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1. UVOD

Osim §to osigurava osnovne hranjive tvari za dojence, majc¢ino mlijeko je izvor prvih
bakterija koje koloniziraju gastrointestinalni trakt i dodatno poboljSavaju zdravlje dojenceta te
pomaze u formiranju imunosustava (Lyons i sur., 2020). Mikrobiota maj¢inog mlijeka
naseljava se mikrobnom populacijom maj¢ine koze, usta dojenceta i prijenosom iz majcinog
gastrointestinalnog trakta. Najzastupljeniji bakterijski rodovi u maj¢inom mlijeku su
Staphylococcus 1 Streptococcus, medutim pronadeni su i mnogi drugi rodovi ukljucujuci
Lactobacillus, Bifidobacterium i Bacteroides. Sastav mikrobiote maj¢inog mlijeka vrlo je
promjenjiv i ovisi o visestrukim ¢imbenicima, izmedu ostalog, zemljopisnog polozaja, na¢ina
poroda, okolisa, prehrane majke i sastava mlijeka (Demmelmair i sur., 2020).

Laktacijski mastitis obi¢no ima infektivno podrijetlo te se glavnim uzro¢nikom smatra
Staphylococcus aureus, medutim Staphylococcus epidermidis pojavljuje se kao vodeci
uzro¢nik, osobito subakutnog i kroni¢nog mastitisa. Antibioti¢ka rezistencija i/ili stvaranje
biofilma vrlo je Cesta medu klini¢kim izolatima ovih dviju vrsta stafilokoka te nije ¢udno da je
veliki udio Staphylococcus vrsta koje uzrokuju mastitis otporno na terapiju antibioticima
(Jiménez i sur., 2008). Povecana ucestalost rezistencije na antibiotike kod uzro¢nika kljuéni je
uzrok zabrinutosti, $to dovodi do potrebe za razvojem novih terapija. U tom su smislu,
probiotici i bakteriocini pokazali potencijal kao alternativni tretmani u lijeCenju mastitisa
(Angelopoulou i sur., 2018).

Cilj ovog rada bio je ispitati potencijal antimikrobnog djelovanja Lactiplantibacillus
plantarum sojeva izoliranih iz maj¢inog mlijeka prema sojevima S. epidermidis i S. mitis koji
su uzroc¢nici subakutnog i kroni¢nog mastitisa. Preliminarno, kako bi se utvrdila postojanost
fenotipske rezistencije S. epidermidis na antibiotike, provedena je disk-difuzijska metoda.
Nadalje, za ispitivanje inhibicijskog djelovanja L. plantarum sojeva iz maj¢inog mlijeka prema
odabranim sojevima, provedena je metoda radijalnih crta, a za ispitivanje inhibicije formiranja
biofilma provedena je inkubacija stani¢nih kultura S. epidermidis i S. mitis sa supernatantima
kulture L. plantarum sojeva. Za daljnju karakterizaciju antimikrobne aktivnosti, ispitana je
inhibicija rasta S. epidermidis metodom rupama u agaru inokulacijom supernatanata tijekom
razli¢itih faza rasta odabranih L. plantarum sojeva. Obzirom da se antimikrobno djelovanje
Cesto objasnjava sintezom specifiénih metabolita, bakteriocina, provedena su i preliminarna
ispitivanja moguce inhibicijske aktivnosti bakteriocina podvrgavanjem supernatanta kulture L.
plantarum sojeva enzimskim i toplinskim tretmanima te je zatim provedena difuzijska metoda

s rupama u agaru kako bi se utvrdila inhibicija.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. MAJCINO MLIJEKO KAO POTENCIJALNI 1ZVOR PROBIOTIKA

Maj¢ino mlijeko je bioloska tekucina kompleksnog sastava prilagodena u svrhu
zadovoljenja prehrambenih potreba dojenceta koje brzo raste. Osim toga, modificira imunosni
sustav dojenceta i osigurava odredeni stupanj zastite od patogena. Ovi ucinci odrazavaju
sinergijsko djelovanje mnogih bioaktivnih molekula prisutnih u kolostrumu i zrelom mlijeku,
ukljuujué¢i imunokompetentne stanice, imunoglobuline, masne kiseline, poliamine,
oligosaharide, lizozim, laktoferin i druge glikoproteine te antimikrobne peptide koji inhibiraju
rast patogena pojedina¢no, aditivno i/ili sinergijski (Fernandez i sur., 2013). Maj¢ino mlijeko
optimalna je hrana za novorodenc¢ad i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) ga preporucuje
kao isklju¢ivu hranu do najmanje 6 mjeseci starosti. Prva faza laktacije (prvih nekoliko dana
postnatalno) osigurava kolostrum, malu koli¢inu imunoloski bogate tvari, ¢ija je primarna uloga
prijenos imunosnih faktora i trofi¢ko pripremanje crijeva dojenéadi (Granger i sur., 2021).
Takoder, mlijeko zdravih Zena moZe se smatrati izvorom potencijalno probiotic¢kih ili
bioterapeutskih bakterija s ulogom u zastiti majki i/ili dojencadi od raznih vrsta alergijskih,
upalnih ili zaraznih bolesti (Fernandez i sur., 2013).

Probiotici se definiraju kao Zivi mikroorganizmi (bakterije ili kvasci) koji, ako su
primjenjeni u adekvatnoj koncentraciji, imaju mnoge povoljne u¢inke na zdravlje domacina.
Medu poznatim probioti¢kim mikroorganizmima, bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) i bakterije
iz roda Bifidobacterium imaju dugu povijest sigurne uporabe (de Melo Pereira i sur., 2018).
Probioti¢ki mikroorganizmi mogu se izolirati iz niza izvora, a do sad su najcesce izolirani iz
mlije¢nih proizvoda (mlijeko, jogurt, sir itd.), fermentiranog mesa, ribe, zitarica, voca i povrca
te koze, gastrointestinalnog trakta ili usne Supljine zdravih Zivotinja i ljudi. Jedan od
potencijalnih novih izvora za izolaciju probiotickih bakterija je i maj¢ino mlijeko (Malik i sur.,
2019).

Posljednjih godina, problemi povezani sa Sirenjem rezistencije na antibiotike medu
patogenim bakterijama te porast alergijskih i upalnih bolesti u razvijenim zemljama, doveli su
do povecanog interesa za probiotike. Posebno su zanimljive probioticke bakterije koje su
izvorno izolirane iz maj¢inog mlijeka jer ispunjavaju neke od glavnih kriterija koji su opéenito
vazni za izbor probiotika, poput ljudskog podrijetla, povijesti sigurne uporabe kod posebno
osjetljive populacije (dojencad) te prilagodba na sluznicu i mlijecne supstrate (Fernandez i sur.,
2013).



2.1.1. Sastav mikrobiote maj¢inog mlijeka

Povijesno gledano maj¢ino mlijeko se smatralo gotovo sterilnom teku¢inom, medutim ova
tvrdnja se pokazala neto¢nom tijekom godina istrazivanja (Gomez-Gallego i sur., 2016).
Majc¢ino mlijeko pokazalo se kao izvor niza bakterijskih vrsta, vlastitog jedinstvenog
mikrobioma, ukljucujuéi korisne, komenzalne i potencijalno probioti¢ke bakterije (Lyons i sur.,
2020). Podrijetlo mikrobiote majc¢inog mlijeka ve¢ je neko vrijeme predmet rasprave. Moguce
podrijetlo ukljucuje bakterije s maj¢ine koze i usne Supljine dojenceta, gdje je dokazano da
tijekom sisanja dolazi do visokog stupnja retrogradnog protoka natrag u zlijezde dojke. U novije
vrijeme, istrazivanja su pokazala kako je izvor bakterija maj¢in probavni trakt, pri ¢emu
bakterije prelaze iz crijevne mikrobiote majke do mlije¢nih Zlijezda pomoc¢u dendritickih
stanica koje prodiru u crijevni epitel i prenose bakterije kroz cirkulacijski sustav do mlije¢nih
zlijezda (slika 1). Ovo saznanje je vazno zbog moguénosti manipulacije maj¢inom mikrobiotom
§to u konacnici moze koristiti za optimiranje mikrobiote maj¢inog mlijeka (Murphy i sur.,
2017).
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Slika 1. Potencijalni izvori bakterija prisutnih u maj¢inom mlijeku (prema Fernandez i sur.,
2013)



Metagenomskom analizom majéinog mlijeka i sekvencioniranjem ukupne DNA pokazalo
se da majc¢ino mlijeko sadrzi vise od 360 prokariotskih rodova, s Proteobacteria i Firmicutes
kao prevladavaju¢im koljenima, te Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. i Streptococcus
spp. kao prevladavaju¢im rodovima (Ward i sur., 2013). Sastav mikrobiote majc¢inog mlijeka
pod utjecajem je maternalnih faktora te se primjecuje zna¢ajna promjena u sastavu u razli¢itim
Staphylococcus, Streptococcus i Lactococcus. Znacajan porast rodova Veillonella, Prevotella i
Leptotrichia zabiljeZzena je od prvog do Sestog mjeseca nakon poroda. Takoder, jedni od
najistaknutijih rodova tijekom cijelog razdoblja laktacije su Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus te Bifidobacterium (Rautava, 2016). Promjene mikrobiote majc¢inog mlijeka
uzrokuju mnogi ¢imbenici poput dobi, prehrane, zdravstvenog stanja majke, indeksa tjelesne
mase, genetike majke te demografskih i okolisnih ¢imbenika te to sve ima utjecaj na
kolonizaciju crijeva, zastitu od patogena, probavu, metabolizam te neuroendokrini i imunosni

razvoj dojenceta i zdravlje majke (Fernandez i sur., 2020).

2.1.2. Probioticki potencijal BMK iz maj¢inog mlijeka

Pocetkom 21. stolje¢a dokazana je prisutnost BMK u ljudskom mlijeku te je potvrden njihov
probioticki potencijal (Lara-Villoslada i sur., 2007). Probioticki potencijal Lactobacillus vrsta
izoliranih iz maj¢inog mlijeka slian je potencijalu sojeva koji se koriste kao probioticki
pripravci u medicini (Lubiech i Twaruzek, 2020). Takoder je pokazano da neke bakterije
prisutne u ljudskom mlijeku mogu poboljsati funkciju crijevne barijere povecanjem
proizvodnje mucina. Medutim, smatra se da je kompeticija s patogenim bakterijama za hranjive
tvari i za vezna mjesta na epitelnim stanicama vjerojatno jedan od glavnih mehanizama
probiotickih bakterija (Lara-Villoslada i sur., 2007). Sojevi Lactobacillus vrsta, kao $to su L.
gasseri, L. fermentum i L. salivarius, izolirani iz mlijeka zdravih majki pokazali su da je njihov
probioticki potencijal slican onom Koji pokazuju sojevi koji se u praksi koriste kao komercijalni
probioticki proizvodi. Takoder, komenzalne bakterije izolirane iz maj¢inog mlijeka istrazuju se
radi potencijala koji imaju kao bakterioterapijska sredstva za prevenciju infekcija dojki
(Jiménez 1 sur., 2008).

Antimikrobni u¢inak Lactobacillus vrsta prvenstveno je povezan s proizvodnjom organskih
kiselina, poput mlijecne kiseline, octene kiseline, propionske kiseline te vodikovog peroksida,
bakteriocina 1 antimikrobnih peptida. Lactobacillus vrste proizvode organske Kkiseline

heterofermentativnim metabolickim putom te Kiseline stupaju u interakciju sa stani¢nom



membranom i induciraju unutarstani¢nu acidifikaciju i denaturaciju proteina. Antibakterijski
ucinak mlijecne kiseline uzrokovan je fizioloskim i morfoloskim promjenama izazvanim u
bakterijskoj stani¢énoj membrani, $to uzrokuje istjecanje stani¢nog sadrzaja (Sharma i sur.,
2017). Nadalje, bakterije izolirane iz majéinog mlijeka takoder mogu poboljsati otpornost
protiv infekcija indukcijom sazrijevanja citotoksicnih Thl stanica. Zanimljivo je da
Lactobacillus u ljudskom mlijeku moze pojacati otpustanje Th1 citokina i TNF-a, te aktivirati
NK stanice, CD4+ i CD8+ T-stanice i regulatorne T-stanice. Osim toga, komenzalne bakterije
u ljudskom mlijeku, kao $to su Lactobacillus vrste, imaju sposobnost adhezije na crijevne
stanice, $to ukazuje na ve¢u mogucénost kolonizacije korisnih bakterija u crijevima dojene djece
(Carr i sur., 2021). Takoder je zabiljeZzen pozitivan ucinak Lactobacillus vrsta u prevenciji i
lijeCenju mastitisa kod Zena te sojevi izolirani iz majc¢inog mlijeka imaju potencijalnu primjenu
u lijeenju mastitisa. Nadalje, pokazalo se da oralni unos Lactobacillus vrsta izoliranih iz
majc¢inog mlijeka, uc¢inkovito smanjuje mastitis tijekom laktacije uzrokovan Staphylococcus
vrstama (Lubiech i Twaruzek, 2020).

2.2. ULOGA S. epidermidis U POJAVI MASTITISA KOD DOJILJA

Mastitis, odnosno upala tkiva dojke, je akutno, devitalizirajue stanje te potencijalno
ozbiljna bolest koja moze dovesti ¢ak i do apscesa dojke te septi¢ke groznice. Primarni uzrok
mastitisa najcescée je zastoj mlijeka te se javlja kada mlijeko nije pravilno uklonjeno iz kanala
dojke. Vecina slucajeva mastitisa povezana je s promjenama u mikrobioti mlije¢nih zlijezda te
je tako drugi glavni uzrok nastanka mastitisa infekcija (Angelopoulou i sur., 2018). Mastitis je
Cesta bolest tijekom dojenja te je incidencija pojave mastitisa medu dojiljama izmedu 3 i 33 %.
Iako se bolest moze javiti u bilo kojem trenutku tijekom razdoblja laktacije, izmedu 751 95 %
slucajeva javlja se unutar prvih 12 tjedana nakon poroda, a ucestalost je znatno veca tijekom
drugog i tre¢eg tjedna nakon poroda (Jiménez i sur., 2008).

Unato¢ tome $to su dio komenzalne mikrobiote majc¢inog mlijeka, Staphylococcus i
Streptococcus vrste cesto se nalaze u maj¢inom mlijeku Zena koje boluju od mastitisa. Tako se
pokazalo da je S. aureus ¢esto glavni uzro¢nik akutnog mastitisa, dok se S. epidermidis pokazao
kao dominantna vrsta odgovorna za subakutni i kroni¢ni mastitis. Nekoliko ¢imbenika moze
pridonijeti mikrobioloskoj neravnotezi koja pogoduje prekomjernom bakterijskom rastu
mikrobiote u mlije¢nim zlijezdama te u takvim slucajevima disbioze, dolazi do prekomjernog
rasta S. aureus i S. epidermidis (Bergmann i sur., 2014). Maj¢ino mlijeko obi¢no sadrzi izmedu

100 i 1000 CFU/ml bakterija, medutim kod pojave mastitisa dolazi do prevladavanja



zastupljenosti jedne ili dvije vrste, a broj bakterija se povecava i do milijun CFU/mL. Simptomi
klasi¢nog, akutnog mastitisa pripisuju se toksinima koji proizvode bakterije, a ukljucuju bolove
tijekom dojenja, crvenilo dojke i poviSenu temperatura. U slucajevima subakutnog mastitisa,
za Ciju pojavu je odgovoran uglavnom S. epidermidis, javlja se samo lokalna bol u dojci ili se
proizvodi manje mlijeka (Demmelmair i sur., 2020).

Neovisno o vrsti, sojevi koji uzrokuju mastitis obi¢no pokazuju dva zajedni¢ka svojstva:
otpornost na meticilin i druge antibiotike te visoku sposobnost stvaranja biofilma. Ova svojstva
objasnjavaju slabu uspjesnost lijeCenja mastitisa antibioticima te razlog zbog kojeg mastitis
postaje rekurentna ili kroni¢na infekcija. Zbog toga je posebno privlacan razvoj novih strategija
temeljenih na terapiji probiotickim bakterijama za sprjecavanje ili lijeCenje disbioze kao
alternativa ili nadopuna terapiji antibioticima (Jiménez i sur., 2008).

2.2.1. Formiranje bakterijskog biofilma kod mastitisa

Koagulaza-negativni stafilokoki te S. mitis i S. salivarius prirodni su bakterijski stanovnici
ekosustava dojke tijekom dojenja. U fizioloskim uvjetima, ove bakterijske vrste stvaraju tanki
sloj biofilma koji oblaze epitel mlije¢nih kanala, omogucuju¢i neometan protok majéinog
mlijeka. Razli¢iti ¢imbenici mogu pogodovati prekomjernom rastu takvih bakterijskih vrsta, Sto
dovodi do subakutnog ili subklini¢kog mastitisa. Buduc¢i da koagulaza-negativni stafilokoki te
S. mitis i S. salivarius ne proizvode toksine odgovorne za akutni mastitis, nema sistemskih
simptoma i, op¢enito, lokalni simptomi dojke su blazi, a crvenilo dojke nije prisutno. Medutim,
u specificnim uvjetima, bakterije mogu stvoriti guste biofilmove unutar kanali¢a i upalu epitela
dojke, sto u konacnici moze uzrokovati potpuno ispunjavanje mlije¢nih kanala formiranim
bakterijskim biofilmovima, ometajuéi ili blokirajuci protok mlijeka i dovode¢i do nadutosti
dojke (slika 2) (Rodriguez i Fernandez, 2017).

nedovoljno dijagnosticirano
. Nema proizvodnje toksina == Nema crvenila dojke/nema sistemskih simptoma
Infekcija _ Gusti biofilmovi _
Upala Rezistencija na antibiotike |—> Tendencija za kronicni/rekurentni mastitis

Kolonizacija dojke
IgA proteaze

Molekularni mimetizam
% > Lokalni simptomi:

nadutost dojki, bol,
@ —_— @ @ grcevi, smanjena
sekrecija

Subakutna upala

Slika 2. Shematski prikaz etiopatogeneze subakutnog mastitisa (prema Rodriguez i
Fernandez, 2017)
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S. epidermidis obi¢no je bezopasna komenzalna bakterija koja je znacajno zastupljena u
mikrobioti Covjeka. Medutim, u odredenim uvjetima, S. epidermidis moze prijeéi iz
kolonizacijske u invazivnu aktivnost. S. epidermidis ima svojstva oportunisti¢kog patogena jer
ima sposobnost formiranja biofilma (Biittner i sur., 2015). Medu mnogim vrstama infekcija
koje mogu biti uzrokovane stafilokoknim vrstama, one povezane s biofilmom najteze je lijeciti
zbog povecane otpornosti stafilokoka na imunosni odgovor domacina te na lijeCenje
antibioticima. Nakon poc¢etnog stvaranja biofilma, imunosni sustav domacina aktivira signalne
mehanizme obrane od bakterija, sto dovodi do ostec¢enja tkiva domacina koje dodatno pogoduje
razvoju biofilma (Schilcher i Horswill, 2020). Uobicajeno, proces stvaranja biofilma moze se
podijeliti na najmanje tri koraka. Tijekom faze inicijalne adhezije, bakterije prianjaju na
povrsinu koju koloniziraju, dok tijekom faze sazrijevanja, bakterije uspostavljaju
trodimenzionalnu, viSestani¢nu i viSeslojnu strukturu u kojoj veéina bakterija nema izravan
kontakt s povrSinom (slika 3). S. epidermidis, dakle, moze ponovno osloboditi stanice iz
biofilma, a vjeruje se da upravo te oslobodene stanice omogucuju bakteriji S. epidermidis da

stvori novi biofilm (Biittner i sur., 2015).

a) planktonske bakterije ekstracelularni matriks

\
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b)inicijana adhezija c) mikro-kolonija

A) Planktonske bakterije se nasumicno krecu. B) Planktonske bakterije prianjaju na povrsinu. C) Stvaranje mikro-

kolonija. D) Razvoj zrelog biofilma. E) Biofilm se raspada, a bakterije se ponovno slobodno i nasumic¢no kre¢u

Slika 3. Od planktonskog rasta bakterija prema formiranju biofilma (prema Ma i sur., 2022)



Utvrdeno je da je vecina sluCajeva mastitisa povezana s promjenama sastava mikrobne
populacije mikrobiote mlije¢ne Zlijezde i da vecina bakterija koje uzrokuju mastitis imaju
sposobnost stvaranja biofilma u mlije¢nim kanalima koji su prili¢no uski. To na koncu dovodi
do poremecaja protoka mlijeka i zadrzavanja mlijeka u mlijecnim Zlijezdama te posljedi¢no do
pojave mastitisa. Takoder je poznato da je 25 % majki koje prekinu dojenje zbog mastitisa u
jednom trenutku veé¢ primalo terapiju antibioticima 2-4 tjedna, medutim s niskom razinom
ucinkovitosti terapije (Angelopoulou i sur., 2018).

Probioti¢ke bakterije se uspjeSno koriste za suzbijanje rasta stafilokoka kod ljudi na
povrSinama sluznica. Nasuprot tome, suzbijanje ve¢ formiranih stafilokoknih biofilmova jo$
uvijek je na eksperimentalnoj razini. Buduc¢i da se terapija u stvarnom klini¢kom scenariju
obi¢no mora baviti ve¢ postoje¢im biofilmovima, u¢inak na smanjenje ve¢ postojeceg biofilma
bio bi iznimno vrijedan. Alternativno, inhibicijski u¢inak na rast i stvaranje novih biofilmova
mogao bi igrati vaznu ulogu za sprjecavanje nastanka biofilma. Iz tog razloga, probioticke
bakterije, ili antimikrobne tvari koje one izlu¢uju, mogu se koristiti i u preventivne i u terapijske

svrhe (Frickmann i sur., 2018).

2.3. BAKTERIOCINI KAO FUNKCIONALNE MOLEKULE PROBIOTICKIH
SOJEVA

Otkrice antibiotika predstavlja jedno od najvecih postignué¢a u medicini i lijeCenju zaraznih
bolesti te je uvelike poboljsalo kvalitetu Zivota i produljilo zivotni vijek diljem svijeta.
Medutim, antibioticka rezistencija pojavila se ve¢ nekoliko godina nakon pocetka uporabe
antibiotika te njeno kontinuirano Sirenje predstavlja veliki zdravstveni problem.
Multirezistencija, pa ¢ak i pan-rezistencija na glavne klase antibiotika koji se obi¢no koriste u
klinickoj praksi sve se vise primjecuje, kako za gram-pozitivne bakterije, tako i za gram-
negativne bakterije. Medutim, u utrci protiv antibioti¢ke rezistencije vrlo je vazan razvoj novih
antibiotika te drugih antimikrobnih spojeva (Simons i sur., 2020). Kako bi se do§lo do novih
potencijalnih antimikrobnih spojeva, istraZeni su brojni prirodni resursi, ukljucujuci biljke,
zivotinje 1 brojne mikroorganizme. Na taj su nacin iz bakterija koje posjeduju antagonisticku
aktivnost izolirani bakteriocini, koji su pokazali mnoga obecavaju¢a antimikrobna svojstva
protiv razli¢itih bakterijskih, fungalnih i virusnih vrsta te prirodno rezistentnih struktura poput
bakterijskih biofilmova, zbog ¢ega se smatraju moguc¢om alternativom antibioticima u lijecenju

bolesti uzrokovanih bakterijama rezistentnim na antibiotike (Hassan i sur., 2012).



Svojstvo da zivi organizmi proizvode antagonisticke spojeve ocuvana je karakteristika
tijekom evolucije. Bakteriocini su ribosomski proizvedeni antimikrobni peptidi iz bakterija,
koji mogu, a i ne moraju biti modificirani posttranslacijskim modifikacijama te se transportiraju
u izvanstani¢ni medij. Bakteriocini koje proizvode BMK su posebno zanimljivi zbog duge
povijesti sigurne uporabe i probiotickih svojstava mnogo sojeva iz skupine BMK (Alvarez-
Sieiro i sur., 2016). Pozeljno svojstvo probiotickog soja je i sposobnost da proizvodi
antimikrobne tvari, bas kao $to su bakteriocini koji nude potencijal za ostvarivanje prednosti u
konkurenciji za hranjive tvari i kolonizaciji gastrointestinalnog trakta. Poznati su bakteriocini
koje proizvode gram-pozitivne bakterije i bakteriocini koje proizvode gram-negativne
bakterije. Bakteriocini koje proizvode gram-pozitivne bakterije mogu se podijeliti u Cetiri
razreda. Klasa I su lantibiotici i glavni predstavnik ove skupine je nizin. Klasa | predstavlja
termostabilne peptide vrlo male molekulske mase (<5 kDa) te ju karakterizira prisutnost
lantionina i njegovih derivata u strukturi bakteriocina. Klasa Il obuhva¢a male termostabilne
peptide (<10 kDa) podijeljene u tri podklase: Ila (pediocin i enterocin), Il1b (laktocin G) i lic
(laktocin B). Klasu Il predstavljaju termolabilni peptidi velike molekulske mase (>30 kDa)
kao §to su helveticin J, dok klasa IV sadrzi velike peptide u kompleksu s ugljikohidratima ili
lipidima (Balciunas i sur., 2013).

Smatra se da L. plantarum proizvodi najmanje 6 razli¢itih bakteriocina koji generalno
pripadaju Klasi Il. Plantaricini inhibiraju Sirok raspon bakterija, ukljucujuéi njihove prirodne
konkurente L. plantarum vrsta i druge bakterije poput Pediococcus, Carnobacteria, Clostridia
i Propionibacterium. Plantaricini JK, EF djeluju kao sinergijski peptidi i dugi su 30 odnosno
40 aminokiselinskih ostataka. Djeluju sa strogom specifi¢nos¢u i bilo koja druga kombinacija,
osim JK i EF, dovodi do potpunog gubitka sinergije. Plantaricin S je dvopeptidni sustav izoliran
iz sojeva L. plantarum te peptidi koji izgraduju plantaricin sadrze 26 i 27 aminokiselinskih
ostataka. Jo§ jedan dvopeptidni bakteriocin je plantaricin W koji se sastoji od proteinskih
molekula Plwa i Plwb. Ove komponente bakteriocina sastoje se od 29 i 32 aminokiselinska
ostatka (Zacharof i Lovitt, 2012).

2.3.1. Biosinteza bakteriocina gram-pozitivnih bakterija

Kemijske i trodimenzionalne strukture bakteriocina, kao i njihovi biosintetski putevi mogu
biti vrlo razli¢iti. Genetske determinante za proizvodnju bakteriocina u gram-pozitivnim
bakterijama mogu se sastojati od samo dva ili ¢ak 21 gena. Nadalje, neki bakterijski sojevi

mogu proizvesti i vise od jednog bakteriocina. Vecina bakteriocina, s izuzetkom odredenih



klasa kao $to su botromicini i bakteriocini bez vodecih sekvenci, proizvode se kao prekursori s
N-terminalnim vodec¢im peptidom koji se uklanja proteazom kako bi se dobio zreli bakteriocin.

Bioloska aktivnost prekursora znatno je niza od one zrelog bakteriocina (Acedo i sur., 2018).

Aktivni bakteriocin o .
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Slika 4. Stani¢ni mehanizmi prijenosa bakteriocina preko stani¢ne ovojnice gram-

pozitivnih bakterija (prema Simons i sur., 2020)

Nekoliko gena ukljuceno je u proizvodnju klase I bakteriocina gram-pozitivnih bakterija
(npr. nizina) i opéenito se u genomu pojavljuju kao klasteri koji sadrze strukturne, regulatorne,
modifikacijske, transportne gene te gene autoimuniteta. Sto se ti¢e bakteriocina klase 11, nikakvi
specijalizirani posttranslacijski geni nisu ukljuceni u biosintetski put, a sazrijevanje se opcenito
dogada istodobno s transportom (slika 4). Kod nekih bakteriocina, na ribosomima se najprije
sintetizira prepeptid sastavljen od N-terminalnog vodeceg peptida i C-terminalnog prepeptida.
Pokazalo se da vodec¢i peptid igra klju¢nu ulogu u sazrijevanju bakteriocina klase 1. Neki
bakteriocini klase II sadrze sek-ovisan N-terminalni vodeci peptid koji je neophodan za njihov
transport putem sekretornog sek-puta (slika 4). U drugim slucajevima, transport formiranog
prepeptida i cijepanje vodeceg peptida odvija se pomocu jednog proteolitickog enzima Koji
pripada obitelji ABC transportera. Podklase bakteriocina Ila i 1lb mogu koristiti specijalizirane
proteine sazrijevanja i sekrecije ABC transportera (AMS) koji mogu istodobno transportirati i
cijepati vodeci peptid (slika 4) (Simons i sur., 2020).
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Mnoga su istrazivanja pokazala da je sinteza bakteriocina regulirana mehanizmom quorum
sensing. U ovom regulatornom sustavu, bakterije spontano sintetiziraju i otpustaju signalnu
molekulu, takozvani autoinduktor, te osjecaju promjene u koncentraciji autoinduktora i shodno
tome reguliraju odgovor drugih bakterija. Pomoc¢u ovog sustava bakterijske stanice razmjenjuju
informacije te je poznato da je ekstracelularna koncentracija autoinduktora u pozitivnoj
korelaciji s gustocom stanica. Kada se postigne odredena koncentracija, pokrece se ekspresija
povezanih gena kako bi se stanice prilagodile na promjene u okolini. Quorum sensing je opisan
kao sustav koji modulira proizvodnju bakteriocina L. plantarum sojeva. U slu¢aju L. plantarum,
PInA je autoinduktor koji sadrzi vode¢i peptid kojeg prepoznaje PInB, specifiéna histidin
protein kinaza smjeStena na stani¢noj membrani. Kada ekstracelularna koncentracija PInA
dosegne odredenu koncentraciju dolazi do fosforilacije i aktivacije specificne protein kinaze.
Fosfatna skupina se prenosi na regulator, PInC/PInD, u citoplazmi putem autofosforilacije, koja
pokreée transkripciju i ekspresiju srodnih gena. Specifi¢na protein kinaza i regulator ¢ine
dvokomponentni sustav koji je odgovoran za prijenos signala koji inducira sintezu bakteriocina
(Wu i sur., 2021).

2.3.2. Mehanizam antimikrobnog djelovanja bakteriocina gram-pozitivnih bakterija

Vecina antimikrobnih peptida su kationski i1 hidrofobni, a njthov antimikrobni ucinak
uglavnom je posljedica membranskih permeabilizacija. Opcenito se pretpostavlja da
elektrostatsko privlaéenje medu bakteriocinima i negativno nabijenim fosfolipidima olakSava
pocetnu interakciju peptida s povrSinom stanice, dok njihova hidrofobna svojstva omogucéuju
integraciju u membranu (Sand i sur., 2013). Antimikrobno djelovanje bakteriocina gram-
pozitivnih bakterija obi¢no je povezano s disrupcijom bakterijske membrane, Sto dovodi do
stani¢ne smrti. Medu razli¢itim mogué¢im mehanizmima, ovaj u¢inak moze biti rezultat izravne
interakcije s komponentom lipida Il bakterijske membrane, manoznim fosfo-transferaznim
sustavom ili bez ukljucivanja specificnog receptora. Nizin djeluje stvaranjem pora koristec¢i
lipid 11, $to dovodi do povecanja propusnosti membrane ciljane stanice te to dovodi do njezine
smrti. Sli¢ni mehanizmi zabiljezeni su i za druge bakteriocine gram-pozitivnih bakterija
podklase la kao $to su epidermin i galidermin. Drugi bakteriocini imaju antimikrobni u¢inak
temeljen na enzimskoj inhibiciji biosinteze peptidoglikana, §to dovodi do citoplazmatske
akumulacije prekursora peptidoglikana i posljedi¢no disrupcije bakterijske membrane. Razni
bakteriocini klase 11 (npr. pediocin, sakacin, laktokokin A) ciljaju manozni fosfo-transferazni

sustav, transportni sustav koji se koristi za povezivanje transporta Secera u stanicu te njihovu
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fosforilaciju. Enzim EIl prisutan u ovom sustavu sastoji se od tri proteina te predstavlja metu
ove vrste bakteriocina. Interakcija bakteriocina s manoznim fosfo-transferaznim sustavom
dovodi do konstantnog otvaranja ovog receptora, a time do nekontroliranog i kontinuiranog
istiecanja intracelularnog medija. Bakteriocini podklase Ilb, kao $§to su dvopeptidni
bakteriocini, takoder djeluju stvaranjem pora u membrani, vjerojatno interakcijom s

membranskim proteinima (Simons i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom radu su koristene vrste Lactiplantibacillus plantarum, Staphylococcus epidermidis
I Streptococcus mitis prikazane u tablici 1. Sojevi su dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija
za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko

inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (ZBMK).

Tablica 1. Bakterijski sojevi iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju

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

Naziv i oznaka soja Izvor

Lactiplantibacillus plantarum KR19 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Lactiplantibacillus plantarum MC19 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Lactiplantibacillus plantarum RS10 Mikrobiota majc¢inog mlijeka
Lactiplantibacillus plantarum MB7 Mikrobiota majc¢inog mlijeka
Lactiplantibacillus plantarum MB15 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Lactiplantibacillus plantarum MB18 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis MC5 Mikrobiota majc¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis AF2 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis AF4 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis MB6 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis RS8 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Staphylococcus epidermidis RS17 Mikrobiota maj¢inog mlijeka
Streptococcus mitis RS19 Mikrobiota maj¢inog mlijeka

3.1.2. Uzorci majc¢inog mlijeka

Uzorke mlijeka su prikupljale majke (n=5), dobrovoljne sudionice istrazivanja, unutar 7
dana nakon poroda, mjesec dana nakon poroda i mjesec dana nakon uvodenja krute hrane u
prehranu djeteta. Uzorci mlijeka su prikupljeni prije samog dojenja izdajanjem manualnom
ekspresijom u sterilne posudice, pri ¢emu je prvih nekoliko kapljica mlijeka odbaceno. Za

prikupljanje i rad s navedenim uzorcima, dobivena je dozvola Etickog povjerenstva (Br. 380-
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59-10106-17-100/99, Klasa 641-01/17-02/01) Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Uzorci su smrznuti odmah nakon prikupljanja i transportirani u Laboratorij za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucili$ta u Zagrebu i pohranjeni na -80 °C do daljnjih
analiza (Bani¢, 2021).

3.1.3. Hranjive podloge

a) U ovom radu za uzgoj i odrzavanje BMK Kkoristene su
e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode): pepton 10,0;
mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween 80 1,0; MgSO4 x
7H20 0,1; MnSO4 x 7H20 0,05; natrijev-acetat 5,0; agar 20,0. pH vrijednost
podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 min.
e MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.
b) Zauzgoj i odrzavanje S. epidermidis i S. mitis koristene su
e BHI (Brain Heart Infusion) agar, sastava (g/L destilirane vode) infuzije teleCeg
mozga i govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5; agar 13. pH
podloge je 7,4, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta

e BHI bujon je istog sastava kao podloga BHI agar, ali bez dodatka agara.

3.1.4. Kemikalije

e Anaerokult ,,Merck®, Njemacka

e Antibiotici ,,Becton, Dickinskon and Company*, SAD
e Antibiotici ,,Oxo01d*, Ujedinjeno Kraljevstvo

e Etanol 96 % ,,Kemika“, Hrvatska

e Fenolftalein ,,Kemika“, Hrvatska

e Gilicerol, ,,Alkaloid*, Makedonija

e Kiristal violet ,,Merck®, Njemacka

e Natrijev hidroksid ,,Kemika“, Hrvatska

e Pankreatin ,,AppliChem®, Njemacka

e Pepsin,, AppliChem*, Njemacka

e Proteinaza K ,,Invitrogen*, SAD
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3.1.4.1. Antibiotici

Za ispitivanje osjetljivosti sojeva S. epidermidis i S. mitis na antibiotike disk-difuzijskom
metodom Koristili su se filter diskovi promjera 6 mm s poznatom koncentracijom odredenog

antibiotika. U radu su koriSteni antibiotici prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Antibiotici koristeni u radu za ispitivanje osjetljivosti disk-difuzijskom metodom

Naziv antibiotika Oznaka Koncentracija
Tetraciklin Te 30 30 ug
Ampicilin Am 10 10 pug

Streptomicin S10 10 pug

Kloramfenikol C30 30 ug
Kanamicin K30 30 ug
Eritromicin E 15 15 ug
Klindamicin CC2 2 ug
Klaritromicin CLR5 5ug
Gentamicin CN 10 10 pug
Vankomicin VA 30 30 ug
Azitromicin AZM 15 15 ug
Fosfomicin FOS 50 50 pug
Sptiramicin SP 100 100 pg

3.1.5. Aparatura i pribor

e Analiticka vaga, ,,Scaltec”, Njemacka

e Autoklav, ,,Sutjeska®, Hrvatska

e Automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

e Centrifuga Centric 160, ,,Tehtnica®, Slovenija

e Centrifuga s hladenjem 5804R, ,,.Eppendorf*, SAD

o Cita¢ mikrotitarskih plocica Infinite F Plex, ,,Tecan”, Svicarska
e Eppendorfkivete, ,,Eppendorf, SAD

e Epruvete, ,,Scherf Priazision Europe GmbH*, Njemacka

e Erlenmayer tikvice, “Gram-mol”, Hrvatska

e Filter za injekcijsku Spricu Qpore PES 0,22 pm ,,NeoLab*, Njemacka
e Hladnjak, ,,Gorenje®, Slovenija

e lIgle za injekcijske Sprice, ,,Berpu Medical Technology*, Kina

e Injekcijske $price, ,,.Becton Dickinson®, Spanjolska

e Kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml
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Mikrobioloska uSica, ,,Syntesys®, Italija
Mikrotitarske plocice (96 jazica), ,,Falcon*, Engleska
Nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD
Parafilm ,,.Bemis'™“ SAD

Petrijeve zdjelice, ,,Golias*, Slovenija

pH metar, ,,Metrohm”, Svicarska

Pinceta, ,,Isolab*, Njemacka

Termostat, ,,Instrumentarija“, Hrvatska
Vibro-mjesa¢ EV-100, ,,Kartell”, Italija

Vodena kupelj ,,Inkolab*“, Hrvatska

Zamrzivac (-80 °C), ,,Eppendorf”, Njemacka
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3.2. METODE RADA
3.2.1. Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Svi sojevi koristeni u ovom radu ¢uvani su pri -80 °C u tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak
15 % v/v glicerola. Sojevi su 24 sata prije provodenja eksperimenta inokulirani u optimalni
hranjivi medij (MRS ili BHI bujon) i inkubirani pri 37 °C. Sojevi L. plantarum inkubirani su u

anaerobnim uvjetima, a sojevi S. epidermidis i S. mitis inkubirani su u aerobnim uvjetima.

3.2.2. Karakterizacija profila antibioticke rezistencije S. epidermidis i S. mitis

Odredivanje profila antibioti¢ke rezistencije provedeno je na krutim hranjivim podlogama
disk-difuzijskom metodom. U 12 ml BHI agara, koji je prethodno otopljen i ohladen u vodenoj
kupelji na 55 °C, inokulirano je 250 pL prekono¢ne kulture S. epidermidis i S. mitis sojeva.
Nakon skrutnjavanja hranjive podloge sterilnom pincetom su naneseni filter-diskovi
antibiotika. Ploce su inkubirane 24 h na 37 °C te je zatim izmjeren promjer zona inhibicije rasta,

ukljucujuéi 1 promjer antibiotickog diska.

3.2.3. Odredivanje antimikrobne aktivnosti metodom nacjepljivanja radijalnih crta

Antimikrobna aktivnost metodom nacjepljivanja radijalnih crta odredena je prema Coman
i sur. (2014) uz modifikacije. Na pripremljene ploce sa 12 mL MRS agara inokulirano je po 20
nL prekonoéne kulture L. plantarum kako je prikazano na slici 5 te su plo¢e inkubirane 24 h u
anaerobnim uvjetima pri 37 °C. Zatim Su mikrobioloskom usicom nacijepljeni sojevi S.
epidermidis i S. mitis kako je prikazano na slici 5 te su ploc¢e inkubirane dodatnih 24 h u

aerobnim uvjetima pri 37 °C. Antimikrobna aktivnost je izracunata prema sljedecoj formuli:
PZI — PZR
=—
gdje je 1A inhibicijska aktivnost (mm), PZI promjer zone inhibicije (mm), a PZR promjer zone

rasta L. plantarum (mm).
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MC5

AF2 RS19

AF4
RS17

MBE& RSS

L =rast L. plantarum; MC5-RS19 = linije S. epidermidis sojeva i soja S.mitis

Slika 5. Shematski prikaz metode nacjepljivanja radijalnih crta

3.2.4. Inhibicija stvaranja biofilma djelovanjem supernatanta L. plantarum

Inhibicija stvaranja biofilma djelovanjem supernatanta L. plantarum bez stanica ispitana je
prema Esteban i sur. (2010) s odredenim modifikacijama. Nakon prekono¢nog uzgoja
bakterijskih stanica sojeva S. epidermidis i soja S. mitis broj zivih bakterija odreden je
indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem priredenih decimalnih razrjedenja suspenzija
bakterijskih stanica u sterilnoj destiliranoj vodi na BHI agar u obliku kapi (10 puL) u dvije
paralele. Nakon inkubacije 24 h u aerobnim uvjetima pri 37 °C porasle kolonije su izbrojene te
je izracunat broj zivih stanica (engl. Colony-forming units, CFU) po mililitru uzorka prije
formiranja biofilma. Na mikrotitarsku plocu je najprije inokulirano 100 uL prekonoénih
kultura sojeva S. epidermidis i S. mitis. Zatim je 5 mL prekono¢nih kultura L. plantarum
centrifugirano 5 min pri 4200 o/min. Supernatant je zatim profiltriran kroz filter veli¢ine pora
0,22 pm. 100 pL profiltriranog supernatanta (supernatant bez stanica) inokulirano je u
mikrotitarske ploce zajedno sa suspenzijama prekono¢nih kultura S. epidermidis i S. mitis. Za
svaki soj S. epidermidis i S. mitis potrebno je napraviti slijepu probu koja sadrzi samo medij
uzgoja te po jednu probu za svaki soj bez dodatka supernatanta bez stanica. Mikrotitarske ploce
su zatim inkubirane 24 h u aerobnim uvjetima pri 37 °C. Nakon inkubacije, najprije je uklonjen
medij iz jazica koje su zatim 3 puta isprane PBS-om. U jazice je zatim dodano 100 pL kristal
violeta koji je zatim inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije kristal violet je
uklonjen iz jazica koje su zatim 5 puta isprane sterilnom destiliranom vodom. Nakon ispiranja
u jazice je dodano 200 puL 96 %-tnog etanola te je provedena inkubacija 10 min na sobnoj
temperaturi. Zatim je uzeto 100 puL obojenog etanola Koji je prenesen u novu mikrotitarsku
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plo¢u, nakon ¢ega je izmjeren OD pri 540 nm. Izmjereni OD540 uzorka usporeden je sa

srednjom vrijednosti OD540 svih negativnih kontrola te je odredena znacajnost stvaranja

biofilma prema tablici 3. U tablici 4 prikazani su rezultati odredivanja koncentracije stanica

prije formiranja biofilma te je pokazano da je koncentracija stanica prije formiranja biofilma

priblizno jednaka (isti red veliCine).

Tablica 3. Kvalitativna kategorizacija svojstva formiranja biofilma utemeljena na rezultatima

istrazivanja

(ODs40 uzorka — ODs40 negativne kontrole) > 0

(ODs40 uzorka — ODs40 negativne kontrole) > ODsao

negativne kontrole

(ODs40 uzorka — ODsa0 negativne kontrole) > 2 x ODsao

negativne kontrole

(ODs40 uzorka — ODs40 negativne kontrole) > 3 x ODsao

negativne kontrole

**

*kxk

*kkk

slabo formiranje biofilma

umjereno formiranje biofilma

izrazeno formiranje biofilma

vrlo izrazeno formiranje

biofilma

Tablica 4. Koncentracija stanica po mL prije formiranja biofilma

SOJ CFU/mi
MC5 8,15*10°®
AF2 1,6*108
AF4 2*10°8

MB6 1,4*108
RS8 2,2*108
RS17 2,1*108
RS19 2,4*108
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3.2.5. Odredivanje antistafilokoknog u¢inka sojeva mikrobiote maj¢inog mlijeka

Nakon prekono¢nog uzgoja odabranih L. plantarum sojeva, MRS bujon je inokuliran s
1 % inokuluma prekonoéne kulture, odnosno dodano je 1,5 ml inokuluma u 150 ml MRS
bujona. Za pracenje stani¢nog rasta, acidifikacije i antimikrobne aktivnosti uzimani su

uzorci u odredenim vremenskim intervalima (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 24 h148 h).

3.2.5.1. Pracenje stanicnog rasta i acidifikacije medija

Za pracenje stani¢nog rasta, 200 uL suspenzije je inokulirano u mikrotitarsku plocu te
je izmjeren OD pri 620 nm. Za slijepu probu je u mikrotitarsku plo¢u inokulirano 200 uL.
MRS hranjivog bujona. Postupak je ponovljen za svaki vremenski interval. Pracenje
acidifikacije provedeno je mjerenjem pH i % mlije¢ne kiseline u odredenim vremenskim
intervalima. Za mjerenje pH i % mlije¢ne kiseline centrifugirano je 5 mL suspenzije 10 min
na 4200 o/min. U supernatantu kulture, dobivenom centrifugiranjem, pomoc¢u pH metra
odredena je pH vrijednost. Za odredivanje postotka sintetizirane mlije¢ne kiseline 1 ml
supernatanta kulture je razrijeden s 19 ml destilirane vode u Erlenmeyerovoj tikvici od 100
ml. Razrijedeni uzorak je titriran s 0,1 M NaOH uz dodatak fenolftaleina kao indikatora, do
pojave blijedo ruziCaste boje. Broj mililitara 0,1 M NaOH utroSenih za neutralizaciju,
pomnozen s dva predstavlja kiselost u stupnjevima Soxhlet-Henkela (°SH). Postotak
proizvedene mlijecne kiseline izraunat je prema slijedecoj formuli:

°SH =a x 20 x fNaOH x-2
% mlijecne kiseline = ° SH x 0,0225
a=mL 0,1 M NaOH
fNaOH =1
(1°SH ~ 0,0225 g mlijecne kiseline (%))

3.2.5.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti metodom difuzije s rupama u agaru

Antimikrobna aktivnost supernatanata odabranih sojeva L. plantarum ispitana je metodom

difuzije s rupama u agaru. Najprije je 5 mL suspenzije stanica centrifugirano 10 min na 4200

o/m. Supernatant je potom filtriran kroz filter promjera 0,22 pm. Dobiveni supernatanti iz

svakog vremenskog intervala koristeni su za odredivanje antimikrobne aktivnosti. Zatim je 250

uL prekonoénih bakterijskih kultura odabranih sojeva S. epidermidis nacijepljeno u 12 mL BHI

agara koji je prethodno otopljen i temperiran u vodenoj kupelji na 55 °C. Tako inokulirane
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podloge su zatim izlivene u Petrijeve zdjelice. Nakon §to su se hranjive podloge skrutnule,
sterilnim busa¢em promjera 8 mm izbusene su ,,rupe‘ u agaru te su sterilnom mikrobioloskom
usicom uklonjeni agarni diskovi. U dobivene ,,rupe” dodano je 50 uL pripremljenog
supernatanta bez stanica. Nakon toga ploc¢e su inkubirane 24 h u aerobnim uvjetima pri 37 °C,

nakon ¢ega su izmjerene zone inhibicije za svaki od vremenskih intervala.

3.2.6. Odredivanje utjecaja temperature i proteolitickih enzima na antimikrobnu aktivnost

odabranih sojeva L. plantarum

Nakon prekonoénog uzgoja odabranih sojeva L. plantarum, 10 mL suspenzije je
centrifugirano 5 min pri 4200 o/min. Zatim je supernatant profiltriran kroz filter veli¢ine pora
0,22 um. Supernatant je zatim razdjeljen u 6 razli¢itih Eppendorf kiveta te je svaki od
supernatanata podvrgnut razli¢itim tretmanima. Supernatanti su tretirani s 1 mg/mL proteinaze
K tijekom 2 h pri 37 °C, zatim s 1 mg/mL pepsina I pankreatina, zagrijavanjem na 100 °C
tijekom 30 min te je jedan uzorak supernatanta ostao netretiran kao kontrola. Zatim je 100 puL
odabranih sojeva S. epidermidis nacijepljeno u 12 mL BHI agara koji je prethodno otopljen i
temperiran u vodenoj kupelji na 55 °C te je podloga zatim izlivena u Petrijevu zdjelicu. Kad se
podloga skrutnula, busa¢em promjera 8 mm su izbusene ,,rupe” te je u njih dodano po 50 uL
razli¢itih uzoraka supernatanata. Petrijeve zdjelice su zatim inkubirane 24 h u aerobnim
uvjetima na 37 °C. Nakon inkubacije izmjerene su zone inhibicije te su promjeri zona inhibicije

tretiranog supernatanta usporedeni s promjerom zone inhibicije netretiranog supernatanta.

3.2.7. Statisticka analiza podataka

Eksperimenti su ponovljeni tri puta te su odredene srednje vrijednosti i standardne
devijacije. Statisti¢ki znacajne razlike uzoraka odredene su jednosmjernom analizom varijance
(engl. one-way analysis of variance, one-way ANOVA), primjenom Statistics Kingdom

racunalnog programa (https://www.statskingdom.com/180Anovalway.html).  Statisticka

razlika izmedu uzoraka se smatrala zna¢ajnom ukoliko su p vrijednosti bile manje od 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitivan je antistafilokokni u¢inak BMK vrste L. plantarum izoliranih iz
mikrobiote majc¢inog mlijeka. U zari$tu istrazivanja je antimikrobno djelovanje prema
bakterijskim sojevima iz roda S. epidermidis, koji su ucestali uzro¢nik laktacijskog mastitisa.
Temeljem rezultata doktorskog rada, odreden je udio bakterijske vrste S. epidermidis u
razli¢itim fazama dojenja zdravih majki (Bani¢, 2021). S. epidermidis je dio mikrobiote koze i
sluznica kod zdravih osoba i njegova rasprostranjenost u razli¢itim ekosustavima kao
komenzalne vrste otezava razlucivanje o intervenciji terapijskim pristupima. Osobito je vazan
oprez zbog rasprostranjenosti antibioticke rezistencije medu sojevima koji uzrokuju mastitis.
Stoga je provedena analiza profila antibioti¢ke osjetljivosti sojeva S. epidermidis kako bi se
ispitala postojanost fenotipske rezistencije izolata. Probioticki sojevi iz majé¢inog mlijeka imaju
potencijalnu primjenu za profilaksu i ¢ak terapiju mastitisa uzrokovanog S. epidermidis
sojevima. Stoga je sljedeée provedena analiza antimikrobnog djelovanja L. plantarum vrsta
izoliranih iz maj¢inog mlijeka metodom radijalnih crta. Analizom rezultata, sojevi L. plantarum
koji su pokazali statisticki najznacajniju inhibiciju, odabrani su za daljnju analizu inhibicijskog
djelovanja. Pracen je rast odabranih sojeva L. plantarum MB18, L. plantarum KR19 i L.
plantarum MC19 u MRS mediju tijekom perioda od 48 h te su odredivani parametri rasta, poput
postotka proizvedene mlije¢ne kiseline, pH i ODs20 koji je proporcionalan koncentraciji stanica
u mediju. Takoder, u odredenim vremenskim intervalima od 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24 1 48 h,
odredivana je antimikrobna aktivnost supernatanata bez stanica odabranih sojeva L. plantarum
prema odabranim sojevima S. epidermidis. Bakterija S. epidermidis ima moguc¢nost stvaranja
biofilma te time znatno oteZava lijeCenje mastitisa antibioticima. Stoga je provedena analiza
inhibicijskih u¢inaka supernatanta kulture odabranih L. plantarum sojeva na formaciju biofilma
S. epidermidis i S. mitis sojeva. Pojedini sojevi koji pripadaju vrsti L. plantarum proizvode
antimikrobne peptide tzv. plantaricine. Kako bi se dokazalo da antimikrobna aktivnost
supernatanta nije rezultat samo sinteze mlijecne Kiseline koju proizvodi L. plantarum, ve¢ kod
producenata, antimikrobna aktivnost proizlazi iz plantaricina, supernatanti bez stanica su
tretirani visokom temperaturom 1 proteolitickim enzimima (pepsinom, pankreatinom i

proteinazom K).
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4.1. S. epidermidis SOJEVI 1Z MIKROBIOTE MAJCINOG MLIJEKA

Sastav hranjivih tvari i bioaktivnih spojeva maj¢inog mlijeka promjenjiv je tijekom laktacije
u skladu s nutritivnim zahtjevima dojenceta u razvoju. Veéa mikrobna raznolikost otkrivena u
ranoj fazi laktacije mogla bi biti posljedica vece prisutnosti hranjivih tvari kao $to su proteini i
bioaktivnih tvari kao §to su imunoglobulini, citokini i oligosaharidi u kolostrumu i ranom
mlijeku (Lyons i sur., 2022). Gonzalez i sur. (2021) istrazivali su mikrobiotu majé¢inog mlijeka
tijekom dva vremenska perioda kod razli¢itih dojilja i to 6-46 dana nakon poroda i 109-184
dana nakon poroda. Uocena je promjena u sastavu mikrobiote maj¢inog mlijeka, uz prisustvo
Staphylococcus i Streptococcus rodova u ve¢im koncentracijama u ranoj fazi laktacije i
Sphingobium i Pseudomonas u zrelom mlijeku. Lyons i sur. (2022) pokazali su da se brojnost
nekoliko koljena znacajno razlikovala sa stupnjem laktacije. Zastupljenost bakterija iz koljena
Firmicutes znacajno je povecana tijekom vremena dok se zastupljenost bakterija iz koljena
Proteobacteria znacajno smanjila od 4. do 24. tjedna laktacije. To je u skladu s drugim
studijama prema kojima Firmicutes i Proteobacteria dominiraju u uzorcima mlijeka, ali se
njihovi udjeli znatno mijenjaju ovisno o tjednu uzorkovanja. Takoder, pokazalo se da se
brojnost bakterija iz roda Staphylococcus znac¢ajno smanjila od 1. do 4. tjedna (Lyons i sur.,
2022).

Koagulaza-negativni stafilokoki, osobito S. epidermidis, nalaze se u 70-100 % zdravih
uzoraka maj€inog mlijeka 1 smatraju se dijelom normalne mikrobiote mlijeka ili koZe.
Medutim, oni takoder mogu biti oportunisti¢ki patogeni te se pokazalo da S. epidermidis
prevladava u mlijeku Zena s mastitisom, i to u vecoj koncentraciji nego S. aureus. Implikacija
da bi S. epidermidis mogao biti vodec¢i patogen u pojavi mastitisa dovodi do problema jer je
vrlo vjerojatno da ¢e S. epidermidis biti rezistentan na flukloksacilin, uobi¢ajeni prvi izbor za
lijeCenja mastitisa (Joubert i sur., 2022).

Mediano i sur. (2017) analizirali su 2 skupine uzoraka maj¢inog mlijeka Zena koje boluju
od mastitisa. U veéini uzoraka dokazana je dominacija vrste Staphylococcus epidermidis. U
preostalim uzorcima barem jedna od dominantnih vrsta bila vrsta Streptococcus (Cesto iz vrsta

salivarius ili mitis), dok je druga najdominantnija vrsta ili S. aureus ili S. epidermidis.
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Kako bi se utvrdio udio S. epidermidis vrste u uzorcima majéinog mlijeka, provedeno je
sekvencioniranje ukupne DNA iz uzoraka maj¢inog mlijeka. Zastupljenost vrste S. epidermidis

u razli¢itim fazama je promjenjiv te ovisi o periodu laktacije (slika 6).

Staphylococcus epidermidis

35%

30%
25%
= unutar tjedan dana nakon poroda
20%
= mjesec dana nakon poroda
15%
= mjesec dana nakon uvodenja kaute
hrane u prehranu dojencad
10%
5%
0%

Slika 6. Graficki prikaz udjela S. epidermidis vrsta u mikrobioti majé¢inog mlijeka
unutar tjedan dana nakon poroda, mjesec dana nakon poroda i mjesec dana nakon

uvodenja krute hrane u prehranu dojencadi (podaci iz Banic i sur., 2022)

Delgado i sur. (2009) pokazali su kako sojevi S. epidermidis koji uzrokuju mastitis, ali i
sojevi koji su izolirani iz mikrobiote maj¢inog mlijeka zdravih Zena, pokazuju sli¢ne profile
antibioti¢ke osjetljivosti. Medutim, usporedbom rezultata ustanovljeno je da je veéi postotak
sojeva koji pokazuju sposobnost stvaranja biofilma i sojeva rezistentnih na mupirocin,
eritromicin, klindamicin i oksacilin medu sojevima izoliranima iz maj¢inog mlijeka Zena koje
imaju mastitis. Pojavnost rezistencije ovih sojeva proizlazi vjerojatno zbog povecéane i
nekontrolirane upotrebe antibiotika Sirokog spektra, koji doprinose pojavi visestruko
rezistentnih bakterijskih sojeva. Neprikladna antibioticka terapija takoder moze biti jedno od
objasnjenja zasto stafilokokni mastitis ¢esto postaje kroni¢na i/ili rekurentna infekcija (Delgado

i sur., 2009).
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Tablica 5. Zone inhibicije (mm) rasta S. epidermidis sojeva djelovanjem antibiotika.

Soj

MC5 AF2 AF4 MB6 RS8 RS17
Antibiotik
Eritromicin 14+1 0,0 243+ 1,2 0,0 300+£20 16,3+0,6
Streptomicin 103+0,6 183+ 3,1 210+£35 21,755 240+10 10,3+£05
Kloramfenikol 6,7+ 0,6 343+ 06 237+58 230+44 380+20 110+10
Vankomicin 15000 243+12 170+£50 193+40 273+0,6 0,0
Gentamicin 100+ 10 233+ 15 193+ 06 123+40 22,7+1,6 11,3+0,5
Fosfomicin 10,0 £ 0,0 50,0+0,0 247+ 4,2 333+28 36,7+2,8 0,0
Klindamicin 13,7+2,1 0,0 8,0+1,0 31,728 257+25 193+1.2
Klaritromicin 8,3+0,6 0,0 12,0+6,2 0,0 270£26 173+25
Azitromicin 7,0+0,0 17,3+ 25 29,3+ 4,0 0,0 21,0+10 153+0,5
Tetraciklin 77+06 213+15 27,7+25 200+20 36,0+1,0 0,0
Kanamicin 6,7+ 0,6 203+ 55 223+ 32 18,7+3,1 240+1,0 76+1,2
Ampicilin 160+ 10 277+06 11,7+12 290+10 29,7+15 150=+0,0
Spiramicin 147+ 06 130+26 210+26 190+56 16,7+12 126+ 0,6

Odredivanjem antibioti¢kih profila osjetljivosti sojeva S. epidermidis cilj je okarakterizirati

fenotipske rezistencije medu izolatima maj¢inog mlijeka (tablica 5). Na temelju rezultata

prikazanih u tablici 5, moze se ustanoviti da je uCestalost fenotipske rezistencije niza. U skladu

s Delgaldo i sur. (2009), ustanovljena je kod 2 od analiziranih 6 sojeva rezistencija na

antibiotike eritromicin, te od ispitivanih 6 sojeva kod jednog soja fenotipska rezistencija na

klindamicin. Takoder, kod sojeva S. epidermidis AF2, MB6 i RS17 utvrdena je rezistencija na
3 od 13 testiranih antibiotika.
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Slika 7. Prikaz zona inhibicije rasta S. epidermidis AF2, AF4 i MB6 sojeva djelovanjem
antibiotika
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4.2. INHIBICIJA RASTA S. epidermidis I S. mitis SOJEVA

Visestruka otpornost na antibiotike, stvaranje biofilma i mehanizmi za izbjegavanje
imunosnog odgovora domacina Cesto se pojavljuju medu klinickim izolatima S. epidermidis.
To objasnjava zasto je laktacijski mastitis vrlo ¢esto ne odgovara dobro na terapiju antibioticima
i zasto predstavlja jedan od glavnih razloga za prestanak dojenja. U tom kontekstu, posebno je
privlacan razvoj novih strategija za tretiranje mastitisa na bazi probiotika, kao alternativa ili
nadopuna terapiji antibioticima (Fernandez i sur., 2013).

Poznato je da BMK mogu inhibirati rast drugih mikroorganizama natjecuci se za hranjive
tvari ili djelovanjem metabolickih produkata kao $to su organske kiseline, vodikov peroksid ili
diacetil. Takoder, jedna od vrlo povoljnih karakteristika BMK koja omogucava dodatnu
sposobnost inhibicije drugih bakterija je proizvodnja bakteriocina ili tvari sli¢nih
bakteriocinima (Diepers i sur., 2017). Mohamed i sur. (2020) pokazali su kako sterilni
supernatanti kulture probioti¢kih sojeva Lactobacillus i Bifidobacterium pokazuju obecavajucu
inhibiciju svih izolata S. aureus ili S. epidermidis, ¢ak i prema sojevima koji su pokazali
rezistenciju na antibiotike. Nadalje, Bousmaha-Marroki i sur. (2021) procjenjivali su prisutnost
antimikrobne aktivnosti odabranih probiotickih sojeva prema Staphylococcus vrstama koje su
ukljuceni u pojavu laktacijskog mastitisa kod zena. Pokazalo se da analizirani probioticki sojevi
imaju mogucnost inhibicije rasta sojeva S. aureus i S. epidermis. Takoder, Arroyo i sur. (2010)
istrazivali su u¢inak Lactobacillus vrsta izoliranih iz maj¢inog mlijeka u tretiranju mastitisa kod
zena. Pokazalo se da je doslo do statisticki zna¢ajnog smanjenja ukupnog broja bakterija S.
epidermidis u dvije skupine koje su koristile probioticki pripravak. Vecina Zena iz skupine koja
je uzimala probiotike (88 % skupine A i 85 % skupine B) imala je kompletan oporavak na kraju
ispitivanja, dok je ostatak (12 % skupine A i 14 % skupine B) prijavio blagu nelagodu pri
dojenju. Primjena probiotika rezultirala je smanjenjem broja bakterija u mlijeku i brzim

poboljsanjem stanja.
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Antagonisti¢ko djelovanje A) soja MB18 narast S. epidermidis. B) soja MB7 narast S. epidermidis. C) soja MB15

na rast S. epidermidis. D) soja KR19 narast S. epidermidis. E) soja MC19 na rast S. epidermidis. F) soja RS10 na
rast S. epidermidis.

Slika 8. Zone inhibicije rasta S. epidermidis sojeva i S. mitis soja djelovanjem L. plantarum

sojeva
—~4
=
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Slika 9. Prikaz inhibicije rasta (mm) sojeva S. epidermidis MC5, S. epidermidis AF2, S.
epidermidis AF4, S. epidermidis MB6, S. epidermidis RS8, S. epidermidis RS17 i S. mitis
RS19 soja djelovanjem L. plantarum MB18, L. plantarum MB7, L. plantarum MB15, L.
plantarum KR19, L. plantarum MC19, L. plantarum RS10
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Za odredivanje antistafilokoknog ucinka L. plantarum sojeva provedena je analiza inhibicije
rasta S. epidermidis i S. mitis sojeva koji se povezuju s pojavom mastitisa kod rodilja, metodom
radijalnih crta (slika 8). Prema rezultatima prikazanih na slici 9, svi analizirani sojevi L.
plantarum iskazuju moguénost inhibicije rasta S. epidermidis i S. mitis sojeva. Nakon statisti¢ke
obrade podataka utvrdeno je da su statisticki znacajnu inhibiciju rasta prema odabranim S.
epidermidis sojevima i soju S. mitis u odnosu na ostale sojeve pokazali sojevi L. plantarum
MB18, L. plantarum KR19 i L. plantarum MC19. Stoga su ta tri soja odabrana za daljnju
analizu antistafilokoknog u¢inka na sojeve S. epidermidis tijekom 48-satnog perioda.

Iz prikazanih rezultata na slici 10 moze se zakljuciti da je antimikrobna aktivnost detektirana
ve¢ nakon 6 ili 8 h inkubacije, sto vremenski odgovara logaritamskoj fazi rasta L. plantarum.
Maksimum antimikrobne aktivnost zabiljezen je nakon 24 i 48 h kultivacije, sto se podudara sa
stacionarnom fazom rasta. Tijekom bakterijskog rasta, pH vrijednost medija se smanjivala do
stacionarne faze. Smanjenje pH prati povecanje koncentracije mlijecne kiseline, cija
koncentracija raste do pocetka stacionarne faze rasta (Slika 11). Antimikrobna aktivnost rezultat
je, u odredenoj mjeri, proizvodnje mlijecne kiseline, a dijelom se pripisuje djelovanju
antimikrobnih peptida, plantaricina, koje proizvode odredeni sojevi L. plantarum. Nakon
statistiCke analize podataka, soj koji je pokazao najznacajniju antimikrobnu aktivnost je L.

plantarum KR19.
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Slika 10. Graficki prikaz promjera zona inhibicije rasta S. epidermidis sojeva djelovanjem
supernatanata bez stanica L. plantarum MB18, KR19 i MC19 sojeva prikupljenih u
odredenim vremenskim intervalima A) S. epidermidis MC5 B) S. epidermidis AF2 C) S.
epidermidis AF4 D) S. epidermidis MB6 E) S. epidermidis RS8
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4.3. INHIBICIJA FORMIRANJA BIOFILMA Staphylococcus SOJEVA

Prilikom adaptacije na stresne uvjete mikrookolisa, bakterije poput stafilokoka i
streptokoka, mogu aktivno formirati visoko organizirane i gusto naseljene zajednice,
biofilmove, na epitelima. Biofilmovi imaju zastitnu funkciju tvorenjem slojeva, $to poboljsava
otpor bakterijskih stanica na antibiotike i imunosni odgovor domacdina uz nesmetano
razmnozavanje bakterija. Obzirom na kompetitivnu ekskluziju probiotickih bakterija prema
patogenim vrstama, predmet mnogih istrazivanja je inhibicijski uc¢inak Lactobacillus vrsta
izoliranih iz majé¢inog mlijeka sve s ciljem razvoja alternativne opcije lijeCenja infektivnog
mastitisa. Ustanovljeno je da su izolirane BMK iz maj¢inog mlijeka imale potencijal za
sprjecavanje infekcija dojke (Bergmann i sur., 2014). S. epidermidis moze biti oportunisti¢ki
patogen koji stvara biofilmove koji su poznati po svojoj otpornosti. Sukladno tome, mogu
izbje¢i mehanizme imunosnog odgovora i djelovanje razlic¢itih antibiotika. Nekoliko gena koji
kodiraju stvaranje biofilma i rezistenciju na antibiotike kljuéni su mehanizmi patogeneze S.
epidermidis (Hindieh i sur., 2022).

Frickmann i sur. (2018) usredotocili su se na identifikaciju i kvantifikaciju inhibicijskih
ucinaka supernatanata kulture iz poznatih probiotickih bakterija na planktonski rast i formaciju
biofilma te rast ve¢ formiranog biofilma stafilokoka. Prema rezultatima mjerenja ODseoo,
stvaranje biofilma S. epidermidis ocito je smanjeno zbog supernatanta kulture, a taj se u¢inak
povecavao s povecanjem koncentracije supernatanta kulture probiotiCke bakterije. Nadalje,
inhibicijski u¢inak uvelike ovisi o statusu biofilma. Opcenito, pokazalo se da je puno lakse
posti¢i ucinke inhibicije na tek nastalim biofilmovima nego na ve¢ formiranim i zrelim
biofilmovima.

S. mitis pokazao je najmanju sposobnost formiranja biofilma, dok vecina ostalih S.
epidermidis sojeva pokazuje vecu sposobnost formiranja biofilma. 1z rezultata prikazanih na
slici 12 proizlazi moguénost inhibicije formiranja biofilma S. epidermidis sojeva supernatantom
kulture koji je bez stanica L. plantarum sojeva jer je formiranje biofilma puno znacajnije kada
nema inkubacije sa supernatantom bez stanica. Takvi rezultati pokazuju potencijal probiotickih
sojeva iz maj¢inog mlijeka za prevenciju ili ¢ak terapiju mastitisa kod dojilja uzrokovanog S.

epidermidis sojevima.
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4.2. BAKTERIOCINSKI POTENCIJAL L. plantarum

Vazan korak u karakterizaciji bakteriocina i antimikrobnih spojeva sli¢nih bakteriocinima
je primjena proteoliti¢kih enzima za procjenu proteinske strukture. Buduci da su bakteriocini
okarakterizirani kao antimikrobni peptidi, o¢ekuje se da ¢e doc¢i do gubitka antimikrobne
aktivnosti nakon tretmana s enzimima kao $to su tripsin, pankreatin, papain i pepsin (Pereira i
sur., 2022). Djelovanjem supernatanta bez stanica doslo je do inhibicije rasta odabranih S.
epidermidis sojeva (slika 13). 1z rezultata prikazanih u tablici 6, vidljivo je da se kod odredenih
L. plantarum sojeva zona inhibicije nakon tretmana supernatanta statisticki znacajno razlikuje
od zone inhibicije prije tretiranja supernatanta. Antimikrobna aktivnost se u odredenoj mjeri
pripisuje djelovanju proizvedene mlijecne kiseline, a smanjenje zone inhibicije nakon tretmana
supernatanata proteinazama i temperaturom ukazuje na proizvodnju antimikrobnih peptida
(plantaricina) ispitivanih sojeva L. plantarum. Bani¢ i sur. (2022) potvrdili su PCR analizom
da su sojevi L. plantarum KR19, MC19, MB7, MB15, MB18 i RS10, od kojih su neki koristeni
u ovom radu, potencijalni proizvodac¢i plantaricina jer sadrze gene pInA, pInEF i plInJ
odgovorne za proizvodnju plantaricina PInA, PInEF i peptida PInJ te plantaricina PInJK. Osim
antimikrobnog djelovanja, plantaricin je pokazao djelovanje na zdravim i kancerogenim
epitelnim intestinalnim stani¢nim linijama povecanjem odrZivosti zdrave stanice i smanjenjem

proliferacije stanica raka.

1) Bez tretmana supernatanta; 2) Tretman supernatanta pepsinom; 3) Tretman supernatanta temperaturom; 4)

Tretman supernatanta proteinazom K; 5) Tretman supernatanta pankreatinom

Slika 13. Osjetljivost antimikrobne aktivnosti L. plantarum MB18 na temperaturu i

proteoliticke enzime

34



Sli¢no, Mohamed i sur. (2020) pokazali su kako Sest sojeva probioti¢kih vrsta Lactobacillus

I Bifidobacterium spp. inhibira rast svih izolata S. aureus i S. epidermidis. Djelovanje

probiotickih supernatanata bez stanica pripisuje se aktivnosti antimikrobnih peptida, tj.

bakteriocina ili snizenom pH zbog proizvodnje mlije¢ne kiseline. Nadalje, Bousmaha-Marroki

i sur. (2021) primijetili su inaktivaciju antimikrobne aktivnosti nakon tretmana s proteinazom

K, $to ukazuje na proteinsku prirodu antimikrobnih spojeva koji se oslobadaju u supernatant.

To ukazuje da je antibakterijsko djelovanje laktobacila uzrokovano proizvodnjom bakteriocina

i ne moze biti samo povezan s acidifikacijom i proizvodnjom mlije¢ne kiseline. Diepers i sur.

(2017) pokazali su osjetljivost supernatanta na pepsin Sto takoder ukazuje na postojanje

bakteriocina ili tvari sli¢cne bakteriocinu.

Tablica 6. Utjecaj visoke temperature i proteolitickih enzima na antimikrobno djelovanje L.

plantarum MB18, L. plantarum KR19, L. plantarum MC19

soj L. Metoda
plantarum tretiranja Promjer zona inhibicije
supernatanta
MC5 AF2 AF4 MB6 RS8
Bez tretmana  11,75+0,35 12,5+ 1,41 11,25+ 035 13 +0,00 12,25 + 1,06
Pepsin 10,5 = 0,00 12 + 1,41 10,5+ 0,71 10,5+0,71° 11,25+ 1,06
MB18 Temperatura 11+ 1,41 12 + 1,41 10,5+ 0,71 11,5+0,71°  11,25+0,35
Proteinaza K 9,75+ 0,35" 10,75 + 1,06 10+ 0,71 11,5+0,71" 10,5+ 0,71
Pankreatin 13,25+ 0,70 11,75+ 1,77 10,75+ 0,35 12,25+ 0,35 12+ 1,41
Bez tretmana 13,5+0,71 14 £2,12 11,75+ 0,71 13,25 £ 1,06 12+ 1,41
Pepsin 11+ 1,06 11,5+1,06°  11+141 11,5+0,71°  11+0,71
KR19 Temperatura 11 +0,71 11,5+0,71" 11+ 1,41 11,75+ 1,06 10,75+0,35
Proteinaza K 11,25+ 1,06 11,75+1,77" 10,25 £ 1,06 11+£0,71" 11+1,41
Pankreatin 10,5+0,71°  11,5+0,71"  10,75+0,71 12 +0,00 11,5+ 1,41
Bez tretmana 12,5+ 0,35 11,5+0,71 12 +£0,00 11,5+0,71 12,5+0,71
Pepsin 10,75+ 0,35 11+0,00 10,75+ 0,35 9,75+0,35 11,5+0,35
MC19 Temperatura 10,5 + 0,00 11,5+ 0,71 10,75+ 0,35  11+0,71 12+£2,12
Proteinaza K 10,25 £ 0,35 10,25 £ 0,35 9,75+ 1,06 10,5+ 0,71 11,25 £0,35
Pankreatin 11 £0,71 10,75+ 1,06 10,25+ 1,06 10,5 +0,71 11,5+0,71

*Zona inhibicije nakon tretmana supernatanta se statistiCki znacajno razlikuje od zone inhibicije prije tretiranja

supernatanta
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5. ZAKLJUCCI

1. Sojevi S. epidermidis iz mikrobiote maj¢inog mlijeka pokazuju nisku ucestalost
fenotipske rezistencije na antibiotike.

2. L. plantarum sojevi iskazuju antimikrobno djelovanje prema sojevima S.
epidermidis i S. mitis $to proizlazi iz ihibicije rasta tijekom kokultivacije te tijekom
formiranja biofilma.

3. Sojevi L. plantarum MB18, L. plantarum KR19 i L. plantarum MC19 iskazuju

mogucnost proizvodnje antimikrobnih peptida — plantaricina.
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