibicije rasta test-mikroorganizama.

Kao slijepa proba je koristena neinokulirana hranjiva podloga (Lebos i sur., 2008).

3.2.7. Ispitivanje preZivljavanja bakterija u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog

trakta

3.2.7.1. Priprava simuliranoga zelucanog soka i simuliranoga soka tankog crijeva
Simulirani Zelu¢ani sok je pripremljen suspendiranjem pepsina (3 g L™) u 0,5 % otopini
natrijevog klorida, kojoj je pH podeSen na 2,0 s koncentriranom kloridnom kiselinom.
Simulirani sok tankoga crijeva je pripremljen suspendiranjem pankreatina (1 g L) i
7uénih soli (3,0 mg mL™? govede Zu¢i) u 0,5 % otopini natrijeva klorida, kojoj je pH podesen

na 8,0 s natrijevom luZinom (Kos, 2001).

3.2.7.2. Zajednicki u€inak simuliranog soka Zeluca i soka tankog crijeva na prezivljavanje
ispitivanih bakterija mlijecne kiseline

Suspenzije stanica su prvo izlozene djelovanju Zelu¢anog soka 2 sata, a zatim su
centrifugirane pri 10000 okr min i resuspendirane u simuliranom soku tankog crijeva tijekom

5 sata. Broj zivih stanica je odreden indirektnom metodom (3.2.3.).

3.2.8. Metoda za ispitivanje autoagregacijskih i koagreagijskih svojstava odabranih

bakterija mlijecne Kiseline

Bakterijske kulture su uzgojene u MRS bujonu pri 37 °C tijekom 18 sati.

Autoagregacijska i koagregacijska svojstva su ispitivane u fosfatnom puferu (pH=7,2).
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Suspenzija bakterijskih stanica (4 mL) je izmijeSana na vibromjeSacu, a zatim je odredena
bakterijska autoagregacija i koagregacija tijekom 5 h pri sobnoj temperaturi. 100 pL s vrha
suspenzije je preneseno u mikrotitarsku ploCicu te je izmjerena apsorbancija pri 620 nm.

postupak je ponavljan svakih sat vremena. Postotak autoagregacije je izraCunat prema formuli:

% agregacije = (1 — A/Ao) - 100
A — aposorbancija u vremenu t (1, 2, 3, 4ili 5 h)

Ao — apsorbancija u vremenu t=0

Koagregacija koriStenih bakterijskih sojeva je ispitana s drugim sojevima BMK
(Lactobacillus helveticus M92, Lactiplantibacillus plantarum L4, Enterococcus faecuim L3) te
s potencijalno patogenim mikroorganizmima (Staphylococcus aureus 3048, Staphylococcus
aureus K-144, Escherichia coli 3014, Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1, Bacillus
subtilis ATCC 6633 i Bacillus cereus TM2). Po 2 mL svakog od para bakterijskih suspenzija
je izmijeSano na vibromjesacu i ostavljeno stajati tijekom 5 h na sobnoj temperaturi. Uzorci su
uzimani na isti nacin kao i za odredivanje autoagregacije, o¢itana je apsorbancija pri 600 nm, a

postotak koagregacije je izraGunat prema formuli:

% koagregacije = [(ODx + ODy)/2 — OD(x + y)]J/[(ODx + ODy)/2] - 100

gdje su x 1 y pojedinacne bakterijske suspenzije ispitivanog bakterijskog para, a (x + y)

predstavlja suspenziju ispitivanog para bakterija (Kos, 2001).

3.2.9. In vitro ispitivanja adhezijskih svojstava probioti¢kih sojeva na Caco-2 stani¢noj

liniji

U svrhu ispitivanja adhezijskih svojstava probioti¢kog soja Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12® na Caco-2 stanicama, stanice su prije nacjepljivanja obojane u suspenziji
sa CellBrite Fix Membrane bojom. Obojane Caco-2 stanice su zatim nacijepljene na
mikrotitarsku ploCicu s 48 jazica u kona¢nom volumenu od 230 pL DMEM/F12 medija
obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom. Nakon formiranja monosloja,
Caco-2 stanice su inokulirane bakterijskom suspenzijom s podeSenim multiplicitetom infekcije
(eng. multiplicity of infection, MOI) od 100 bakterija po stanici, nazvanim MOI 100 i inkubirane

tijekom 4 sata. Bakterijske stanice probiotickih sojeva su dva puta isprane s fosfatnim puferom
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centrifugiranjem pri 3000 - g tijekom 15 minuta na sobnoj temperature. Nakon uklanjanja
supernatanta, talozi su suspendirani u 500 pL 5 uM CFSE i u fosfatnom puferu i inkubirani u
termomikseru pri 37 °C tijekom 60 min. Obojane bakterijske stanice su zatim prebacene u
polipropilenske kivete i isprane dva puta s fosfatnim puferom uz 0,5 % BSA. Preostali talozi su
suspendirani u 1 mL DMEM/F12 + 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, a
odgovarajuc¢i volumeni su dodani u svaku jazicu. Nakon inkubacije, neadhezirane bakterijske
stanice su isprane dva puta s PBS puferom i fiksirane dodatkom 4 %-tnog paraformaldehida pri
37 °C tijekom 15 min. Nakon fiksiranja i ispiranja s fosfatnim puferom, stanice su obojane s,

DAPI bojom, a detekcija adheziranih stanica je provedena na EVOS FLc Cell Imager uredaju.

U svrhu ispitivanja adhezijskih svojstava probiotickog soja Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei na Caco-2 stanicama, stanice su nakon nacjepljivanja na
mikrotitarsku plo¢icu s 96 jazica, u konaénom volumenu od 100 uL DMEM/F12 medija
obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, obojane u suspenziji s Incucyte
Rapid Red bojom. Caco-2 stanice su zatim, nakon ispiranja sa 100 uL DMEM/F12 medija
obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, inokulirane bakterijskom
suspenzijom s MOI 50, MOI 10 1 MOI 2. Bakterijske stanice probiotickih sojeva su prethodno
dva puta isprane s fosfatnim puferom centrifugiranjem pri 3000 - g tijekom 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon uklanjanja supernatanta, talozi su suspendirani u 200 pL fosfatnog pufera
te je dodana ViaFluor 488 boja do kona¢ne koncentracije od 5 uM, nakon ¢ega su inkubirani
pri 37 °C tijekom 15 min. Obojanim bakterijskim stanicama se dodalo 2 mL zagrijanog
DMEM/F12 medija obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom, nakon ¢ega
je slijedila inkubacija 5 min na sobnoj temperaturi. Suspenzije bakterijskih stanica su
centrifugirane pri 3000 - g tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi, talozi su suspendirani u
80 uL DMEM/F12 medija obogacenog s 10 % fetalnog govedeg seruma i L-glutaminom te su
odgovarajuci volumeni pripremljenih koncentracija probiotickih sojeva dodani u svaku jaZicu.
Nakon inkubacije od 1, 4, i 12 sati, neadhezirane bakterijske stanice su isprane tri puta s
fosfatnim puferom i fiksirane preko no¢i pri 37 °C dodatkom 4 %-tnog paraformaldehida.
Nakon fiksiranja i ispiranja s fosfatnim puferom, stanice su obojane s DAPI bojom, a detekcija

adheziranih stanica je provedena na EVOS FLc Cell Imager uredaju.
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3.2.10. Ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogenih bakterija probioti¢kim sojevima

primjenom Caco-2 stani¢ne linije

Provedeno je in vitro ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogenih bakterija
Escherichia coli 3014 i Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 s probitickim sojevima
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® i Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei

primjenom Caco-2 stani¢ne linije.

Stanice Caco-2 stani¢ne linije uzgojene se u minimalnom esencijalnom mediju (eng.
MEM-minimum essential medium) u T-boci volumena 25 cm? i odrzavane pri 37 °C i 5 %-tnoj
atmosferi CO2 u minimalnom esencijalnom mediju s dodatkom 10 % (v/v) toplinom
inaktiviranog fetalnog govedeg seruma (56 °C tijekom 30 min). Stanice su cuvane u opisanim
uvjetima i svaka 2 dana im je dodan svjezi medij. Za ispitivanje kompetitivne ekskluzije stanica
bakterija mlije¢ne kiseline, Caco-2 crijevne epitelne stanice su inokulirane u plasti¢ne plocice
s 24 jazice u koncentraciji od 1 - 10° stanica mL™ i inkubirane tjedan dana uz izmjenu medija
svaka 2 dana. Prije primjene, Caco-2 stanice su isprane 3 puta fosfatnim puferom.

Prekono¢ne kulture odabranih sojeva BMK uzgojene anaerobno pri 37 °C u MRS
bujonu su centrifugirane pri 4200 o min™ tijekom 10 min s ciljem uklanjanja viska hranjive
podloge da se sprije¢i moguci negativni u¢inak niskih pH vrijednosti ili izvanstani¢nih proteina
u supernatantu kulture. Patogene bakterije su uzgojene preko noc¢i u BHI bujonu pri 37 °C u
aerobnim uvjetima i centrifugirane na isti nac¢in kao BMK. Biomasa stanica patogenih bakterija
1 BMK je resuspendirana u fizioloS§koj otopini i izmjerena je opti¢ka gustoca tako priredene
suspenzije pri As2 U mikrotitarskoj plo€ici. Talog stanica je zatim resuspendiran u
odgovaraju¢im volumenima PBS-a kako bi se dobio OD=1. Uzorci su centrifugirani 5 min pri
4200 o min™,

Ispitan je utjecaj predinkubacije BMK na adheziju E. coli 3014 i S. Typhimurium FP1
na Caco-2 stanice. Caco-2 epitelne stanice su isprane 3 puta u fosfatnom puferu (pH = 7,4) te
je u jazicu dodano 1 mL suspenzije BMK 1 stanice su inkubirane 30 min pri 37 °C. Nakon
inkubacije, Caco-2 stanice su ispirane fosfatnim puferom te je u jaZzice dodano po 1 mL
suspenzije patogenih bakterija i nastavljena je inkubacija pri 37 °C kroz 30 min. Prije dodatka
suspenzije bakterijskih stanica na Caco-2 stanice, provjeren je pocetan broj stanica (CFU mL"
1Y u suspenziji indirektnom metodom, tj. nacjepljivanjem priredenih decimalnih razrjedenja u
Petrijevim zdjelicama s optimalnim hranjivim podlogama. JaZice su nakon inkubacije isprane
3 puta s 1 mL PBS-a kako bi se uklonile bakterijske stanice koje se nisu adhezirale te su
inkubirane 10 min u 0,05 % (v/v) u otopini Triton X-100. Sadrzaj svake jazice je prebacen u
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plasti¢nu tubicu i centrifugiran 5 min pri 13000 o min’. Potom je talog stanica resuspendiran u
1 mL fosfatnog pufera, a broj adheziranih stanica je odreden indirektnom metodom
nacjepljivanjem decimalnih razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica na odgovarajuc¢u
podlogu u obliku kapi (10 uL) u dvije paralele. Za odredivanje broja poraslih bakterijskih
stanica E. coli 3014 i S. Typhimurium FP1 prije i nakon adhezije koristena je selektivna podloga
Rapid agar odnosno XLD. Nakon 48 sati aerobne inkubacije pri 37 °C su izbrojane izrasle

kolonije i rezultat je izrazen kao CFU mL™.

3.2.11. In vitro adhezija na proteine ekstracelularnog matriksa

Eksperimenti in vitro adhezije na proteine ekstracelularnog matriksa provedeni su s
bakterijskim stanicama iz kasne eksponencijalne faze. Ispitivanje adhezije bakterijskih stanica
se provodilo u mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica koje na ravnom dnu sadrze imobilizirane
proteine ekstracelularnog matriksa. Mikrotitarske plote su presvucene s 50 pg mL*
fibronektina, odnosno laminina ili kolagena u karbonatnom/bikarbonatnom puferu 50 mmol L
! pH 9,6, nakon &ega su jazice mikrotitarskih ploca isprane tri puta s fosfatnim puferom i
inkubirane 1 h u 1 % otopini Tween 20 u fosfatnom puferu. Nakon §to je gustoca bakterijskih
stanica svakog pojedinog soja podeSena na ODesonm =1,0 u fosfatnom puferu, 100 pL
bakterijske suspenzije dodano je u jazice mikrotitarske ploCice s imobiliziranim proteinom
ekstracelularnog matriksa te je slijedila inkubacija bakterijskih stanica preko no¢i pri 4 °C.
Nakon toga je slijedilo trostruko ispiranje sadrzaja mikrotitarskih plocica s 200 uL fosfatnog
pufera koji sadrzi Tween 20, kako bi se uklonile nevezane bakterijske stanice te je mikrotitarska
plocica do suSenja sadrZaja inkubirana na sobnoj temperaturi (vrijeme inkubacije priblizno 1
h). Tako priredene adhezirane bakterijske stanice bojane su s kristal violetom (1 mg mL L*
tijekom 45 min, pH 4,0). Nakon ponovnog ispiranja, suvisak boje je uklonjen dodatkom 50
mmol L citratnog pufera pH 4,0 (100 pL po jaZici), nakon ega je o€itana apsorbancija pri

620 nm u ¢itacu mikrotitarskih ploca.

3.2.12. Dekonjugacijska aktivnost prema Zuénim solima

Spektrofotometrijska metoda (Walker 1 Gilliland, 1993) je koriStena za utvrdivanje
koncentracije slobodne kolne kiseline, nastale zbog hidrolazne (dekonjugacijske) aktivnosti
ispitivanih sojeva. Uzorci su uzimani svaka 2 sata tijekom 4 h uzgoja u MRS bujonu s dodanih
2 mg mL* natrijeva taurokolata. U 3 mL uzorka dodano je 0,6 mL 4 M NaOH i 3,6 mL etil-
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acetata. Dobro izmijeSana smjesa je odstajala 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se
razdvojile faze. 2 mL gornjeg sloja etil-acetata je preneseno u novu epruvetu i otpareno u struji
dusika. Suhi ostatak je otopljen u 1 mL 0,01 M NaOH i 6 mL 8 M H>SO4 i 1 %-tnog
furfuraldehida te ostavljen stajati 13 minuta u vodenoj kupelji pri 65 °C. Nakon hladenja je
uzorku dodano 5 mL ledene octene kiseline i o¢itana je absorbancija pri 660 nm. Za izradu
bazdarne krivulje pripremljene su standardne otopine u koncentracijama: 0,05; 0,05; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 i L mg (kolne kiseline) mL 1 (0,01 M NaOH), a obradene su

slijedom opisanim za uzorke nakon uparavanja.

3.2.13. Asimilacija kolesterola

Koncentracija kolesterola odredivana je u uzorcima uzimanim svaka 2 sata tijekom 24
sata uzgoja ispitivanih sojeva u MRS bujonima s dodatkom 3 mg mL " govede Zu¢i te 200 pg
mL " kolesterola. Koncentracija kolesterola je odredivana spektrofotometrijski (Rudel i Morris,
1973). U 0,5 mL kulture je dodano 3 mL 96 %-tnog etanola i 2 mL 50 %-tnog kalijeva
hidroksida i inkubirano pri 60 °C u vodenoj kupelji tijekom 10 minuta. Nakon hladenja je
uzorku dodano 5 mL heksana i 3 mL destilirane vode. Dobro izmijeSana smjesa je ostavljena
kroz 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se razdvojile faze. U drugu epruvetu je preneseno
2,5 mL gornjeg sloja heksana koji je zatim otparen pri 60 °C u struji duSika. Suhi ostatak je
otopljen u 4 mL 0,05 %-tnog o-ftalaldehida i ostavljen tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Zatim je, uz lagano mijeSanje, dokapano 2 mL koncentrirane sumporne kiseline, a nakon 10
minuta je ocitana apsorbancija pri 550 nm. Za izradu baZdarne krivulje pripremljene su
standardne otopine u koncentracijama: 10, 20, 30, 40 i 50 ug kolesterola mL ! propanola koje
su obradene na isti na¢in kao i uzorci. Tom je metodom analiziran i neinokuliran MRS bujon
sa zu¢nim solima i kolesterolom u navedenim koncentracijama da bi se utvrdilo spontano
taloZenje kolesterola sa zu¢nim solima. Rezultati dobiveni mjerenjem smanjenja koncentracije
kolesterola u hranjivim podlogama tijekom uzgoja ispitivanih sojeva korigirani su rezultatima
spontano istalozenog kolesterola. Asimilacija kolesterola s ispitivanim sojevima je izraCunata
prema sljedecoj formuli:

asimilirani kolesterol (%) = [(Co-C24)-Cist / Co] - 100
Co-C24 — Ukupno uklonjeni kolesterol iz hranjive podloge
Co — koncentracija kolesterola u 0. satu
C24 — koncentracija kolesterola u 24. satu

Cist — koncentracija istalozenog kolesterola
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Tom je metodom odredena koncentracija kolesterola u supernatantu 1 fosfatnom puferu (pH =
7,2) kojim su isprane stanice nakon 30 minuta i 24 sata uzgoja u MRS bujonu, uz dodatak 3 mg
mL? govede 7uci te 200 pug mL * kolesterola. Asimilirani kolesterol odredivan je u ekstraktu
stanica, dobivenom nakon liziranja stanica s 10 mL mg mL * lizozima u 25 mM Tris-HCI
tijekom 1 sata pri 37 °C. Nakon toga su stanice inkubirane pri 0 °C s NaOH / SDS otopinom
(1,4 mL 0,2 M NaOH u 1 %-tnom SDS-u). Nakon toga je lizatu dodano 1,05 mL 5 M kalijeva
acetata (pH = 4,8), a inkubacija pri 0 °C je jos trajala 5 minuta (Klaenhammer, 1984).

3.2.14. Statisticka analiza i prikaz rezultata

Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri
nezavisna uzorka + standardna devijacija (SD). Statisticka znaCajnost je procijenjena
jednosmjernom analizom varijance (engl. One-way analysis of variance, One-way ANOVA) i
Tukey HSD (engl. Honestly significant difference) testom VassarStats ra¢unalnog programa
(http://vassarstats.net/test). Statisticke razlike izmedu skupina se smatraju znac¢ajnim ako je P <
0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Fenotipska i genotipska karakterizacija probiotic¢kih sojeva

Kako bi ostvarili pozitivan u¢inak na zdravlje potroSaca, probioti¢ki pripravci trebaju
sadrzavati Zive stanice odabranog probiotickog soja u koncentracijama veéim od 10%/g
proizvoda. Zbog toga je jedan od glavnih tehnoloskih parametara pracenje prezivljavanja
probiotickih bakterija tijekom priprave i ¢uvanja/skladiStenja proizvoda u deklariranom roku
uporabe. Pocetni broj Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® stanica u proizvodima
djecje hrane, odnosno broj Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei stanica u hrani za
posebne medicinske potrebe postavljen je na 2,0 - 10’ CFU g. Provedeno je ispitivanje
prezivljavanja i zadrzavanja aktivnosti bakterija u proizvodima tijekom 24 mjeseca ¢uvanja na
25 °C pri ¢emu je broj zivih probiotickih stanica odreden u 24. mjesecu bio iznad zahtijevanog
minimalnog broja. U svrhu kontrole probioti¢ke kulture dodane u proizvode djecje hrane
odnosno hrane za posebne medicinske potrebe, provedena je provjera prisutnosti i identifikacija
bakterijskog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® i Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei. Pri tom su koristene razi¢ite fenotipske i genotipske metode. Provedena je
izolacija bakterijskog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® iz instant pahuljica
od rize na selektivnoj hranjivoj podlozi (TOS propionat agar podloga). Nakon uzgoja
pojedinacnih kultura preko no¢i na TOS hranjivoj podlozi provedena je karakterizacija izolirane
bakterije, odnosno identifikacija kako bi se provjerilo radi li se o bakterijskom soju
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®. Kao kontrola sluZila je ¢ista liofilizirana kultura
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®. Nakon izolacije proteina i njihovog razdvajanja
SDS-PAGE metodom (slika 5) ustanovljeno je da proteinski profil bakterijskog izolata
odgovara proteinskom profilu liofilizirane kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-
12%,
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Slika 5. SDS-PAGE stani¢nih proteina Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®
S — standard, proteini male molekulske mase; 1 — liofilizirana kultura; 2 — kultura izolirana iz

instant pahuljica od rize

Uz to, reidentifikacija bakterijskog soja izoliranog iz instant pahuljica s rizom je
provedena koriStenjem ,,DNA fingerprinting pomocu metode AFLP. Klaster analiza je
dokazala da izolirani bakterijski soj (ID 15042) pripada vrsti Bifidobacterium animalis. S
obzirom da ta vrsta sadrzi dvije podgrupe; prvoj pripadaju sojevi Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, a drugoj Bifidobacterium animalis subsp. animalis, bilo je vazno odrediti kojoj
grupi pripada izolirani soj (slika 6). Dendrogram jasno pokazuje da soj izoliran iz instant
pahuljica od rize pripada grupi I, Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
| | LMGI814T  Bifidobacterium animalis subsp. lactis
11 D 15042 |
| LMG 18906  Bifidobacterium animalis subsp. lactis
| LMG 11580  Bifidobacterium animalis subsp. lactis

LMG 10508T Bifidobacterium animalis subsp. animalis
|
LMG 18900  Bifidobacterium animalis subsp. animali:

| LMG10510T  Bifidobacterium choerinum
| LMG10510T  Bifidobacterium choerinum
| LMG21589T  Bifidobacterium scardovii

| | | LMG21590  Bifidobacterium scardovii
I LMG13200  Bifidobacterium bifidum
L1l LMGI11041T  Bifidobacterium bifidum
(WTR LMG11582 Biﬁa{obacl@riwn %)iﬁdwn
(i il LMGI13195  Bifidobacterium bifidum
LMG11583  Bifidobacterium bifidum

Slika 6. Dendrogram DNA fragmenata dobivenih AFLP metodom (Amplified Fragment
Lenght Polimorphism) za soj ID 15042 izoliran iz instant pahuljica od riZe, za referentne sojeve

vrste Bifidobacterium animalis i filogeneticki sli¢ne vrste roda Bifidobacterium
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Genotipska karakterizacija bakterijskog izolata iz pahuljica od rize provedena je PCR
metodom sa specifi¢nim pocetnicama za Bifidobacterium vrste. Nakon provedene PCR reakcije
i gel-elektroforeze, vizualizirana je po jedna DNA vrpca za uzorak DNA bakterijskog izolata
iz instant pahuljica od rize i za uzorak DNA liofilizirane kulture Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12® (slika 7). Dobiveni rezultat ukazuje da se u oba slu¢aja radi o bakterijama

koje pripadaju Bifidobacterium vrsti.

Slika 7. PCR produkti dobiveni s po¢etnicama specifi¢nim za bakterije iz roda Bifidobacterium
S — standard A-Hindlll i Gene ruler 100 bp; 1 — liofilizirana kultura; 2 — kultura izolirana iz

instant pahuljica od rize

Izolacija bakterijskog soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je provedena
iz uzorka hrane za posebne medicinske potrebe na MRS hranjivoj podlozi. Nakon uzgoja
pojedinacnih kultura preko no¢i na MRS hranjivoj podlozi provedena je karakterizacija
izolirane bakterije, odnosno identifikacija kako bi se provjerilo radi li se o bakterijskom soju
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. Kao kontrola koristena je Cista liofilizirana
kultura Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei.

SDS-PAGE metoda pokazuje da proteinski profil bakterijskog soja izoliranog iz hrane
za posebne medicinske potrebe odgovara proteinskom profilu liofilizirane kulture

Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei (slika 8).
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Slika 8. SDS-PAGE stani¢nih proteina Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei
S — standard, proteini male molekulske mase; 1 — liofilizirana kultura; 2 — kultura izolirana iz

proizvoda hrane za posebne medicinske potrebe

Genotipska karakterizacija bakterijskog izolata iz hrane za posebne medicinske potrebe
provedena je PCR metodom sa specifi¢nim pocetnicama za bakterijsku vrstu Lacticaseibacillus
paracasei. Nakon provedene PCR reakcije i gel-elektroforeze, vizualizirana je po jedna DNA
vrpca za uzorak DNA bakterijskog izolata iz hrane za posebne medicinske potrebe i za uzorak
DNA liofilizirane kulture Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei (slika 9). Dobiveni
rezultat ukazuje da se u oba slucaja radi o bakterijama koje pripadaju Lacticaseibacillus

paracasei vrsti.
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Slika 9. PCR produkti dobiveni s pocetnicama specificnim za bakterijsku vrstu
Lacticaseibacillus paracasei
S — standard A-Hindlll i Gene ruler 100 bp; 1 — liofilizirana kultura; 2 — kultura izolirana iz

proizvoda hrane za posebne medicinske potrebe
Uz to, provedena je genotipska identifikacija ovog soja Sangerovim sekvenciranjem
produkata PCR-amplifikacije 16S rRNA gena. Rezultati sekvenciranja su usporedeni s

poznatim sekvencama pohranjenim u NCBI bazi podataka primjenom BLASTn algoritma
(tablica 8).

Tablica 8. Rezultati sekvenciranja 16S rRNA gena

Sli¢nosti sa sekvencama pohranjenim u NCBI banci gena

SOJ . ey . % Pristupni broju E-
Rezultat identifikacije slicnosti NCBI banci gena vrijednost
K Lacticaseibacillus paracasei 91,57 MZ379452.1 0.0

Primjenom API®50 CH biokemijskog testa, koji sadrzi 49 supstrata (ugljikohidrata)
ispitani su fermentacijski profili bakterijskih izolata iz uzoraka dje¢je hrane i iz hrane za
posebne medicinske potrebe te su usporedeni s fermentacijskim profilom liofilizirane kulture
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® odnosno Lacticaseibacillus paracasei subsp.

paracasei (tablica 9).
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Tablica 9. Fermentacija razli¢itih $e¢era s probioti¢kim sojevima ispitana na API® 50 CH

biokemijskim testovima nakon 48 h inkubacije pri 37 °C:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® uzgojenim iz liofilizirane kulture i izoliranim

iz djecje hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei uzgojenim iz liofilizirane kulture i izoliranim

iz hrane za posebne medicinske potrebe

a)
BB-12® | BB-12® | BB-12® | BB-12® BB-12® | BB-12® | BB-12® | BB-12®
Seéeri ipr iprv ipp Seéeri ipr iprv ipp
Kontrola - - - - Arbutin
Glicerol + + + + Eskulin
Eritriol - - - - Salicin
D- - - - - Celobioza + + + +
arabinoza
|__
arabinoza * * * * Maltoza * * * *
Riboza Laktoza
D-ksiloza Melibioza
L-ksiloza - - - - Saharoza
Adonitol + + + + Trehaloza - - - -
B-metil- ) ) ) ) . ) ) ) )
ksilozid Inutin
Galaktoza Melezitoza + + + +
D-glukoza D-rafinoza - - - -
D- .
fruktoza + + + + Amidon - - - -
D-manoza + + + + Glikogen - - - -
L-sorboza Ksilitol - - - -
Ramnoza - - - - B-gentobioza + + + +
Dulcitol - - - - D-turanoza + + + +
Inozitol - - - - D-liksoza - - - -
Manitol D-tagatoza + + + +
Sorbitol D-fukoza - - - -
o-meti I-_D- + + + + L -fukoza ) ) ) )
manozid
o-metil-D- + + + + D-arabitol + + + *
glukozid
N-acetil
glukozami + + + + L-arabitol - - - -
n
Amigdalin + + + + Glukonat + + + +
2-keto- 5-keto-
glukonat * * * * glukonat ) i . i

ipr — instant pahuljice od rize; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice

od pSenice
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b)

Secéeri Lb. Lb. paracasei Secéeri Lb. Lb. paracasei
paracasei HPMP paracasei HPMP
Kontrola - - Arbutin + +
Glicerol - - Eskulin + +
Eritriol - - Salicin + +
D-arabinoza - - Celobioza + +
L-arabinoza - - Maltoza + +
Riboza + + Laktoza - -
D-ksiloza - - Melibioza + +
L-ksiloza - - Saharoza + +
Adonitol - - Trehaloza - -
B-metil-ksilozid - - Inulin + +
Galaktoza + + Melezitoza - -
D-glukoza + + D-rafinoza - -
D-fruktoza + + Amidon - -
D-manoza + + Glikogen - -
L-sorboza + + Ksilitol - -
Ramnoza - - B-gentobioza + +
Dulcitol - - D-turanoza - -
Inozitol - - D-liksoza + +
Manitol + + D-tagatoza - -
Sorbitol + + D-fukoza - -
a-metil-D- - - L-fukoza - -
manozid
ag_mekglz-ia- - - D-arabitol - -
N-acetil + + L-arabitol + +
glukozamin
Amigdalin - - Glukonat - -
2-keto-glukonat + + 5-keto-glukonat - -

HPMP —hrana za posebne medicinske potrebe

-, negativna reakcija, nije doslo do promjene boje;

+, pozitivna reakcija, promjena boje u Zutu u 48 sati;

+, promjena boje izmedu zelene i Zute

Dobiveni rezultati, prikazani u tablici 9, pokazuju da bakterijski izolati iz dje¢je hrane

imaju isti fermentacijski profil kao i liofilizirana kultura Bifidobacterium animalis subsp. lactis

BB-12®, a izolat iz uzorka hrane za posebne medicinske potrebe isti fermentacijski profil kao i

liofilizirana kultura Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei.
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4.2. Kontrola funkcionalnosti probiotickih kultura u proizvodima

U svrhu ispitivanja utjecaja matriksa proizvoda dje¢je i hrane za posebne medicinske
potrebe na funkcionalnost probioti¢kog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®-
odnosno Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, provedeno je niz eksperimenata u
kojima su usporedeni rezultati dobiveni za navedene bakterijske sojeve kao Ciste liofilizirane
probioticke kulture i kulture u proizvodu djecje ili hrane za posebne medicinske potrebe.

Prema EFSA-inom znanstvenom misljenju (EFSA, 2012) bakterijski sojevi koje se dodaju
u prehranu ljudi ili Zivotinja moraju biti osjetljivi prema odredenim antibioticima. U slu¢aju
bakterija iz roda Bifidobacterium, potrebno je odrediti minimalnu inhibicijsku koncentraciju za
ampicilin, eritromicin, gentamicin, klindamicin, kloramfenikol, streptomicin, tetraciklin i
vankomicin, a u sluCaju vrste Lacticaseibacillus paracasei za ampicilin, eritromicin,
gentamicin, kanamicin, klindamicin, kloramfenikol, streptomicin i tetraciklin. Razlog zasto kod
bakterije iz roda Lactobacillus nije potrebno ispitivati rezistenciju na vankomicin je taj $to
imaju urodenu rezistenciju na vankomicin, ali ona nije prenosiva na druge bakterijske sojeve,
za razliku od steCene rezistencije posredovane plazmidima i transpozonima koja ima veliki
potencijal za prenoSenje, kao §to to moze biti slu¢aj kod nekih vankomicin — rezistentnih vrsta
iz roda Enterococcus. Peptidoglikanske strukture kod veéine su laktobacila odgovorne za

visoku rezistenciju na glikopeptidne antibiotike (Coeuret i sur., 2004).

Tablica 10. Usporedba osjetljivosti probiotickog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12%, kao diste liofilizirane kulture i kulture iz dje¢je hrane, na 8 razli¢itih antibiotika;

ispitano metodom difuzije pomocu filter diskova

Promjer zone inhibicije (mm)
Koncentracija ® ® ® ®
Antibiotik antibiotika (ug) BB-12 BB;per B?prlvz Bl?péz
Ampilicin 2 24 25 26 21
Eritromicin 15 40 43 46 44
Gentamicin 10 / / / /
Klindamicin 2 40 40 48 50
Kloramfenikol 30 30 40 38 40
Streptomicin 10 / / / /
Tetraciklin 10 15 12 12 16
Vankomicin 30 40 35 38 38

ipr — instant pahuljice od rize; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice
od pSenice

60



Slika 10. Osjetljivost Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na antibiotike ampicilin,

azitromicin, bacitracin, Klaritromicin, kloramfenikol i klindamicin, ispitana metodom difuzije

pomocu filter diskova

Tablica 11. Minimalne

inhibicijske koncentracije (MIC) pojedinih antibiotika za

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12®, kao ¢&iste liofilizirane kulture i kulture iz djecje

hrane, ispitane E-testom

MIC (ug mL™Y)
Antibiotik BB-12% BB-12® BB-12® BB-12®
Cista kultura ipr iprv ipp

Ampicilin 0,015 0,03 0,03 0,03

Eritromicin 0,015 0,015 0,015 0,015
Gentamicin 64 64 64 64
Klindamicin 0,015 0,015 0,015 0,015
Kloramfenikol 0,008 0,008 0,008 0,008

Tetraciklin 1 8 8 8
Streptomicin 128 128 128 128
Vankomicin 0,25 0,25 0,25 0,25

ipr — instant pahuljice od rize; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice

od pSenice

Slika 11. Osjetljivost Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na vankomicin ispitana

E-testom
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Ispitana je osjetljivost probiotickog soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®
na antibiotike, kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz djecje hrane. Ispitivani soj
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® pokazao je podjednaku osjetljivost na
antibiotike 1 kao Cista liofilizirana kultura i kao kultura u dje¢joj hrani, primjenom metode
difuzije u agar (tablica 10 i slika 10) i metodom E-testa (tablica 11 i slika 11). U slu¢aju metode
s diskovima, rezultati su u skladu s EFSA-inim smjernicama osim u slucaju antibiotika koji
pripadaju skupini aminoglikozidnih antibiotika (gentamicin i streptomicin). lzostanak zone
inhibicije pri ispitivanju osjetljivosti na te antibiotike se moZe objasniti njihovom inaktivacijom
u kiselom mediju uslijed proizvodnje octene 1 mlijecne kiseline tijekom rasta soja
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na hranjivoj podlozi za ispitivanje osjetljivosti
na antibiotike metodom difuzije pomocu filter diskova (Ashrafi Shah, 2011). Kod metode s E-
testom, inhibicija rasta je ostvarena i u slucaju gentamicina te streptomicina pri maksimalnim

koncentracijama od 64 odnosno 128 ug mL * §to odgovara EFSA-inim smjernicama.

Tablica 12. Usporedba osjetljivosti probiotickog soja Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz hrane za posebne medicinske potrebe, na 8

razliCitih antibiotika; ispitano metodom difuzije pomocu filter diskova

Promjer zone inhibicije
Koncentracija (mm)
Antibiotik antibiotika (ug) Lb. Lb. paracasei
paracasei HPMP
Ampilicin 2 50 50
Eritromicin 15 35 35
Gentamicin 10 12 12
Kanamicin 30 8 8
Klindamicin 2 42
Kloramfenikol 30 40 40
Streptomicin 10 8 8
Tetraciklin 10 31 31

HPMP — hrana za posebne medicinske potrebe
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Tablica 13. Minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) pojedinih antibiotika za
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz hrane

za posebne medicinske potrebe, ispitane E-testom

MIC (ug mL ™)
Antibiotik Lb. paracasei | Lb. paracasei HPMP
Ampicilin 0,19 0,19
Eritromicin 0,094 0,094
Gentamicin 64 64
Kanamicin 64 64
Klindamicin 0,047 0,047
Kloramfenikol 12 12
Tetraciklin 0,25 0,25
Streptomicin 32 32

HPMP- hrana za posebne medicinske potrebe

U tablici 12 su prikazani rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike probiotickog
soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz
hrane za posebne medicinske potrebe metodom difuzije pomocu filter diskova, a u tablici 13 E-
testom. Rezultati su pokazali osjetljivost ispitivanih sojeva prema svim antibioticima.

Kod oba probioticka soja, odnosno uzorka hrane, nije bilo razlika izmedu liofiliziranih
1 kultura i1zoliranih iz proizvoda §to upucuje na to da ne postoji utjecaj prehrambenog matriksa
na osjetljivost sojeva na antibiotike.

Uspjesno prezivljavanje u GIT-u jedan je od glavnih kriterija pri izboru probioti¢kih
sojeva. Pritom, glavnu prepreku prezivljavanju potencijalnih probiotickih sojeva u GIT-u
predstavljaju niski pH Zeluca, zu¢ne soli i probavni enzimi, kao $to su lizozim, pepsin i enzimi
gusteraCe. Stoga je provedeno ispitivanje preZivljavanja soja Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12®, kao d&iste liofilizirane kulture i kulture iz djecje hrane te Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei, kao ¢iste liofilizirane kulture te kulture iz hrane za posebne
medicinske potrebe, u simuliranim uvjetima GIT-a, odnosno utjecaj prehrambenih matriksa na
mogucénost prezivljavanja primijenjenih probitickih kultura u nepovoljnim uvjetima. Simulirani
zelugani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g L™) u 0,5 % sterilnoj otopini natrijevog
klorida kojoj je pH podesen na 2,0, dok je simulirani sok tankoga crijeva pripravljen
suspendiranjem pankreatina (1 g L) i zu¢nih soli (3 mg mL™) u 0,5 % sterilnoj otopini natrijeva
klorida kojoj je pH podesen na 8,0. Prezivljavanje ispitivanih sojeva kroz 2 sata u simuliranom
zelucanom soku te kroz 4 sata inkubacije u simuliranom soku tankog crijeva, praceno je

indirektnom metodom. Rezultati su izrazeni kao log (CFU mL™) te prikazani na slici 12.
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Slika 12. Kumulativni utjecaj simuliranog soka Zeluca (pH=2,0; vrijeme inkubacije 2 h) i
simuliranog soka tankog crijeva (pH=8,0; vrijeme inkubacije 4 h) na prezivljavanje:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® kao &iste liofilizirane kulture te kulture iz
djecje hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture te kulture iz
hrane za posebne medicinske potrebe

Broj Zivih stanica probioti¢ke kulture Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® u

djecjoj hrani je bio za 2,5 logaritamske jedinice veci od broja te Ciste, liofilizirane kulture Sto
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ukazuje na protektivni utjecaj koriStenih matriksa tijekom izlaganja kultura nepovoljnim
uvjetima no nije bilo znacajne razlike izmedu tri razli¢ita matriksa djecje hrane (slika 12a).
Jungersen i sur. (2014) su svom radu sumirali istrazivanja vezana uz izlaganje razli¢itih
Bifidobacterium sojeva niskom pH, Zelu¢anom soku i Zu¢nim solima i dobiveni rezultati su
pokazali da je soj Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® bolje preZivio izlaganje
zeluCanom soku i zuénim solima od drugih Bifidobacterium sojeva. Uz to, dos Santos i sur.
(2019) su objavili istrazivanje U kojem je probioti¢ka bakterija Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12® bolje prezivijela u simuliranim uvjetima GIT-a kada je koristena u namazima kao
prehrambenom matriksu nego u slu¢aju kada je izlozena bez matriksa. Razlog visoke tolerancije
na kisele uvjete je vjerojatno indukcija H*-ATP-aze, enzimskog kompleksa koji je ukljuéen u
proces odrzavanja unutarstanicne pH homeostaze kod bakterija (Jungersen i sur., 2014).

U slucaju probioticke kulture Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, razlika u
prezivljavanju tijekom izlaganja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta izmedu ciste
liofilizirane kulture te kulture iz hrane za posebne medicinske potrebe je iznosila samo pola
logaritamske jedinice $to znaci da su obje kulture vrlo uspjesno prezivjele nepovoljne uvjete,
ali nije bilo znacajnijeg utjecaja hrane za posebne medicinske potrebe na protektivni ucinak
(slika 12b). Gonzalez-Vazquez i sur. (2015) su objavili istrazivanje u kojem su izlozili
nepovoljnim uvjetima GIT-a dva Lacticaseibacillus casei soja, kontrolni soj Shirota i soj J57,
izoliran iz pulke (tradicionalno meksi¢ko fermentirano alkoholno pice). Soj Lb. casei J57 je
zadrZao istu stopu preZivljavanja tijekom 4 sata izlaganja simuliranim uvjetima Zelu¢anog soka,
dok je za soj Lb. casei Shirota ve¢ nakon sat vremena izlaganja bila ispod 40 %, a nakon 2 sata
nije bilo Zivih stanica. Isti sojevi su bili izloZeni tijekom 4 sata razli¢itim Zuénim solima
(taurokolna, glikokolna i deoksikolna kiselina i goveda zu¢ (oxgall)). Iako je kod oba soja
hidrolazna aktivnost bila vec¢a prema taurokolnoj kiselini u odnosu na druge, a najniza prema
oxgall zZu¢nim solima 1 iako je soj J57 pokazao nesto vecu rezistenciju na djelovanje zu¢nih
soli, oba soja su prezivjela sve nepovoljne uvjete s barem 50 % prezivljavanja.

S obzirom da je u ovom istrazivanju korisStena takoder goveda zu¢ (oxgall) koja je
proizvedena iz velike koli¢ine svjeze zuci brzim isparavanjem vode i sastoji se od masnih
kiselina, zu¢nih kiselina, anorganskih soli, sulfata, zu¢nih pigmenata, kolesterola, mucina,
lecitina, glukoronske kiseline, porfirina i1 uree, dakle postoji negativan sinergisticki efekt
razli¢itih komponenata na prezivljavanje bakterija, prezivljavanje Lb. paracasei subsp.
paracasei u vrlo viskom broju nakon 4 sata izlaganja simuliranim uvjetima tankog crijeva je
vrlo obecavajuéi rezultat (slika 12b). Visoko prezivljavanje u simuliranim uvjetima zelu¢anog

soka u kojem prevladavaju kiseli uvjeti, ukazuje na postojanje mehanizma unakrsne rezistencije
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budu¢i da vec¢ina obrambenih sustava koji se ukljucuju prilikom stresa izazvanog promjenom
pH vrijednosti uklju¢uju mehanizam za odrzavanje pH vrijednosti citoplazme, a mnogi od tih
sustava omogucuju unakrsnu zastitu i prilikom drugih stresova, na primjer izlaganja zu¢nim

solima (Beales, 2004).

Glavnu prepreku kolonizaciji probiotickih sojeva u zavr$nom dijelu tankog crijeva
(ileum terminalis) predstavlja visoka koncentracija Zuc¢nih soli, koje iskazuju antimikrobnu
aktivnost prema Gram-pozitivnim mikroorganizmima. Jedan od mehanizama rezistencije na
zucne soli je moguénost njihove dekonjugacije djelovanjem enzima hidrolaze Zu¢nih soli. Stoga
je istrazen rast stanica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, kao ¢&iste liofilizirane
kulture i kulture iz djecje hrane te rast stanica Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei,
kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz hrane za posebne medicinske potrebe, u prisustvu
zu¢nih soli te je ispitana dekonjugacijska aktivnost stanica prema zuénim solima kvalitativnom
metodom (tablica 14). Pritom je koriStena natrijeva sol taurokolne kiseline, kao najzastupljenija
zucna sol u zuci ¢ovjeka. Vazno svojstvo probioti¢kih sojeva je i asimilacija kolesterola, pri
¢emu je prisustvo zucnih soli preduvjet za uspjeSnu asimilaciju. Stoga je provedeno
spektrofotometrijsko odredivanje istalozenog, asimiliranog i otopljenog kolesterola nakon 24 h
uzgoja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, kao &iste liofilizirane kulture i kulture
iz dje¢je hrane te uzgoja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane

kulture i kulture iz hrane za posebne medicinske potrebe, u prisutnosti zu¢nih soli (slika 13).
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Tablica 14. Rast i hidrolazna aktivnost*:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® sojeva, uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz

djec¢je hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei sojeva, uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz

hrane za posebne medicinske potrebe

*nakon 24 sata inkubacije pri 37 °C u MRS podlozi uz dodatak 2 mg mL ! natrijevog

taurokolata

a)
Uzorci Rast (As20) Kolna kiselina (g L) Dekonjugacija
taurokolata (%)
BB12® &ista kultura 0,40 +£0,012 0,26 + 0,02° 13,0 + 1,5%°
BB12® ipr 0,42 + 0,032 0,27 +0,01° 13,5+ 0,72
BB12®iprv 0,41 £0,072 0,5+ 0,022 15,0 + 1,32
BB12®ipp 0,39 + 0,052 0,25 +0,03° 13,0 £0,5°
ipr — instant pahuljice od riZe; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice
od pSenice
b)
Uzorci Rast (As20) Kolna kiselina (g L™) Dekonjugacija
taurokolata (%)
Lb. paracasei &ista 0,38 £ 0,042 0,24 + 0,04° 13,0 + 0,7
kultura
Lb. paracasei HPMP 0,42 + 0,052 0,38 £ 0,028 14,5 + 0,62

HPMP — hrana za posebne medicinske potrebe

a Razli¢ito slovo oznadava statisticki znacajnu (P<0,05) razliku unutar istog stupca
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Slika 13. Asimilacija kolesterola s:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12%, kao ¢iste liofilizirane kulture i kulture iz
djec¢je hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao ¢iste liofilizirane kulture i kulture iz
hrane za posebne medicinske potrebe

(istalozen, asimilirani i otopljeni kolesterol nakon 24 h uzgoja u prisutnosti Zu¢nih soli)

Rezultati su pokazali da probioti¢ki soj BB-12® vjerojatno proizvodi hidrolazu zu¢nih
soli jer je pokazao dekonjugacijsku aktivnost tijekom rasta u mediju uz dodatak 2 mg mL 1

natrijevog taurokolata (tablica 14a). Ovaj mehanizam je djelomi¢no odgovoran za zaStitu BB-
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12® stanica od djelovanja zu¢nih soli. Jurgensen i sur. (2014) su obrazlozili da BB-12® stanice
proizvode hidrolazu zu¢nih soli, enzim koji katalizira dekonjugaciju zu¢nih soli i posljedi¢no
tome osigurava brzi odgovor na visoke koncentracije zu¢nih soli ¢ime omogucava stanicama
da prezive prolazak kroz tanko crijevo i dodu do debelog crijeva, odnosno svog mjesta
djelovanja u $to ve¢em broju. Osim toga, nije primije¢ena znacajna razlika medu sojevima
izoliranima iz tri proizvoda dje¢je hrane, iako su stanice BB-12® izolirane iz instant pahuljica
od rize i voéa pokazale nesto vecu aktivnost hidrolaze zu¢ne kiseline (tablica 14a). Nakon 24
sata rasta BB-12® stanica u prisutnosti kolesterola i zu¢nih soli, stanice iz &iste liofilizirane
kulture uklonile su oko 55 % kolesterola iz hranjivog medija (slika 13a). U ekstraktu stanica je
bilo prisutno oko 30 % kolesterola, Sto ukazuje, ne samo na koprecipitaciju kolesterola s
dekonjugiranim zu¢nim solima (priblizno 25 %), ve¢ i na njegovu asimilaciju. Nasuprot tome,
BB-12® stanice izolirane iz instant pahuljica od rize su asimilirale do 50 % ukupnog kolesterola,
dok je tijekom rasta probiotika talozeno 45 % kolesterola u otopinu. BB-12® stanice izolirane
iz instant pahuljica od rize i voca uklonile su oko 90 % kolesterola iz hranjivog medija. Kako
je u ekstraktu stanica pronadeno 48 % kolesterola, to znaci da je ovaj prehrambeni matriks
povecao asimilaciju kolesterola za 18 %. BB-12® stanice izolirane iz instant pahuljica od
pSenice uklonile su 82 % kolesterola iz hranjivog medija. S obzirom da je u ekstraktu stanica
pronadeno 43 % kolesterola, znaci da je ovaj matriks povecao asimilaciju kolesterola za 13 %.
Bifidobakterije se mogu postupno prilagodavati prisutnosti Zzu¢nih soli 1 vjerojatno su razvile
specificne obrambene mehanizme, koji ukljucuju razlicite proteine koji djeluju na efluks Zu¢nih
soli ili protona, kako bi modificirali metabolizam Secera ili sprijecili pogreSno smatanje
proteina. Ovdje je rije¢ o multifaktorijalnom fenomenu koji povezuje procese usmjerene na
detoksifikaciju Zuc¢i 1 suzbijanje ucinka na bakterijske strukture. Osim toga, zaStita od
oksidativnog oStecenja 1 glikoliticke reorganizacije su ostali mehanizmi koji se mogu
primijeniti za suzbijanje stani¢nog ostecenja uzrokovanog zu¢nim solima (Ruiz i sur., 2013).
Prilikom ispitivanja rasta Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei sojeva u mediju
uz dodatak 2 mg mL! natrijevog taurokolata, vidljivo je da postoji dekonjugacijska aktivnost i
kod soja iz Ciste liofilizirane kulture te iz hrane za posebne medicinske potrebe i iako je
vrijednost nesto veca kod soja izoliranog iz hrane za posebne medicinske potrebe, ne moze se
tvrditi utjecaj matriksa na tu aktivnost i sposobnost rasta uz dodatak zucnih soli (tablica 14b).
Nakon 24 sata rasta Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei stanica u prisutnosti
kolesterola 1 zu¢nih soli, stanice i1z Ciste liofilizirane kulture su uklonile 54,77 % kolesterola iz
hranjivog medija, a asimilirale 32,85 % kolesterola (slika 13b). Nasuprot tome,

Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei stanice izolirane iz hrane za posebne medicinske
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potrebe su asimilirale 49,25 % ukupnog kolesterola, dok je tijekom rasta stanica talozeno 45,85
% kolesterola u otopinu. Te stanice su uklonile 96,52 % kolesterola iz hranjivog medija. S
obzirom da su stanice soja izoliranog iz Ciste liofilizirane kulture asimilirale 32,85 %
kolesterola, to znaCi da je hrana za posebne medicinske potrebe kao prehrambeni matriks
povecala asimilaciju kolesterola za 16,4 %. Smatra se da laktobacili uklanjaju kolesterol zbog
dekonjugacije zZu¢ne soli. Naime, kada se zu¢ne soli dekonjugiraju i pH vrijednost medija pada
jer kultura proizvodi kiseline, micele kolesterola se destabiliziraju i kolesterol se talozi sa
slobodnim Zuénim kiselinama. Zuéne kiseline su manje topljive i veéa je vjerojatnost da ée se
istaloziti pri pH vrijednosti nizoj od 6 (Brashears i sur., 1998). Hiperkolesterolemija je jedan
od vodeéih uzroka kardiovaskularnih bolesti (WHO, 2019). Probiotici mogu pomoc¢i u
snizavanju visoke razine lipida u krvi. U nekoliko istrazivanja je utvrden povoljan ucinak
bakterije Lacticaseibacillus paracasei. Naime, soj Lb. paracasei HIIO1 je znacajno smanjio
razinu ukupnog kolesterola, triglicerida, faktora tumorske nekroze i lipopolisaharida kod
pacijenata s hiperkolesterolemijom te povecao razinu HDL (engl. high-density lipoprotein)
kolesterola, ukupni antioksidativni kapacitet te propionsku i mlijecnu kiselinu. Dakle, dodatak
Lb. paracasei HII01 soja je poboljsao profil lipida u krvi te smanjio oksidativni stres (Chaiyasut
i sur., 2021).

Mogucénost snizavanja razine kolesterola jedno je od najperspektivnijih svojstava
bakterija mlijecne kiseline s probioti¢kim svojstvima. Albino i sur. (2018) su ispitali kod 58
BMK s potencijalno probioti¢kim svojstvima njihovu sposobnost prezivljavanja u in vitro
uvjetima GIT-a te sposobnost snizavanja koncentracije kolesterola u mediju koji sadrzi
kolesterol i zu¢ne kiseline. Izmedu 7 sojeva koji su pokazali najbolji u¢inak, ¢ak su dva Lb.
paracasei soja, Lacticaseibacillus paracasei ssp. paracasei SE160 1 VC213, snizila
koncentraciju kolesterola u mediju za 55 odnosno 45 % pa su bili naknadno, uz druge sojeve
ispitani u proizvodnji sira. Udio kolesterola se u svim sirevima smanjivao sazrijevanjem. Svi
sojevi bili su prisutni u siru u koncentracijama visim od 10’ CFU g* do 60 dana zrenja, a najveéa
smanjenja razine kolesterola u siru (do 23 %) su postignuta u sirevima u koje su tijekom
proizvodnje dodani sojevi Lb. paracasei ssp. paracasei VC213i E. lactis BT161. Uz to, dodane
kulture nisu imale negativan utjecaj na senzorske karakteristike sira. To otvara put njihovoj
inkorporaciji u novu funkcionalnu hranu, hranu za posebne medicinske potrebe i ostale
kategorije nutraceutike; na primjer, mogli bi se koristiti za proizvodnju probiotickog sira i
drugih mlije¢nih proizvoda kao §to su fermentirano mlijeko ili mlijecni deserti sa smanjenim
udjelom kolesterola i vaznih funkcionalnih svojstava, kao i za potencijalni razvoj formulacija

dodataka prehrani namijenjenih prevenciji dislipidemije, koronarnih bolesti i metabolickog
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sindroma. Povecanje svijesti potroSaca o odnosu izmedu prehrane i zdravlja te proizvodnja
najsuvremenije hrane s pozitivnim zdravstvenim ucincima ili probioti¢kih dodataka prehrani

otvara nove mogucnosti i za potrosace i za prehrambenu i farmaceutsku industriju.

4.3. AntagonisticCko djelovanje prema patogenim i nepoZeljnim

mikroorganizmima te potencijalna bakteriocinska aktivnost

Probioticke BMK u GIT-u ljudi blagotvorno djeluju na cjelokupni organizam, Sto
ukljuCuje i njihovo antimikrobno djelovanje prema patogenim bakterijama. Ekskluzija
patogena vazan je aspekt djelovanja probiotika. To se ostvaruje proizvodnjom inhibitornih
metabolita, razgradnjom toksina, kompeticijom za hranjive sastojke i mjestima vezanja te
indukcijom imunoloskih odgovora (Jungersen i sur., 2014). Kad se radi o inhibiciji Gram-
negativnih mikroorganizama, to je uglavnom posljedica proizvodnje organskih kiselina,
vodikovog peroksida, etanola, diacetila, acetaldehida, dok razli¢iti peptidi i bakteriocini imaju
glavnu ulogu u antimikrobnom djelovanju prema Gram-pozitivnim mikroorganizmima.
Bakteriocini su ribosomalno sintetizirani peptidi ili proteini s antimikrobnom aktivno$éu
usmjerenom prema srodnim Gram-pozitivnim bakterijama, pri ¢emu su stanice koje ih
proizvode imune na njthovo djelovanje. Stoga je istrazena antimikrobna te posebno i
bakteriocinska aktivnost stanica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, kao &iste
liofilizirane kulture i kulture iz djecje hrane te prema predstavnicima BMK te Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture i kulture iz hrane za posebne
medicinske potrebe prema test-mikroorganizmima koji su potencijalni kontaminanti hrane i
uzro¢nici razli¢itih infekcija, koriste¢i metodu s dvostrukim slojem agara (tablica 15, slika 14),

metodu difuzije u agar (tablica 16, slika 15) te turbidimetrijsku metodu (slike 16 i 17).
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Tablica 15. Antagonisti¢ko djelovanje*:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, kao ¢&iste liofilizirane kulture i kulture iz

djec¢je hrane

Efektivni inhibicijski omjer (EIR**)

BB12%¢ista | BB12®ipr | BB12®iprv | BB12® ipp
Test-mikroorganizmi kultura

Salmonella Typhimurium FP1 1,0+0,072 | 1,0+0,08% 1,0 £0,12 1,2+0,28
Lactiplantibacillus plantarum | 0,3 + 0,05° 1,5+0,28 1,67 +0,3? 1,5+0,18
LMG 9206
Lactococcus lactis subsp. lactis | 0,63 + 0,08 | 0,83 +£0,04° | 0,83 £0,05° | 1,0+0,1?
LMG 9450
Enterococcus faecium ATCC 9430 | 0,33 +£0,06* | 0,5+0,08* | 0,5+0,09* | 0,33 +£0,05%
I;ggzonostoc mesenteroides LMG | 0,22 +0,08° | 0,6 +0,06° | 0,83 0,072 | 1,0+0,12

ipr — instant pahuljice od riZe; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice

od pSenice

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao ¢iste liofilizirane kulture i kulture iz

hrane za posebne medicinske potrebe

Efektivni inhibicijski omjer
Test-mikroorganizmi Lb. paracase(iElRt*b). paracasei
HPMP

Salmonella Typhimurium FP1 0,8 +0,09? 0,9+0,12
Lactiplantibacillus plantarum LMG 9206 0,5+0,12 0,67 + 0,092
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG | 0,43 +0,112 0,64 + 0,12
9450
Enterococcus faecium ATCC 9430 0,58 +£ 0,032 0,62 +0,042
Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 0,27 + 0,05° 0,53 +0,082

HPMP- hrana za posebne medicinske potrebe

*prema Gram-pozitivnim mikroorganizmima, ispitano metodom s dvostrukim slojem agara

**EIR = (ID-CD)/CD; CD = promjer porasle kulture; ID = promjer zone inhibicije; EIR<0,5
slaba inhibicija; 0,5<EIR>1,5 srednja inhibicija; EIR>1,5 jaka inhibicija.

ab¢ Razligito slovo oznacava statisti¢ki zna¢ajnu (P<0,05) razliku unutar istog stupca
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Slika 14. Inhibicijski uc¢inak Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® u instant
pahuljicama od rize, prema bakterijskom soju Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450,

ispitano metodom s dvostrukim slojem agara

U ispitivanju antagonisti¢kog djelovanja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®
prema test-mikroorganizmu Salmonella Typhimurium FP1 te predstavnicima BMK metodom
s dvostrukim slojem agara (slika 14), usporedeni su efektivni inhibicijski omjeri dobiveni za
stanice navedenog soja kao Ciste liofilizirane kulture i kao ¢iste liofilizirane kulture 1 kulture u
dje¢joj hrani. Pritom su stanice tog soja u dje¢joj hrani iskazale srednji ili jaki inhibicijski
ucinak, $to je posebno vidljivo prema sojevima Lactiplantibacillus plantarum LMG 9206 te
Leuconostoc mesenteroides LMG 7954, za razliku od stanica soja iz liofilizirane kulture koje
su uglavnom pokazale slabu ili srednju inhibiciju (tablica 15a). Prema tome, u ispitivanju
antimikrobnog ucéinka metodom dvostrukog sloja agara, proizvodni matriksi djecje hrane
pojacavaju inhibicijsko djelovanje soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, sto
ukazuje na povecanu koncentraciju antimikrobnih metabolita, posebno bakteriocina koji
inhibiraju rast BMK koje nisu osjetljive na niske pH vrijednosti zbog prisutnosti organskih
kiselina (octene 1 mlije¢ne kiseline).

Kod bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei nije toliko znacajan
pozitivan utjecaj matriksa na antimikrobno djelovanje osim u slucaju srodne bakterije
Leuconostoc mesenteroides LMG 795 (tablica 16b). lako su stanice soja iz hrane za posebne
medicinske potrebe pokazale srednju inhibiciju dok je u sluéaju stanica soja iz liofilizirane
kulture to bila slaba inhibicija te nije doslo do jake inhibicije kao §to je to bio slucaj kod stanica

soja BB-12".
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Tablica 16. Antagonisti¢ko djelovanje*:
a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, kao ¢&iste liofilizirane kulture i kulture iz

djec¢je hrane

Promjer zone inhibicije (mm)
Test-mikroorganizmi BB12%¢ista | BB12® BB12® BB12% ipp
kultura ipr iprv

Staphylococcus aureus 3048 12+ 18 10+1,1% | 12+1,22 12+ 18
Staphylococcus aureus K-144 19 + 1,52 16 +2° 10 +1,5¢ 12+1,1°
Escherichia coli 3014 16+ 1,62 12+1° | 12+£0,09° | 13+1,1°
Salmonella Typhimurium FP1 12 +1,5% 10 + 28 12+1,12 12+ 18
Bacillus cereus TM2 151,22 [ 11+1,1° | 11+1° 13+1°
Bacillus subtilis ATCC6633 16+1,8 | 13+1,5° | 10+1,1° 12 + 1°¢

ipr — instant pahuljice od riZe; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice

od psenice

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao liofilizirane kulture i kulture iz hrane za

posebne medicinske potrebe

Promjer zone inhibicije (mm)

Test-mikroorganizmi Lb. paracasei Lb. paracasei HPMP
Cista kultura

Staphylococcus aureus 3048 3+ 0,05° 8,67 = 0,092
Staphylococcus aureus K-144 10 + 0,09° 13,67 + 12
Escherichia coli 3014 11+1,1° 14,33 +£ 1,22
Salmonella Typhimurium FP1 9,33+ 1° 14+ 1,5
Bacillus cereus TM2 12,33 +0,09° 16 + 1,32
Bacillus subtilis ATCC6633 9+ 1P 13,33+ 1,82

HPMP- hrana za posebne medicinske potrebe
*prema test-mikroorganizmima, ispitano metodom difuzije u agar te izraZzeno kao promjer zone
inhibicije

3¢ Razligito slovo oznacava statisti¢ki zna¢ajnu (P<0,05) razliku unutar istog stupca
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Slika 15. Inhibicijski ucinak Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na test-

mikroorganizam Staphylococcus aureus K-144, ispitano metodom difuzije u agar

Antagonisticko djelovanje Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12%, kao &iste
liofilizirane kulture i kulture iz dje¢je hrane, prema test-mikroorganizmima, ispitano je i
metodom difuzije u agar (slika 15) te izrazeno kao promjer zone inhibicije (tablica 16a). U
ovom su ispitivanju veéi promjeri inhibicije postignuti za stanice u ¢istoj liofiliziranoj kulturi,
S$to moze biti posljedica oteZane difuzije antimikrobnih metabolita uslijed prisutnosti odredenih
komponenata proizvodnog matriksa u supernatantu stanica Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12® u dje¢joj hrani.

U slucaju stanica bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je postignut
obrnuti rezultat. Naime, stanice kulture iz hrane za posebne medicinske potrebe su pokazale
znaajno vedi inhibicijski ucinak na rast test-mikroorganizama Sto znaci da je taj matriks
pojacao inhibicijsko djelovanje soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, vjerojatno
povecavajuci koncentraciju proizvedenih antimikrobnih metabolita, a s druge strane ocito
komponente tog matriksa nisu otezale difuziju antimikrobnih metabolita u hranjivu podlogu

(tablica 16b).
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Slika 16. Inhibicija rasta test-mikroorganizama djelovanjem supernatanata bakterija*:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, uzgojene iz liofilizirane kulture i iz dje¢je
hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, uzgojene iz liofilizirane kulture i iz hrane za
posebne medicinske potrebe

*ispitano turbidimetrijskom metodom te izrazeno kao postotak inhibicije
Test-mikroorganizmi: 1 — Staphylococcus aureus 3048; 2 — S. aureus K-144; 3 — Escherichia
coli 3014; 4 — Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1; 5 — Bacillus cereus TM2; 6 —
Bacillus subtilis ATCC 6633
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Slika 17. Inhibicija rasta predstavnika BMK djelovanjem supernatanata bakterija*:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, uzgojene iz liofilizirane kulture i iz dje¢je
hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, uzgojene iz liofilizirane kulture i iz hrane za
posebne medicinske potrebe

*ispitano turbidimetrijskom metodom te izrazeno kao postotak inhibicije

BMK: 1 - Lactiplantibacillus plantarum LMG 9206; 2 — Lactococcus lactis subsp. lactis LMG
9450; 3 — Enterococcus faecium ATCC 9430; 4 — Leuconostoc mesenteroides LMG 7954
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U ispitivanju inhibicije rasta test-mikroorganizama djelovanjem supernatanata bakterije
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®, uzgojene iz liofilizirane kulture i iz djegje
hrane, turbidimetrijskom metodom, probioticke stanice iz djeCje hrane su iskazale jaci
inhibicijski ucinak prema 6 ispitanih test-mikroorganizama za oko 5 % (slika 16a).
Signifikantna razlika je vidljiva kod ispitane antimikrobne aktivnosti supernatanata iz instant
pahuljica od rize i instant pahuljica od pSenice prema test-mikroorganizmu Bacillus subtlis
ATCC 6633 i supernatanta iz instant pahuljica od rize prema test-mikroorganizmu S.
Typhimurium FP1. Prednost u inhibicijskom u¢inku stanica iz instant pahuljica od rize bila je
jos$ viSe izrazena kod ispitivanja inhibicije rasta 4 predstavnika BMK, gdje je iznosila do oko
20 %, dok je za stanice iz instant pahuljica od rize i vo¢a i instant pahuljica od pSenica iznosila
oko 15 % (slika 17a). Prema tome, proizvodni matriksi djecje hrane pojacavaju antimikrobni
ucinak soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® u ispitivanju inhibicije rasta test-
mikroorganizama 1 predstavnika BMK turbidimetrijskom metodom §to moZze biti posljedica
poticanja metabolicke aktivnosti i proizvodnje antimikrobnih metabolita u prisutnosti djecje
hrane.

Prilikom ispitivanja inhibicije rasta test-mikroorganizama i srodnih BMK djelovanjem
supernatanata bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, uzgojene iz liofilizirane
kulture i iz hrane za posebne medicinske potrebe, turbidimetrijskom metodom, stanice iz hrane
su iskazale signifikantno jaci inhibicijski u¢inak prema svim ispitanih mikroorganizmima (slike
16b i 17b). U slucaju test-mikroorganizama, stanice iz hrane za posebne medicinske potrebe su
pokazale jaci inhibicijski u¢inak za prosjec¢no 12 %, dok je to kod srodnih bakterija mlijecne
kiseline iznosilo prosje¢no 10 %, uz iznimku od 24 % u slucaju srodne bakterije Lactococcus
lactis subsp. lactis LMG 9450.

Pretpostavlja se da je nekoliko mehanizama odgovorno za inhibicijsko djelovanje
bifidobakterija prema patogenima, ukljucujuéi bakterije iz rodova Escherichia, Salmonella,
Bacillus i Listeria, a to su snizavanje pH zbog proizvodnje organskih kiselina, inhibicijsko
djelovanje nedisociranih molekula organskih kiselina, natjecanje za hranjive tvari ili mjesta
vezanja te stimulacija imunosustava i proizvodnja bakteriocina (Laforest-Lapointe i sur., 2017;
Fukuda i sur., 2014). Prema Cheikhyoussefu i sur. (2009), soj BB-12® proizvodi bakteriocin
Bifilact BB-12® s antimikrobnim djelovanjem prema vrstama S. aureus, E. coli, S. enterica
serovar Typhimurium i Listeria sp. Bifidobakterije su pokazale visoku stopu rasta u bogatim
sintetickim medijima, ali su takoder rasle u jednostavnim medijima koji su sadrzavali samo
laktozu, slobodne aminokiseline i neke nukleotide, vitamine i minerale jer je kontrola razine

magnezija, mangana 1 zeljeza bitna za optimalan rast bifidobakterija ili proizvodnju
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bakteriocina kao rezultat nutritivnog stresa ili indukcije. Osim toga, mnogi sojevi
bifidobakterija mogu koristiti slozene biopolimere za poboljsanje rasta stanica i proizvodnju
antimikrobnih metabolita. To su uglavnom ugljikohidrati koje mogu razgraditi bifidobakterije,
ali ne i domacin ili druge bakterije 1 Cesto se koriste kao prebiotici (Castillo Martinez 1 sur.,
2013). Konacno, prehrambena vlakna su takoder ucinkovita u poticanju rasta bifidobakterija u
intestinalnom traktu i utjeu na njihovu proizvodnju antimikrobnu metabolita pa matriksi hrane
za dojencad, koji su ovdje koriSteni mogu imati potencijal poticanja proizvodnje bakteriocina.
Ipak, neki bakteriocini mogu utjecati na probioticke kulture pa se to mora uzeti u obzir pri
odabiru soja koji proizvodi bakteriocin za ukljucivanje u funkcionalnu hranu (O'Bryan i sur.,
2018; Smigic i sur., 2018). Nadalje, osim bakteriocina, neki drugi proteini, kodirani genima
prisutnima u genomu bakterije B. animalis ssp. lactis, koji su uklju¢eni u adaptaciju i
prezivljavanje BB-12® u humanom GIT-u, takoder bi se mogli povezati s antimikrobnim
potencijalom. Konkretno, dva paraloga koji kodiraju pretpostavljene N-acetilmuramidaze, koji
su vjerojatno ukljuceni u razgradnju komponenti stani¢ne stijenke enteropatogene bakterije,
prisutni su u genomu BB-12%, kao i geni koji kodiraju pretpostavljene proteine stani¢ne
povrsine koji bi mogli biti ukljuceni u interakcije s ljudskim epitelnim stanicama i posljedicno
u kompetitivnu ekskluziju nepoZeljnih bakterija. Stovise, Bifidobacterium vrste osim
proizvodnje laktata, takoder sintetiziraju acetat, jednu od glavnih kratkolan¢anih masnih
kiselina, vaznu za rast i1 diferencijaciju kolonocita, koja ¢ini viSe od 80 % proizvedenih
kratkolan¢anih masnih kiselina u crijevima dojenc¢adi i klju¢ni je metabolit u ranom
uspostavljanju rezistencije na kolonizaciju sprjeCavanjem infekcija enteropatogenima (Ruiz 1
sur., 2013). Putem metabolickog unakrsnog hranjenja, gdje metaboli¢ki proizvodi vrste ili
skupine vrsta daju supstrate za rast drugim populacijama, proizvodnja acetata bifidobakterijom
odrzava rast drugih povoljnih vrsta koje imaju potencijal inhibirati enteropatogene.

Islam i sur. (2012) su pokazali snazno antibakterijsko djelovanje soja Lacticaseibacillus
paracasei ssp. paracasei-1, izoliranog iz tradicionalnog jogurta, prema Gram-pozitivnim i
Gram-negativnim bakterijama. Radulovi¢ i sur. (2010) su u svom istrazivanju pokazali kako su
sojevi Lacticaseibacillus paracasei 08, 564 i 05 snazno inhibirali rast, izmedu ostalih, test-
mikroorganizama Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Bacillus subtilis dok soj
Lacticaseibacillus paracasei 02 nije uopce inhibirao rast navedenih sojeva. Mnoga istrazivanja
Su in vitro testovima pokazala razliite mehanizme antimikrobnog djelovanja laktobacila.
Uobicajeno je antimikrobna aktivnost puno jaca kada se ispituje u teku¢im medijima zbog
olakSane difuzije antimikrobnih metabolita. Naj¢eS¢e je snazno antagonisticko djelovanje

laktobacila povezano s proizvodnjom organskih kiselina $to dovodi do smanjenja pH
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(Ouwehand i Vesterlund, 2004). Laktobacili ¢esto predstavljaju primarnu mikrobnu barijeru u
suzbijanju gastrointestinalnih 1 urogenitalnih infekcija. Kao §to je ve¢ navedeno, njihova
inhibicijsko djelovanje potjece od proizvedenih organskih kiselina (u prvom redu mlijecne
kiseline), bakteriocina i drugih metabolita. S obzirom da bakteriocini djeluju prvenstveno
prema srodnim vrstama, a supernatant soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je
turbidimetrijskom metodom pokazao snazno djelovsnje prema srodnim BMK, mozZe se
pretpostaviti da postoji potencijalno bakteriocinsko djelovanje koje je potrebno dodatno
istraziti, a kao prvi korak potrebno je ponovno ispitati antimikrobno djelovanje neutraliziranog

supernatanta kako bi se uklonio inhibicijski u¢inak proizvedene kiseline.

4.4. Adhezijska svojstva i kompetitivna ekskluzija

Adhezija na epitelne stanice je vazan preduvjet za kolonizaciju probioti¢kih sojeva u
gastrointestinalnom traktu jer sprjeCava njihovo uklanjanje uslijed peristaltike crijeva i pruza
im kompetitivnu prednost pred drugim bakterijama za zadrzavanje u tom ekosustavu. Pritom,
neophodan preduvjet za adheziju probiotickih sojeva na intestinalne epitelne stanice jest

agregacija njihovih bakterijskih stanica.

Agregacija bakterijskih stanica je definirana kao sposobnost taloZenja stanica tijekom
rasta pri ¢emu autoagregacija ukljucuje stanice istog bakterijskog soja, dok geneticki razlicite
stanice koagregiraju. Fenomen agregacije prvenstveno je povezan s velikom ucestaloséu
razmjene genetiCkog materijala putem uspostavljene medustani¢ne komunikacije (,,quorum
sensing™). Kod laktobacila su dvije vrste proteina odgovorne za agregaciju, a to su topljivi
proteini i povrsinski proteini (Miljkovic i sur., 2015; Nikolic i sur., 2010). Cimbenici koji poti¢u
koagregaciju laktobacila se medusobno razlikuju po molekulskoj tezini 1 primarnoj strukturi.
Najmanji opisani protein (2 kDa), koji posreduje pri autoagregaciji, je naden u vaginalnom
izolatu Lactobacillus gasseri 2459. Ovaj protein vjerojatno djeluje kao faktor slican feromonu
koji inducira ekspresiju povrsSinskih proteina odgovornih za adheziju (Boris 1 sur., 1997). S
druge strane, vrlo veliki protein (> 200 kDa) izravno ukljucen u agregaciju pronaden je u soju
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 (Lozo i sur., 2007). Osim proteinske
komponente i razni ioni su povezani s agregacijom u nekim sojevima laktobacila izoliranim iz
sira.

U ovom radu je ispitana autoagregacija bakterijskih stanica Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12®, kao ¢iste liofilizirane kulture i kulture iz dje¢je hrane te autoagregacija

stanica Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kao Ciste liofilizirane kulture te kulture
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iz hrane za posebne medicinske potrebe (slika 18). S druge strane, probioticke bakterije koje
pokazuju uspjesnost u koagregaciji, zajedno s antimikrobnim djelovanjem, mogu stvoriti
prepreku koja sprjecava kolonizaciju patogenih mikroorganizama. Dodatno, koagregacija s
drugim BMK koje dobro podnose nisku pH vrijednost poti¢e kolonizaciju bifidobakterija u
intestinalnom sustavu. Zbog toga je ispitana i koagregacija stanica istih sojeva s predstavnicima
BMK, Lactobacillus helveticus M92 i Enterococcus faecium L3 te s test-mikroorganizmima
Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 i Escherichia coli 3014 (tablica 17). Uspjesnost
autoagregacije i koagregacije mjerena je kroz 5 sati u fosfatnom puferu (pH=7,2) te su dobiveni

rezultati izraZeni kao postotak agregiranih stanica.
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vrijeme (h)
g BB-12®
e=fl== BB-12® iz instant pahuljica od rize (ipr)
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Slika 18. Autoagregacija stanica*

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® sojeva uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz
djecje hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei sojeva uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz
hrane za posebne medicinske potrebe

*u fosfatnom puferu (pH=7,2)
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Tablica 17. Koagregacija parova bakterijskih sojeva Lb. helveticus M92, Ec. faecium L3 i S.
Typhimurium FP1 s:

a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® sojeva uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz
djecje hrane

b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei sojeva uzgojenih iz liofilizirane kulture i iz
hrane za posebne medicinske potrebe

nakon 5 sati inkubacije na sobnoj temperaturi u fosfatnom puferu (pH=7,2)

a)

Koagregacija (%)
Mikroorganizmi
g BB-12® BB-12® BB-12® BB-12%
Cista kultura ipr iprv ipp
Lb. helveticus M92 | 53,70+ 1,32 | 50,51 +0,8° 55,32+2,2% | 49,56+0,5"
Ec. faecium L3 41,45+0,5° | 42,50+0,7° 45,87 £ 0,8 37,84 + 1,2
S. Typhimurium FP1 | 34,50 +1,1% | 30,58 +0,9° 25,67 + 1,3 35,72 + 0,82
E. coli 3014 23,51 +1,3° 25,63 +0,7° 27,45+ 0,82 23,43 +1,1°
ipr — instant pahuljice od riZe; iprv — instant pahuljice od rize s vo¢em; ipp — instant pahuljice
od pSenice
b)
Koagregacija (%)
Mikroorganizmi Lb. paracasei ¢ista | Lb. paracasei HPMP
kultura
Lb. helveticus M92 43,18 0,6 57,72+ 1,12
Ec. faecium L3 35,13 +0,8° 44,82 £ 0,9%
S. Typhimurium FP1 18,43 +0,9° 25,71 £ 1,32
E. coli 3014 23,68 £ 1,1° 37,19+ 0,7

HPMP- hrana za posebne medicinske potrebe

ab¢ Razligito slovo oznacava statisti¢ki zna¢ajnu (P<0,05) razliku unutar istog stupca

Iako je autoagregacija &iste liofilizirane BB-12® kulture bila veéa u prva 4 sata
inkubacije od autoagregacije kultura BB-12® izoliranih iz proizvoda djeéje hrane, u 5. satu, §to
je bio posljednji sat eksperimenta, postotak autoagregacija (> 60 %) se nije znacajno razlikovao

medu svim ispitivanim uzorcima (slika 18a). Koagregacija &iste liofilizirane BB-12"® kulture i
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kultura izoliranih iz instant pahuljica od riZe i instant pahuljica od pSenice je bila podjednako
ucinkovita i s Lactobacillus helveticus M92 i Enterococcus faecium L3 te primijenjenim test-
mikroorganizmima. Razlika je uo¢ena kod test mikroorganizma Salmonella Typhimurium FP1,
gdje je koagregacija s ¢istom liofiliziranom kulturom BB-12® bila oko 10 % veéa nego kod
BB-12®kulture izolirane iz instant pahuljica od riZze s voéem. Sposobnost koagregacije BB-12®
kulture iz svih uzoraka s obje BMK (M92 i L3) bila je veca za otprilike 20 % u usporedbi s test-
mikroorganizmima.

Autoagregacija Ciste liofilizirane Lb. paracasei kulture je bila veca za otprilike 10 %
od autoagregacije kultura Lb. paracasei izolirane iz hrane za posebne medicinske potrebe u
prva tri sata inkubacije, ali je u posljednjem satu eksperimenta, postotak autoagregacija Ciste
kulture bio manji (i iznosio je 45,13 %) u odnosu na kulturu izoliranu iz hrane koji je iznosio
53,90 % (slika 18b). Kao i u slu¢aju kod BB-12® kulture, koagregacija sa srodnim BMK je bila
veca u odnosu na test-mikroorganizme pri ¢emu je koagregacija s bakterijom Lactobacillus
helveticus M92 bila za cca 10 % veéa u odnosu na bakteriju Enterococcus faecium L3 (tablica
17b). Kod svih parova je koagregacija bila veca sa sojem Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei izoliranim iz hrane za posebne medicinske potrebe §to ukazuje utjecaj matriksa na
sposobnost koagregacije.

Autoagregacija i koagregacija sprec¢avaju kolonizaciju patogena na povr§inama, jer su
ukljuceni u drugu fazu stvaranja biofilma. Sposobnost stvaranja viSestani¢nih agregata uoc¢ena
je kod brojnih bakterijskih vrsta, ukljucujuéi laktobacile. Autoagregacija i koagregacija su vrlo
vazni fenomeni u nekoliko ekolo§kih niSa. Autoagregacija laktobacila je neophodna za njihovu
adheziju na epitelne stanice 1 povrSine sluznice, a to je poZeljno svojstvo probioti¢kih bakterija.
Sposobnost autoagregacije jedan je od mehanizama kojima se objasnjava zaStitna uloga
laktobacila u humanoj rodnici. Autoagregacija zajedno s adhezijom na epitelne stanice,
olaksava laktobacilima stvaranje biofilma na epitelu rodnice, sprje¢avajuéi pristup patogenima.
Na isti nacin, koagregacija izmedu laktobacila i patogenih mikroorganizama doprinosi
stvaranju barijere koja sprjecava njihovu adheziju patogena na epitel i naknadni pristup tkivima,
stvarajuci tako vazan obrambeni mehanizam domacina od infekcija u urogenitalnom i GIT-u
(Gudina i sur., 2010). Brojna istrazivanja su potvrdila povoljan u¢inak probiotickih sojeva u
stvaranju biofilma, ukljucujuéi na primjer povecanu otpornost na temperaturu ili nisku pH
vrijednost (Salas-Jara i sur., 2016). Gomez i sur. (2016) su u svom istrazivanju potvrdili
potencijal biofilmova probiotickih BMK za kontrolu stvaranja biofilmova L. monocytogenes,

S. Typhimurium i E. coli O157: H. Falagas i Makris (2009) su predlozili koristenje probioti¢kih
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sojeva BMK za stvaranje zaStitnih biofilmova te njihovu implementaciju u proizvode za
svakodnevno ¢iS¢enje kako bi se smanjila ucestalost pojavljivanja patogenih mikroorganizama.

Del Re i sur. (2000) su, kako bi identificirale bakterijske sojeve sa sposobnoséu
adhezije, ispitivali 13 Bifidobacterium longum sojeva izoliranih iz humanog GIT-a. Sojevi su
testirani na njihovu sposobnost adhezije na Caco-2 stanice te su klasificirani kao adhezivni ili
neadhezivni. Zatim je ispitana sposobnost autoagregacije i povrSinska hidrofobnost tih sojeva.
Usporedujuci svojstva adhezivnih i neadhezivnih sojeva, uoceno je da se bakterije mogu
adhezirati na stani¢ne monoslojeve ukoliko imaju sposobnost autoagregacije. Dakle, svojstva
stani¢ne povrsine, tj. hidrofobnost stani¢ne povrSine i autoagregacija su vazni za vezivanje
bakterija na crijevnu sluznicu i kolonizaciju u GIT-u. Sposobnost autoagregacije i povrSinska
hidrofobnost povezani su sa stani¢cnom adhezijom, $to poti¢e vezanje probiotika na crijevnu
sluznicu. Rezultat ovog vezanja djeluje kao barijera koja onemogucava kolonizaciju patogena
(Yasmin i sur., 2020). Ipak, in vitro ispitivanja svojstva stani¢ne povrsine nisu dovoljno
pouzdan pristup za procjenu njihove interakcije unutar stanice domacina. Jos§ uvijek postoji

potreba za in vivo istrazivanjem, zbog boljeg razumijevanja ove interakcije.

Uspjesno zadrzavanje probiotickih sojeva u debelom crijevu, gdje iskazuju svoj
pozitivan ucinak na zdravlje domacina, ovisi o njithovoj adheziji na epitelne stanice, stanice
intestinalne i zeluCane sluznice te komponente ekstracelularnog matriksa. Ekstracelularni
matriks (ECM) je sloZena struktura koja okruzuje intestinalne epitelne stanice, a sastoji se od
razliCitih proteina, kao $to su laminin, fibronektin i kolagen (Lea, 2015). Probioticke bakterije
eksprimiraju adhezine na stani¢noj povrsini koji posreduju pri njihovoj adheziji na komponente
izvanstanicnog matriksa tkiva domacina. S druge strane, razliCite patogene bakterije takoder
pokazuju specificnu sposobnost adhezije na kolagen. Ta je interakcija kriti¢na u ranoj fazi
infekcije pa je stoga snazno povezana s virulencijom patogena. Djelovanjem adhezina na
povrSini stanice, patogeni uspjeSno stupaju u interakciju s proteinima ECM-a, Cuvajuci
peristaltiku 1 omogucujuci kolonizacija tkiva 1 infekcija. Primjer je protein koji veze kolagen 1
omogucuje stanicama mikroorganizma Staphylococcus aureus da se in vitro adheziraju na
hrskavicu te je poznat kao glavni faktor virulencije (Miljkovic i sur., 2015; Switalski i sur.,
1993).

Stoga je provedena adhezija Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12% stanica i
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei stanica, na humani kolagen, fibronektin i laminin
(slika 19). Proteinska priroda adhezina ispitana je prethodnim tretmanom ispitivanih stanica

proteinazom K.
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Slika 19. Utjecaj proteinaze K na vezanje stanica*:
a) Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®
b) Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei

*na proteine ekstracelularanog matriksa, fibronektina, kolagena i laminina

Adhezija stanica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na fibronektin i
kolagen je bila ucinkovitija od adhezije na laminin, dok nije bilo znacajnije razlike izmedu
adhezija na fibronektin i kolagen. Proteinska priroda adhezivnih receptora na povrSini

bakterijskih stanica ispitana je prethodnim tretiranjem ispitivanih stanica s proteinazom K.
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Rezultati su pokazali da su medijatori adhezije na ECM vjerojatno neproteinske prirode, Sto
implicira da su druge povrsinske molekule uklju¢ene u adheziju, osim u slu¢aju adhezije na
kolagen, gdje je adhezijski kapacitet BB-12® stanica zna¢ajno smanjen nakon tretmana stanica
s proteinazom K. Naime, pretpostavljene funkcije kodirane sekvencama genoma bifidobakterija
pruzaju genetski dokaz da su bifidobakterije vrlo dobro prilagodene za kolonizaciju (humanog)
GIT-a (Pokusaeva i sur., 2011). Rezultati bi se stoga mogli povezati s prisutnoscu capA i capB
gena u genomu BB-12® koji kodiraju za proteine odgovorne za vezanje na kolagen. Uz to, iako
je zabiljezeno blago smanjenje adhezije nakon tretmana proteinazom K u eksperimentu vezanja
na fibronektin, fbp gen koji kodira za protein koji veze fibronektin je takoder prisutan u genomu
BB-12" soja. I proteini koji se vezu na kolagen i oni koje se vezu na fibronektin su ukljuceni u
interakcije s humanim epitelnim stanicama (Gilad i sur., 2011; Barrangou i sur., 2009).
Bifidobacterium vrste posjeduju vazne strategije koje osiguravaju njihovu kolonizaciju u
visokom broju u crijevima dojencadi, sprje¢avaju rast konkurentskih vrsta koje narusavaju
ravnotezu mikrobiote domacina i poti¢u razvoj imunoloSkog sustava (Laforest-Lapointe i
Aurrieta, 2017).

Kod ispitivanja adhezijskih svojstava na proteine ekstracelularnog matriksa u slucaju
bakterijskih stanica soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kod svih proteina je
doslo do smanjenja adhezije nakon tretmana proteinazom K (slika 8b). To ukazuje da su kod
ovog bakterijskog soja medijatori adhezije na ECM proteinske prirode. Najveca adhezija je
zabiljezena na protein laminin. Proteini na stani¢noj povrSini su vjerojatno odgovorni za
ucinkovitu interakciju probiotickih bakterija s proteinima ECM-a. Moguce je da ova interakcija
pomaze stvaranju barijere koja inhibira adheziju patogena na crijevnu sluznicu, ¢ime se
sprjecava kolonizacija patogena $to na kraju utje¢e na uklanjanje patogena iz crijevnog okolisa.
Prisutnost zajednickih receptora u razliCitim vrstama bakterija, npr. bakteriji iz roda
Lactobacillus i odredenog patogena, moglo bi omoguciti isklju¢ivanje patogena iz
gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta izravnom konkurencijom za mjesta vezanja na
proteinima epitelne stanice (Viletta i sur., 2013). Protein AggLb (engl. auto-aggregation-
promoting protein), koji se nalazi na povrsini bakterijskih stanica, je ukljucen u interakciju soja
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei i komponenti izvanstani¢nog matriksa poput
kolagena i fibronektina (Miljkovi¢ i sur., 2016; Miljkovi¢ i sur., 2015). AggLb pripada porodici
proteina koji se vezu na kolagen, a njegov C-terminalni kraj sadrZi 20 uzastopnih ponavljanja
koja su identi¢na ¢ak i na razini nukleotida. Delecija aggLb gena uzrokuje gubitak sposobnosti
stvaranja stani¢nih agregata, dok prekomjerna ekspresija povecava stani¢nu agregaciju,

hidrofobnost i potencijal vezanja kolagena. PCR ,,;screening™ proveden s tri seta pocetnica
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konstruiranih na temelju gena agglLb soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei
BGNJ1-64, omogucio je detekciju iste vrste gena aggLb u pet od jedanaest odabranih
Lactobacillus sojeva koji imaju sposobnost agregacije. Heterologna ekspresija aggLb gena je
potvrdila klju¢nu ulogu proteina Agglb u agregaciji stanica i specificnom vezanje na kolagen,
Sto ukazuje da Aggl.b ima korisnu probioticku funkciju u u¢inkovitoj kolonizaciji domacina i
sprjeCavanju kolonizacije patogena (Miljkovi¢ i sur., 2015).

Jedan od principa za odabir potencijalnog probiotickog soja je njegova sposobnost
adhezije na sluznicu GIT-a domac¢ina (Lahtinen i Ouwehand, 2009). Adhezija predstavlja
viSestupanjski proces koji ukljuuje medusobni kontakt stanicne membrane bakterija i
medusobnih povrsina koji je u pocetku temeljen na nespecifi¢cnim fizickim interakcijama
izmedu ove dvije povrsine (Kos i sur., 2003). Adhezija na crijevnu sluznicu sprjecava ispiranje
probiotickih stanica i omogucuje privremenu kolonizaciju, imunoloSku modulaciju 1
kompetitivnu ekskluziju patogena (Lahtinen i Ouwehand, 2009). In vivo ispitivanje mogucnosti
bakterijske adhezije je vrlo zahtjevno pa se sposobnost adhezije na crijevni epitel uglavnom
istrazuje in vitro eksperimentima koriStenjem humanih intestinalnih kultura stani¢nih linija
(Tuomola 1 Salminen, 1998). Drugi dio ovog istraZivanja bio je ispitati sposobnost probiotickog
soja Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® kompetitivne ekskluzije Gram-negativnih
patogena Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1 i Escherichia coli 3014, koristeéi

stani¢nu liniju humanog adenokarcinoma Caco-2 kao in vitro modele za crijevni epitel.

88



BB-12 Nucleii/B1-1
Nucleii/B1-12 (1h) Nucleii/Bi
C

Nucleii/ I} (1h) Nucleii/BB-12 (4h) Nucleit/BB-12 (12h)

Slika 20. Fluorescentna mikroskopija adhezije stanica Bifidobacterium animalis subsp. lactis

2 (4h) Nucleii/It1 (12h)

BB-12® na stanice Caco-2 stani¢ne linije: a) BB-12® = bakterijske stanice BB-12® (zelena
fluorescencija), jezgre/BB-12® = dvostruki fluorescentni slojevi jezgri Caco-2 stanica (plava
fluorescencija) i bakterijske stanice BB-12® (zelena fluorescencija). Fluorescentni slojevi jezgri
Caco-2 stanica (plava fluorescencija) s adheziranim stanicama bakterija BB-12® (zelena
fluorescencija) prikazani su za razlicite gustoce nacjepljivanja: b) visestruka infekcija 10 (MOI

10) i ¢) visestruka infekcija 100 (MOI 100), nakon 1, 4 i 12 h inkubacije pri uvecanju 20 x
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Slika 21. Fluorescentna mikroskopija adhezije stanica Lacticaseibacillus paracasei subsp.

paracasei na stanice Caco-2 stani¢ne linije: dvostruki fluorescentni slojevi jezgri Caco-2
stanica (crvena fluorescencija) i bakterijske stanice Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei (zelena fluorescencija) te samo bakterijske stanice Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei (zelena fluorescencija) prikazani su za razliite gustoce nacjepljivanja (MOI
2, MOI 10 i MOI 50) nakon 1, 4 i 12 h inkubacije (overlay and only green fluorescence) pri

uvecanju 20 X

Imobilizirani mucin i jednoslojna kultura Caco-2 stanica su modelni sustavi koji se
obi¢no koriste za ispitivanje adhezije probiotickih sojeva (Bani¢ 1 sur., 2018). Stoga je
sposobnost probioti¢kog soja BB-12® da se adhezira i kolonizira jednoslojni stani¢ni sloj
epitelnih stanica ljudskog epitela ispitana pomoc¢u Caco-2 stani¢ne linije. Slika 20a prikazuje
reprezentativno bojenje jezgri Caco-2 (plavo) zajedno s adheziranim stanicama BB-12®
(zeleno) koristenjem EVOS FLc Cell Imager mikroskopa. Prikazana je adhezija BB-12® stanica
na jednoslojni sloj Caco-2 stanica pri MOI 10 (slika 20b) i MOI 100 (slika 20c) nakon 1, 4 i 12
h inkubacije. Veéi broj stanica BB-12® se adhezirao na monosloj Caco-2 stanica s poveéanjem
MOI pri duljem vremenu inkubacije. Sukladno tome, najveéi adhezivni kapacitet BB-12®
postignut je pri MOI 100 i nakon 12 sati inkubacije, kada su uoceni autoagregati stanica BB-
12®, a omjer adheziranih probiotickih bakterijskih stanica prema Caco-2 stanicama bio je
35:100 (slika 20c). To je u skladu s visokom sposobnoséu agregacije BB-12® stanica $to je

prikazano na slici 4. Caco-2 stanice se uspjesSno koriste za ispitivanje sposobnosti adhezije
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bifidobakterija. Yasmin i sur. (2020) su svom radu dokazali da svi ispitani izolati iz roda
Bifidobacterium imaju dobru antikancerogenu aktivnost ispitivanjem inhibicijskih u¢inaka
bakterija na proliferaciju nekoliko stani¢nih linija raka debelog crijeva.

In vitro ispitivanje adhezije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei soja je
takoder provedeno primjenom fluorescentnog bojanja zivih stanica, adheziranih na Caco-2
stani¢nu liniju. Adhezija je ispitana pri MOI 2, 10 1 50 tijekom 1, 4 i 12 sati inkubacije (slika
21). Rezultati pokazuju da se broj adheziraih stanica povecavao tijekom vremena inkubacije pri
¢emu su najbolji rezultati dobivenu za MOI 10, dok je pri 2 nacijepljeno premalo probioticke
kulture, odnosno za MOI 50 previse. Prijasnja istrazivanja su pokazala visoke postotke adhezije
Lacticaseibacillus paracasei sojeva na Caco-2 stani¢nu liniju (Damodharan i sur., 2019;
Bengoa i sur., 2018). Soj Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei KNI9 je inhibirao
adheziju Y. enterocolitica subsp. enterocolitica na Caco-2 stanice. Kako $to je ve¢ spomenuto,
protein Agglb, koji se nalazi na povrSini bakterijskih stanica, je ukljuen u interakciju
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei i komponenti izvanstani¢énog matriksa poput
kolagena i fibronektina. Ovaj protein je takoder ukljuc¢en u kompetitivnu ekskluziju patogena
od strane Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei sojeva (Miljkovi¢ i sur., 2015).
Dodatno, za egzopolisaharid kojeg proizvodi Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei soj
se takoder pokazalo da je ukljuCen u adheziju na intestinalne epitelne stanice ¢ime smanjuje

adheziju patogene bakterije E. coli na Caco-2 stanice (Zivkovié i sur., 2016).
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Tablica 18. Kompetitivhna ekskluzija patogena Salmonella enterica Typhimurium FP1 i
Escherichia coli 3014 cells *

a) probiotickim sojem Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®

b) probioti¢kim sojem Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei

*koriStenjem Caco-2 stani¢ne linije

a
: Broj stanica test-mikroorganizama adheziranih na Caco-2
Test-mikroorganizmi stani¢nu liniju (CFU mL™)
Bez prethodne inkubacije | Uz prethodnu inkubaciju BB-
BB-12® soja 12 soja
Salmonella Typhimurium FP1 (3,62 +2,32) - 10% (9,78 £ 1,06) - 10*
Escherichia coli 3014 (6,02 +1,2) - 10 (1,16 £0,21) - 10
b)
Broj stanica test-mikroorganizama adheziranih na Caco-2
Test-mikroorganizmi stani¢nu liniju (CFU mL™?)
Bez prethodne inkubacije | Uz prethodnu inkubaciju Lb.
Lb. paracasei soja paracasei soja
Salmonella Typhimurium FP1 (7,27 + 1,43) - 10 (1,31 +6,67) - 10%
Escherichia coli 3014 (3,01 £ 1,43) - 10% (4,67 £0,29) - 10%°

3 Razligito slovo oznadava statisti¢ki zna¢ajnu (P<0,05) razliku unutar istog stupca

Sposobnost probiotickih bakterija da se adheziraju na humane epitelne stanice ili
sluznicu posljedica je njihove sposobnosti da blokiraju mjesta vezanja za patogene (Garcia-
Gonzales 1 sur., 2018). Ucinak je povezan sa svojstvima probiotickog soja i sposobnoséu
adhezije patogena. Koriste¢i Caco-2 stani¢nu liniju, ispitivan je broj adheziranih stanica BB-
12® prije dodavanja patogena i sposobnost kompetitivne ekskluzije patogena. Priblizno se 5 -
10° CFU mL! stanica BB-12® adheziralo na stanice Caco-2 stanice od 3 - 10° CFU mL
dodanih. Ispitivanje ekskluzije je provedeno kako bi se procijenilo da li je prethodno inkubiran
probiticki soj sposoban sprijeciti adheziju patogena na epitelne stanice. Rezultati pokazuju da
adhezija soja BB-12® na Caco-2 stani¢nu liniju smanjuje vezivanje S. Typhimurium FP1 za
otprilike 1,5 log CFU mL™* (p <0,05), dok ekskluzija stanica E. coli 3014 nije bila statisti¢ki
znacajna (otprilike 0,71 log CFU mL™) (tablica 18a). Uzimajuéi u obzir dobivene rezultate
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adhezije, koji su dokazani elektronskom mikroskopijom s kapacitetom ekskluzije te
koagregaciju s ispitivanim patogenima, probioticki soj BB-12® ima utjecaj na sposobnost
adhezije i mogao bi smanjiti negativne u¢inke oba patogena soja, S. Typhimurium FP1 i E. coli
3014.

U slucaju ispitivanja sposobnosti kompetitivne ekskluzije patogena probiotickog soja
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, rezultati su pokazali da adhezija soja
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei na Caco-2 stani¢nu liniju smanjuje vezivanje E.
coli 3014 za 1,81 log CFU mL, a vezanje stanica S. Typhimurium FP1 za 1,85 log CFU mL"
1 (p <0,05) (tablica 18b).

Jankowska i sur. (2008) su objavili rezultate u kojima Lacticaseibacillus paracesei
IBB2588 soj inhibira vezanje test-mikroorganizma Salmonella enterica na Caco-2 stani¢nu
linijju. Njihovo istrazivanje je pokazalo da se kolonizacija laktobacila odvija uglavnom u
intestinalnim kriptama, dok se patogene bakterije susrecu uglavnom s gornjim dijelom crijevnih

resica i zbog toga se adheziraju na diferencirane enterocite stvarajuéi takozvani obrub cetke.
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5. ZAKLJUCCI

1. Fenotipskim i genotipskim metodama je potvrdena prisutnost dodanih probiotickih
kultura Bifidobacterium animalis subsp. lactis® odnosno Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei u djec¢joj hrani i hrani za posebne medicinske potrebe.

2. Ispitivanjem osjetljivosti na antibiotike koriStenih i izoliranih probioti¢kih kultura,
dobiveni su rezultati koji su u skladu s EFSA-inim smjernicama.

3. Sva tri matriksa dje¢je hrane su imala podjednako dobar zastitni utjecaj tijekom
izlaganja BB-12® probiotickog soja simuliranim uvjetima GIT-a pri ¢emu je
prezivljavanje stanica bilo za 2,5 log jedinice veée nego kod ciste kulture. U slucaju
probioticke bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, obje kulture (Cista
liofilizirana 1 izolirana iz hrane za posebne medicinske potrebe) su vrlo uspjesno
prezivjele nepovoljne uvjete, ali nije bilo znacajnijeg utjecaja hrane za posebne
medicinske potrebe na protektivni u¢inak.

4. Stanice BB-12® su pokazale dekonjugacijsku aktivnost tijekom rasta u mediju uz
dodatak natrijevog taurokolata, a minimalno veca aktivnost je uocena kod kulture
izolirane iz instant pahuljica od rize i voca. Isti matriks je povecao i asimilaciju
kolesterola za 18 %, a instant pahuljice od pSenice za 13 %. Kod kulture
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei takoder postoji minimalan utjecaj hrane
za posebne medicinske potrebe na dekonjugacijsku aktivnost, ali je asimilacija
kolesterola povecana za 16,4 %.

5. U ispitivanju antagonistickog djelovanja stanica BB-12® prema Gram-pozitivnim
bakterijama metodom s dvostrukim slojem, stanice tog soja u djecjoj hrani su iskazale
srednji ili jaki inhibicijski u¢inak dok su stanica soja iz liofilizirane kulture uglavnom
pokazale slabu ili srednju inhibiciju §to znaci da proizvodni matriksi djecje hrane
pojacavaju inhibicijsko djelovanje. Kod bakterije Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei koja je pokazala slabu inhibiciju, nije uo¢en niti zna¢ajan utjecaj matriksa na
antimikrobno djelovanje.

6. Prilikom ispitivanja antagonistickog djelovanja stanica BB-12® prema test-
mikroorganizmima metodom difuzije u agar, ve¢i promjeri inhibicije Su postignuti za
stanice u Cistoj liofiliziranoj kulturi nego iz dje¢je hrane zbog otezane difuzije
antimikrobnih metabolita. U slucaju stanica Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei je postignut obrnuti rezultat sto znac¢i da je hrana za posebne medicinske
potrebe pojacala inhibicijsko djelovanje soja.
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7.

10.

11.

I matriks djecje hrane i1 hrane za posebne medicinske potrebe su pojacali antimikrobni
ucinak soja BB-12® odnosno Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei prilikom
ispitivanja inhibicije rasta test-mikroorganizama i BMK turbidimetrijskom metodom
Sto moze biti posljedica poticanja metabolicke aktivnosti 1 proizvodnje antimikrobnih
metabolita u prisutnosti matriksa.

Proizvodni matriksi nisu imali signifikantni utjecaj na stupanj autoagregacije kultura
BB-12% i Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. Instant pahuljice od rize i
instant pahuljice od rize s vo¢em te hrana za posebne medicinske potrebe su utjecali na
znaCajnije veéi postotak koagregacije probiotickih kultura sa srodnim BMK te
primijenjenim test-mikroorganizmima.

Adhezija stanica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® na fibronektin i
kolagen je ucinkovitija od adhezije na laminin, dok nije bilo znacajnije razlike izmedu
adhezija na fibronektin i kolagen, a medijatori adhezije na ECM su neproteinske prirode.
U slucaju kulture Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, kod svih proteina je
doslo do smanjenja adhezije nakon tretmana proteinazom K, a najveca adhezija je
zabiljeZena na laminin.

Dokazano je da se Caco-2 stani¢ne linije mogu uspje$no Kkoristiti za ispitivanje
sposobnosti adhezije koriStenih bakterija pri ¢emu je najveci adhezivni kapacitet BB-
12® postignut pri MOI 100 i nakon 12 sati inkubacije, a u slu¢aju stanica
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je najveci kapacitet postignut pri MOI
10.

Ista stani¢na linija je koriStena za ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogena pri cemu
je adhezija soja BB-12® na Caco-2 stani¢nu liniju smanjila vezivanje S. Typhimurium
FP1 za otprilike 1,5 log jedinicu, dok ekskluzija stanica E. coli 3014 nije bila statisticki
znacajna. Adhezija soja Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei je smanjila
vezivanje E. coli 3014 za 1,81 log jedinicu, a vezanje S. Typhimurium FP1 za 1,85 log

jedinicu.
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poljoprivredu i Sumarstvo, istraZzivanje mora, pomorstva i unutarnjih voda i bioekonomiju,
Povjerenstvo za izradu Zakona o prehrambeno tehnoloskoj, biotehnoloSkoj 1 nutricionisti¢koj
djelatnosti, Technical and Regulatory Group of European Federation of Bottled Water work
group Highly mineralised natural mineral water, Zajednica proizvodaca dodataka prehrani pri

HGK, Koordinacija proizvodac¢a medicinske prehrane pri HUP-u i Upravni odbor PBN-a.

Koordinatorica je aktivnosti Belupa u provodenju dva istrazivacko-razvojna projekta
sufinancirana bespovratnim EU sredstvima iz Fonda za regionalni razvoj: Projekt Instituta
Ruder Boskovi¢ i Belupa ,,Razvoj inovativnih formulacija klinicke prehrane* i projekt Djecje
bolnice Srebrnjak, Belupa i Podravke ,Razvoj personaliziranog koncepta redukcije

prekomjerne 1 odrzavanje zdrave tjelesne mase kod kroni¢nih bolesti djece 1 odraslih®.
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Mihaljevi¢-Herman, V., Bendelja, Savi¢ Mlakar, A., Durgo, K., Kos, B., Sugkovié, J. (2019)
Influence of dehydrated wheat/rice cereal matrices on probiotic activity of Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB-12®. Food Technol. Biotech. 57(2), 147-158.
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