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PROBIOTSKI STATUS BAKTERIJA MLECNE KISELINE

Kratak sadrzaj

Probiotici se definiSu kao zivi mikroorganizmi koji, kada se unesu, pokazuju bla-
gotvoran efekat na domacina. Mnogi sojevi iz roda Lactobacillus imaju status probi-
otika. Nedostatak gena za prenoSenje rezistencije na antibiotike jedan je od
klju¢nih uslova kako bi soj dobio GRAS status. Svaki probiotski soj bi trebalo da
preZivi pasazu kroz gastrointestinalni trakt, kako bi uspeo da ostvari blagotovorne
efekte po domacina.

Materijal za ovo ispitivanje predstavljao je 51 soj laktobacila koji su izolovani iz
sjenickog sira.

Svi sojevi su ispitivani na rezistenciju na devet antibiotika. Od ukupno 51 soja,
Sest je pokazalo osetljivost na sve antibiotike, dok je 23 pokazalo prirodnu rezisten-
ciju, koja, kao takva, nije rizi¢na za prenoSenje gena. Najces¢i profil rezistencije
bila je rezistencija na vankomicin i tetraciklin. Od 18 sojeva koji su stekli uslove za
dalje ispitivanje, kod devet njih je ispitivana moguc¢nost prezivaljavanja u simulira-
nim uslovima Zeluca, odnosno duodenuma. Takode je ispitivana i antimikrobna ak-
tivnost i sposobnost hemolize. Svih devet sojeva je pokazalo odlicnu sposobnost
prezivljavanja u simuliranim uslovima Zeluca, dok je svega tri moglo da prezivi u
prisustvu zucnih soli. Svih devet sojeva je pokazalo antimikrobnu aktivnost protiv
Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus, a nijedan nije pokazao hemolizu.

Prema rezultatima u ovom ispitivanju, sojevi laktobacila izolovani iz sjeni¢kog
sira pokazali su da imaju potencijal da steknu status probiotika, ali su za to potre-
bna dalja ispitivanja.

Klju¢ne reci: probiotik, laktobacili, kriterijumi selekcije.

' Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Bulevar oslobodenja 18.
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STATUS OF PROBIOTIC LACTIC ACID BACTERIA

Abstract

Probiotics are live microorganisms that exibit a benneficial effect on the health
of the host when ingested. Many strains of lactic acid bacteria from Lactobacillus
genus are recognized as probiotics. Absence of transferable genes for antibiotic
resistancy is crucial so that probiotic strain can acquire GRAS status. Also every
probiotic should survive conditions in digestive tract.

Material for this research was 51 strain of Lactobacillus spp. isolated from
traditional cheese from Sjenica.

All strains were analyzed for resistency to 9 different antibiotics — 6 of them
showed susceptibility to all antibiotics, while 23 showed profile of intrinsic antibio-
tic resistency. Most common resistancy profile was resistancy to vankomycin and
tetracycline. For further research, 9 strains were chosen, and they were analyzed
for viability in simulated gastric and duodenal conditions, antimicrobial activity
and hemolysis. All strains showed excellent survival in simulated gastric conditio-
ns, while only 3 of them could survive in presence of bile salts. All 9 strains showed
antimicrobial activity toward Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus;
none of them showed hemolysis on agar.

According to these results, strains of lactobacilli from Sjenica cheese have
potential for becoming probiotics, but it requires further research.

Key words: probiotic, lactobacilli, selection criteria.
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UvOoD

Koncept funkcionalne hrane poznat
je jo$ iz doba Hipokrata, koji je tvrdio
da ,hrana treba da bude lek" (Vasiljevic
i Shah, 2008). Funkcionalna hrana je
ona hrana koja, pored adekvatnih nutri-
tivnih efekata, ima povoljne efekte na
ciljne funkcije u organizmu znacajne sa
aspekta poboljSanja zdravlja i blagosta-
nja, i/ili za smanjenje rizika od bolesti.

U konceptu funkcionalne hrane, naro-
¢ito u industriji proizvoda od mleka, raste
interesovanje za probiotske proizvode
koji sadrze bakterije mlecne kiseline koje
vode poreklo iz gastrointestinalnog tra-
kta. Probiotici se mogu definisati kao Zivi
mikroorganizmi koji imaju blagotvoran
efekat na zdravlje domacina kada se une-
su u organizam u adekvatnoj koli¢ini, a
poseban znacaj medu njima imaju sojevi
Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp.
(World Gastroenterology Organization —
WGO, 2009). Vazna osobina probiotika je
zaStita od patogenih mikroorganizama u
digestivnom traktu domacina, $to se po-
stize zahvaljuju¢i produkciji antimikrob-
nih komponenti. Njihova uloga u borbi
protiv crevnih infekcija je potvrdena i do-

kumentovana u mnogim istraZivanjima
(Kos i sar., 2008; Frece i sar., 2009;
Saulnier i sar., 2009).

Postoji veliki broj vrsta i sojeva bak-
terija mle¢ne kiseline, ali ne mogu se
sve one nazvati probioticima. Brojni su
kriterijumi prema kojima se vrsi selek-
cija probiotskih kultura, ali postoje tri
osnovna bez kojih ne moze da se pri-
stupi nijednom narednom koraku u se-
lekciji. Da bi mikroorganizam bio kan-
didat za probiotik, osnovni uslovi su:

1. da bude normalni stanovnik gastro-
inestinalnog trakta,

2. da ne bude patogen,

3. da je sposoban da kolonizuje creva u
visokim koncentracijama -10—10°
CFU/ml (Mattila-Sandholm i sar.,
2002; FAO/WHO, 2002).

Dalji kriterijumi na osnovu kojih se
vrsi selekcija probiotika podeljeni su na
bezbednosne tehnoloske, funkcionalne
kriterijume i kriterijume koji se ti¢u po-
zeljnih fizioloskih svojstava. Njihova
klasifikacija prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Kriterijumi i svojstva za selekciju probiotika (Shah, 2006; Morelli, 2007)

Kriterijum

Svojstvo koje se ispituje

Poreklo

patogenost i infektivnost

Bezbednosni

rezistencija na antibiotike

faktori virulencije — toksi¢nost, metabolicka aktivnost

geneticka stabilnost soja

Tehnoloski

vijabilnost tokom proizvodnje i ¢uvanja

dobra senzorna svojstva
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rezistencija na bakteriofage

proizvodnja u velikim koli¢inama

tolerancija na kiselu sredinu u zelucu

tolerancija na prisustvo zu¢nih soli

Funkcionalni

adhezija na povrSinu mukoze

potvrdeni i dokumentovani efekti na zdravlje

imunomodulacija

antagonisticka aktivnost protiv gastrointestinalnih patogena

Pozeljna fizioloSka

uticaj na metabolizam holesterola

svojstva

uticaj na metabolizam laktoze

antimutagena i antikancerogena svojstva

Brojni nauc¢ni radovi naglasavaju
znacaj pazljive selekcije mogucih probi-
otskih sojeva bakterija mle¢ne kiseline.
Kriterijumi selekcije su postavljeni, pre
svega, u odnosu na bezbednost probi-
otika, ali niSta manje vazni nisu ni
tehnoloski, odnosno funkcionalni za-
htevi.

Cilj ovog rada jeste karakterizacija
izolovanih sojeva laktobacila u odnosu
na njihov probiotski status. Svi sojevi su
izolovani iz tradicionalnih sireva pore-
klom iz okoline Sjenice, koji su pravlje-
ni od sirovog mleka.

MATERIJAL I METODE
Materijal

Materijal za rad u ovom istrazivanju
predstavljao je 51 soj laktobacila izolo-
vanih iz tradicionalnih sireva od sirovog
mleka sa podrucja Sjenice.

Metode

Test osetljivosti/ rezistencije na anti-
biotike — disk-difuzioni test (disc diffu-
sion test). Osetljivost, odnosno rezisten-
cija izolovanih sojeva laktobacila na an-
tibiotike, ispitivana je pomocu disk-

difuzione metode, s time da su koriscée-
ni BBL diskovi impregnirani odgovara-
juc¢im antibiotikom (BBL™ Sensi-Disc™
Antimicrobial Susceptibility Test Discs,
Becton, Dickinson & Company). Testira-
na je osetljivost na devet razli¢itih anti-
biotika: ampicilin (10ug), ciprofloksacin
(5ug), eritromicin (15pg), gentamicin
(120png), hloramfenikol (30 pg), klinda-
micin (2pg), penicilin (10 1J), strepto-
micin (10ug), tetraciklin (30pg) i vanko-
micin (3 pg). Nekoliko identi¢nih kolo-
nija ispitivanog soja laktobacila je resu-
spendovano u 5 ml BHI (Brain Heart
Infusion) bujona (Merck), a standardi-
zacija suspenzije je postignuta porede-
njem sa 1 McFarland standardom. Inoku-
lacija ispitivanog soja na povrSinu MRS
agara je izvrSena primenom brisa koji se
nakon potapanja u pripremljeni inoku-
lum ravnomerno prevlaci preko povrSine
podloge. Postavljanje BBL diskova je oba-
vljeno sterilnom pincetom. Ploce su inku-
birane na 37°C/24h. Nakon inkubacije,
oCitane zone inhibicije (mm) interpretira-
ne su prema Vlkova i saradnici (2006), ta-
ko da su kategoriju osetljive populacije
predstavljali svi sojevi laktobacila sa zo-
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nom inhibicije >21mm, dok su sojevi sa
zonom inhibicije <15mm svrstani u rezi-
stentnu populaciju laktobacila.

Ispitivanje sposobnosti
prezivljavanja u simuliranim
uslovima Zeluda¢ne sredine — gastro
test

Za simulaciju uslova u Zeludacnoj
sredini, koriS¢ena je metoda ,gastro
test”. Napravljen je rastvor u sastavu
0,5% NaCl i 0,22% pepsina, a pH vre-
dnost je bila podeSena na 2 sa 1M HCL.
Prekono¢ne kulture su inokulisane u
ovaj rastvor u odnosu 1:10, a zatim su
stavljane na inkubaciju od 1h na
temperaturi od 37°C (Radulovi¢ i sar.,
2008). Po inokulisanju kulture ispitiva-
nog soja laktobacila, kao i nakon inku-
bacije u trajanju od 1h, odgovarajuca
serijska razblazenja su zasejavana na
MRS (Merck) agar, u cilju odredivanja
pocetnog broja, kao i broja laktobacila
po inkubaciji.

Ispitivanje sposobnosti

prezivljavanja u simuliranim

uslovima u duodenumu — test

Zucnih soli

Kako bi se imitirali uslovi koji po-
stoje u duodenumu, primenjen je test
Zucnih soli. Pripremljen je rastvor od
rekonstituisanog obranog mleka u pra-
hu, zuénih soli (0,4%) i pankreatina
(0,2%). U ovako pripremljen rastvor do-
davane su prekonoc¢ne kulture ispitiva-
nih sojeva, a zatim stavljane na inku-
baciju od 1h na temperaturi od 37°C
(Radulovi¢ i sar., 2008). Kao i u pretho-
dnom testu, po inokulisanju kulture

laktobacila u pripremljeni rastvor, kao i
nakon inkubacije, odgovarajuca serijska
razblazenja su zasejavana na povrSinu
MRS (Merck) agara, u cilju odredivanja
pocetnog broja i broja laktobacila spo-
sobnih da preZive inkubaciju u trajanju
od jednog ¢asa u simuliranim uslovima
duodenuma.

Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost ispitivanih
sojeva laktobacila odredena je u odnosu
na Listeria monocytogenes ATCC 19115 i
Staphylococcus aureus (kolekcija Labora-
torije Katedre za higijenu i tehnologiju
namirnica animalnog porekla) kako bi
se utvrdilo da li postoji inhibitorno dej-
stvo ispitivanih sojeva na navedene pa-
togene bakterije. KoriS¢en je Agar-well
diffusion assay, metod bunarc¢i¢a u agaru
(Tagg i Mc-Given, 1971). Prethodno
pripremljen MRS agar koji se nalazio u
Petrijevoj ploci prelivan je sa 5ml soft
agara u koji je dodato 5 pl kulture nave-
denih patogenih bakterija (prethodno
inkubiranih 24h u BHI bujonu na
37°C). Na MRS agar prethodno su sta-
vljeni sterilni nastavci za automatske
pipete, promera 5mm, kako bi se formi-
rala udubljenja kada se agar stegne. Ka-
da je soft agar bio stegnut, nastavci su
uklanjani, tako da na sredini ostane bu-
narci¢ u koji je dodavano 50pl superna-
tanta bujonske kulture ispitivanog soja
laktobacila dobijenog centrifugovanjem
pri 12 000 rpm (revolution per minute)
tokom 15 minuta. PloCe su potom drza-
ne 2h na temperaturi frizidera, a zatim
inkubirane 24h na 37°C. Posle tog vre-
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menskog perioda, merena je zona inhi-
bicije rasta L. Monocytogenes i S. aureus
oko bunarci¢a u koji je dodat ispitivani
soj laktobacila.

Sposobnost hemolize na krvnom
agaru

Hemoliticka aktivnost sojeva Lacto-
bacillus spp. ispitivana je kako bi se ut-
vrdilo da li postoji mogucnost za pato-
geno delovanje ispitivanih sojeva. Devet
sojeva koji su izabrani na osnovu rezul-
tata prethodnih testova, zasejano je na
krvni agar i stavljeno na inkubaciju na
37°C/48h. Nakon toga, oCitavani su re-
zultati. Prisustvo prosvetljenja, odnosno
hemolize na krvnom agaru, ukazuje na
hemoliticku aktivnost i time moguce
patogeno delovanje ispitivanih sojeva.

REZULTATI I DISKUSIJA

Test osetljivosti/ rezistencije na
antibiotike kod ispitivanih sojeva
Lactobacillus spp.

Pitanje rezistencije mikroorganiza-
ma na antibiotike postaje sve vaznije,
jer se prema trenutnim saznanjima hra-
na smatra najvaznijim vektorom Sirenja
antibiotske rezistencije izmedu ljudi i
Zivotinja. Zbog toga je 2001. godine
SCAN (Scientific Committee of Animal
Nutrition) dobio zahtev da ispita i defi-
nise kriterijume za procenu bezbednosti
mikroorganizama koji su rezistentni na
antibiotike, a koriste se kao probiotici u
hranivima za Zivotinje (EFSA 2008).
Kao posledicu ste¢enih saznanja, SCAN
je preporucio komisiji Evropske unije da
u hrani za ljude i hranivima za Zivotinje

zabrani upotrebu probiotika koji pose-
duju gene za rezistenciju na antibiotike,
a koji imaju mogucénost transfera na
druge mikroorganizme (Danielsen i
Wind, 2003).

Bakterije mle¢ne kiseline mogu da
predstavljaju prirodni rezervoar gena
rezistencije na antibiotike, a u odrede-
nim uslovima oni mogu da se prenesu
na patogene mikroorganizme putem
lanca hrane, ili u gastrointestinalnom
traktu (Bernardeau, 2008). Zbog pojave
sve veCeg broja patogena koji su rezi-
stentni na antibiotike i zbog mogu¢no-
sti prenoSenja te rezistencije, jedan od
najvaznijih kriterijuma u odabiru po-
tencijalnih probiotskih sojeva bakterija
je njihova osetljivost na delovanje anti-
biotika (Bulaji¢ i Mijacevi¢, 2011).

U ovom radu ispitivana je rezisten-
cija/ osetljivost laktobacila na devet
odabranih antibiotika koji imaju pose-
ban znacaj u klinickoj praksi. Koris¢eni
su antibiotici koji pripadaju razli¢itim
klasama: iz klase penicilina, testirana je
osetljivost na penicilin i ampicilin; iz
klase aminoglikozida gentamicin i stre-
ptomicin; od makrolida ispitivana je
osetljivost/ rezistencija na eritromicin.
Kao predstavnik klase fluorokvinolona
uzet je ciprofloksacin, glikopeptidnih
antibiotika vankomicin, a linkozamida
klindamicin. Ispitivana je osetljivost i
na tetraciklin i hloramfenikol. U tabeli
2. prikazani su profili rezistencije ispiti-
vanih sojeva Lactobacillus spp.
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Tabela 2. Prikaz fenotipske rezistencije ispitivanih sojeva Lactobacillus spp. u odnosu
na odabrane antibiotike

Rezistentni
Rezistencija sojevi. Zastupljenost sojeva u odnosu na rezistenciju prema
na laktobacila antibiotiku/ antibioticima* — profili rezistencije
broj %
1 antibiotik 19 37,25 | vankomicin (13), gentamicin (5), tetraciklin (1)
vankomicin+ tetraciklin (10), vankomicin+gentamicin
2 antibiotika | 21 4118 (5), gentam1c1n+tetrap1}<hn (3),. pe.:mc111n+tetrac1.k}1n
(1), gentamicin+ penicilin (1), vankomicin+
penicilin (1)
3 antibiotika | 4 7.41 pen1c111p-!- Vankom.1c1'n+tet'raC1k1'1n' (3),
gentamicin+tetraciklin+eritromicin (1)
4 antibiotika | 1 1,96 gentamicin+penicilin+tetraciklin+eritromicin

Od 51 ispitanog soja, Sest (11,76%)
je bilo osetljivo na sve antibiotike, dok
je na jedan od njih rezistenciju pokazalo
19 sojeva. Postojanje multirezistencije
(rezistencije na dva ili viSe antibiotika)
zapazeno je kod 26, odnosno 50,98%
sojeva.

Najveci broj ispitivanih sojeva poka-
zao je rezistenciju na vankomicin, bilo
pojedinacno (13 sojeva), ili u kombi-
naciji sa jo$ jednim ili viSe antibiotika
(19 sojeva). Laktobacili pokazuju intri-
nzi¢nu, prirodnu rezistenciju na odre-
deni broj antibiotika (bacitracin, cefo-
ksitin, kanamicin, norfloksacin i druge),
a medu njima se nalazi i vankomicin.
Ipak, ovaj vid rezistencije nije prenosiv
na druge bakterije, tako da rezistencija
na vankomicin u ovom radu nije
posmatrana kao kriterijum za elimina-
ciju soja iz daljih ispitivanja, ukoliko je
on bio osetljiv na sve druge antibiotike
(Danielsen i Wind, 2003). Od antibioti-
ka koji su koris¢eni u ovom ispitivanju,
laktobacili poseduju prirodnu rezisten-

ciju i na gentamicin (Bernardeau i sar.,
2008), pa ni rezistencija na njega nije
razmatrana kao uslov za eliminaciju.
Izuzetno visok procenat rezistencije na
vankomicin je u skladu i sa drugim
ispitivanjima koja su vrSena (Bulaji¢ i
Mijacevi¢, 2011; Coppola i sar., 2005).
Prema podacima Bernardeau i sara-
dnika (2008), striktno homofermentati-
vni laktobacili mogu da pokazuju ose-
tljivost na ovaj antibiotik, a samo u je-
dnom istrazivanju je i pokazana ose-
tljivost laktobacila na vankomicin (Ma-
urad i Meriem, 2008).

Odredeni broj ispitivanih sojeva (16)
pokazao je rezistenciju i na gentamicin,
a ovakvi rezultati se mogu naci i u
literaturnim podacima (Kaktcham i
sar., 2011; Bulaji¢ i Mijacevi¢, 2011).
Pojedini literaturni podaci ukazuju na
daleko vec¢i procenat rezistencije na
gentamicin od rezultata u ovom ispiti-
vanju. U istrazivanju koje su sproveli
Danielsen i Wind (2003), svi ispitivani
sojevi laktobacila su pokazali visoki
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nivo rezistencije na aminoglikozidne
antibiotike; u istrazivanju Coppola i
saradnika (2005), na gentamicin je bilo
rezistentno ¢ak 98% ispitivanih sojeva.
Ovakvi rezultati su u skladu sa poda-
tkom da je i u slucaju gentamicina u
pitanju intrinzi¢na rezistencija.

Rezistenciju na tetraciklin pokazalo
je 20 sojeva, uglavnom u kombinaciji sa
jednim ili viSe drugih antibiotika, a
prema literaturnim podacima radi se o
steCenoj rezistenciji (Nawaz 1 sar.,
2011), Sto predstavlja poseban rizik po
zdravlje potro$aca, jer ovaj vid reziste-
ncije ima mogucnost transfera izmedu
bakterija.

Najveci broj ispitivanih sojeva je bio
osetljiv na penicilin i eritromicin. Poda-
ci o rezistenciji na penicilin se dosta ra-
zlikuju — postoje oni gde se navodi da su
svi ispitivani sojevi laktobacila osetljivi na
penicilin (Sieladie i sar., 2011; Danielsen i
Wind, 2003; Nawaz i sar., 2011). U nekim
istrazivanjima je prevalenca rezistencije
na penicilin varirala (Salminen i sar.,
2006), dok je u pojedinim istrazivanjima
veliki broj ispitivanih sojeva laktobacila
(63,16%) bio rezistentan (Bulaji¢ i Mija-
cevic, 2011).

U rezultatima dobijenim u ovom is-
traZivanju, samo dva ispitivana soja lak-
tobacila su pokazala rezistenciju na
eritromicin, $to je u skladu sa rezultati-
ma koje su dobili Nawaz i saradnici
(2011), gde su takode dva ispitivana
soja pokazala ovaj vid rezistencije.

Nijedan od ispitivanih sojeva lakto-
bacila nije pokazao rezistenciju na

ampicilin, ciprofloksacin, klindamicin i
hloramfenikol, $to je u skladu sa lite-
raturnim podacima (Danielsen i Wind,
2003; Coppolai sar., 2005; Nawaz i sar.,
2011). Ipak, postoje podaci i o visokom
procentu rezistencije na ciprofloksacin
kod sojeva laktobacila (Sieladie i sar.,
2011).

Osetljivost na sve ispitivane antibio-
tike bio je preduslov da se sojevi dalje
ispituju u drugim testovima (studija
preZivljavanja, antimikrobna aktivnost
u odnosu na odabrane patogene bakte-
rije i potencijal patogenosti usled hemo-
liticke aktivnosti).

Studija prezivljavanja — gastro test

Ispitivanje probiotskih svojstava od-
redenih bakterija podrazumeva da se
uvek govori o zivim mikroorganizmima
(WGO, 2009). Kako bi se ovaj uslov
ispunio, neophodno je da probiotske
kulture pasiraju gastrointestinalni trakt
u odredenom broju kao Zive ¢elije. Prvi
celularni stres koji laktobacili pri prola-
sku kroz gastrointestinalni trakt do-
Zivljavaju jesu veoma niske pH vredno-
sti u zelucu, koje se kre¢u od 1,5 do 3
(Sieladie i sar., 2011). Kako bi se ispitao
trend promene brojnosti laktobacila u
uslovima simulirane Zeludacne sredine,
sprovedena je studija preZivljavanja —
gastro test. Od 29 sojeva koji su ispunili
uslov za dalje ispitivanje, izabrano je
devet za studije prezivljavanja, odnosno
ispitivanje sposobnosti prezivljavanja
sojeva laktobacila u simuliranim uslovi-
ma gastrointestinalnog trakta.
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U tabeli 3. prikazano je prezivljava- dnog sata u simuliranim uslovima zelu-
nje laktobacila nakon inkubacije od je- dacne sredine.

Tabela 3. PreZivljavanje laktobacila posle 1h inkubacije u simuliranim uslovima
Zeludacne sredine

Prezivljavanje laktobacila u simuliranim uslovima Zeluda¢ne sredine

Statisticki parametar Pocetni broj log CFU/ml Vrednost posle 1h log CFU/ml
Broj sojeva 9 9

Srednja vrednosti 7,91%0,89 7,57+0,68

standardna devijacija

Minimalna vrednost 6,00 6,26

Maksimalna vrednost 9,05 8,10

Procenat prezivljavanja | 96,22

U rezultatima dobijenim u ovom is- Na grafikonu 1. prikazana je prome-
pitivanju, procenat prezivljavanja je bio na broja log CFU/ml ispitivanih sojeva
96, 22% posle 1h inkubacije u uslovima laktobacila nakon inkubacije od 1h u
koji imitiraju Zeluda¢nu sredinu (pH=2, simuliranim uslovima Zeluda¢ne sre-
uz prisustvo pepsina). dine.

Grafikon 1. Promena broja log CFU/ml laktobacila nakon inkubacije od 1h u imitiranim
uslovima Zeludacne sredine

M srednja vrednost pocetnog br. MW srednja vrednost posle 1h

10.00
9.00
8.00
7.00 7
6.00 A
5.00 7
4.00
3.00 1
2.00 7
1.00 A
0.00 -

6Llb1 1b2 1/2-2b 1/4-5lb 1/2-5lb 31Lb2 1/2-3lb  6Lb2 2/151Lb
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Sa grafikona 1. moze se primetiti da
je kod cetiri soja broj log CFU/ml posle
jednog sata porastao. Iako ni u jednom
drugom istrazivanju nije zabelezen po-
rast broja mikroorganizama nakon in-
kubacije u imitiranim uslovima Zeluda-
¢ne sredine, u literaturnim podacima se
naglaSava da je osetljivost na snizenu
pH vrednost i ponasanje u prisustvu ze-
ludacne kiseline i pepsina strogo zavi-
sno od soja i da moze umnogome da va-
rira (Millette i sar., 2008; Maurad i Me-
riem 2008). Procenat prezivljavanja koji
iznosi viSe od 50% smatra se dobrim, a
tom kriterijumu odgovaraju i svi sojevi
ispitivani u ovom istrazivanju (Sieladie i
sar., 2011). Ukoliko se uporede rezultati
dobijeni u ovom ispitivanju sa rezultati-
ma iz literature, evidentno je da su u
svim istrazivanjima dobijeni razli¢iti po-
daci. U istrazivanju koje su sproveli Ma-
urad i Meriem (2008), od ispitivanih 14
sojeva, Cetiri su u dovoljnom broju pre-
zivela nisku pH vrednost (pH=2). U
drugom istrazivanju, koje je sprovodeno
na Cetiri poznata probiotska soja lakto-
bacila, svi testirani sojevi su preziveli 30
minuta inkubacije sa neznatnim sma-
njenjem broja pri pH vrednostima ve-
¢im od 2, dok je znacajan pad broja lak-
tobacila ustanovljen tek pri pH vredno-
stima manjim od 2 (Millette i sar.,
2008). Ovi podaci odgovaraju rezultati-
ma koje su dobili Prasad i saradnici
(1998), gde ni posle 3 sata nije zabele-
Zzen pad broja laktobacila pri pH vre-
dnosti 3. Rezultati dobijeni u ovom
istrazivanju imaju nekih podudarnosti

sa rezultatima koje su dobili Nawaz i
saradnici (2011), gde se procenat
prezivljavanja uglavnom kretao izmedu
80% 1 92% posle 48 sati inkubacije pri
pH vrednosti 2,5. Izuzetno visok proce-
nat preZivljavanja je zapaZen u jednom
od istrazivanja, 94,3%-99,56%, i ovaj
rezultat je najblizi onome $to je dobije-
no u ovom gastro testu (Radulovi¢ i
sar., 2008).

In vitro ispitivanja preZivljavanja lak-
tobacila u simuliranim uslovima Zeluda-
¢ne sredine ipak ne mogu da se uzmu
kao apsolutni pokazatelj prezivljavanja
u uslovima in vivo, jer odredene kompo-
nente namirnica mogu da imaju prote-
ktivno dejstvo na bakterije u samom Ze-
lucu, a bitna je i interakcija sa prisu-
tnom mikroflorom u specificnom ma-
triksu namirnice (Sieladie i sar., 2011).

Studija prezivljavanja
— test zuc¢nih soli

Sojevi laktobacila koji su se u pret-
hodnom “gastro” testu pokazali kao aci-
dotolerantni, ispitani su u odnosu na
sposobnost njihovog prezivljavanja u
simuliranim uslovima duodenuma (ra-
stvor sa 0,4% zucnih soli i 0,2% pankre-
atina). FizioloSke koncentracije Zu¢nih
soli u duodenumu coveka iznose 0,1%—
0,3% (Dunne i sar., 2001), odnosno
0,5% (Mathara i sar., 2008). Zbog toga
je meophodno da efikasni probiotski
sojevi imaju sposobnost rasta pri kon-
centraciji zuc¢i 0,15%-0,3% (Suskovi¢ i
sar., 2001). Sposobnost prezivljavanja u
prisustvu 0,4% Zzucnih soli koje je pri-
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menjeno u ovom ispitivanju veoma je
dobar pokazatelj potencijala prezivlja-
vanja ispitivanih sojeva laktobacila i u
in vivo uslovima, gde su koncentracije

7uci nizZe.

U tabeli 4. prikazane su pocetne vre-
dnosti, zatim promena broja laktobacila
(log CFU/ml) nakon inkubacije od je-
dnog sata i procenat preZzivljavanja u si-
muliranim uslovima duodenuma.

Tabela 4. Prikaz preZivljavanja laktobacila posle 1h inkubacije u simuliranim uslovima
duodenuma

Prezivljavanje laktobacila u simuliranim uslovima duodenuma

Statisticki parametar Pocetni broj log CFU/ml Vrednost posle 1h log CFU/ml
Broj sojeva 9 9

Srednjavrednosti 1 g4, 36 4,5141,65

standardna devijacija

Minimalna vrednost 7,85 3,00

Maksimalna vrednost 8,72 7,31

Procenat
prezivljavanja

55,54

Prema rezultatima dobijenim u
ovom ispitivanju, procenat preZzivljava-
nja ispitivanih sojeva laktobacila u

simuliranim uslovima duodenuma izno-
sio je prosec¢no 55,54%. Promena broja
log CFU/ml prikazana je na grafikonu 2.

Grafikon 2. Promena broja log CFU/ml laktobacila nakon inkubacije od 1h u
imitiranim uslovima u duodenumu

M srednjavrednost pocetnog br.
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Usvajajuci kriterijum da se dobra spo-
sobnost prezivljavanja karakteriSe pro-
centom prezivljavanja >50%, $to je i jedan
od osnovnih uslova ispoljavanja probio-
tskog mehanizma delovanja (Sieladie i
sar., 2011), svega tri soja odgovaraju
ovom kriterijumu. 1z rezultata prikazanih
na grafikonu 2. moze se primetiti da pro-
mene u broju log CFU/ml znacajno va-
riraju izmedu pojedinih sojeva, a interval
prezivljavanja se kretao u rasponu
38,24%—83,90%. Stoga se moze zakljuciti
da je sposobnost preZivljavanja u
prisustvu Zu¢i iskljucivo karakteristika
vezana za pojedine vrste i sojeve, Sto se
naglasava i u podacima iz literature (Bao i
sar., 2010; Morelli, 2000).

Jamaly i saradnici (2011) dokazuju
rezistenciju na prisustvo zuci u koncen-
traciji od 0,3% kod 10, od ukupno 18 is-
pitivanih sojeva. U ispitivanju Prasad i
sar. (1998) utvrdeno je dobro prezivlja-
vanje sojeva laktobacila pri koncentra-
ciji od 0,4% zucnih soli, dok se znacajna
inhibicija rasta i time smanjenje broja
laktobacila utvrduje pri koncentracija-
ma od 0,8%, odnosno 1% zuci. Rezultati
Maurad i Meriem (2008) pokazuju da
se, od 38 ispitivana soja Lactobacillus
plantarum, 14 Xkarakterisalo toleran-
cijom na 2% Zuci uz procenat prezivlja-
vanja u opsegu 69%-75%. Ipak, ispiti-
vanje tolerancije sojeva laktobacila pri
koncentraciji od 2% zuci ne reflektuje
stvaran broj tolerantnih sojeva sposo-
bnih da prezive, kako se navedena kon-
centracija Zu¢i smatra ekstremno viso-
kom i mozZe se ocekivati samo tokom
prvog sata digestije u duodenumu ljudi i

Zivotinja (Gotcheva i sar., 2002). Pret-
postavlja se da hidroliticka aktivnost u
odnosu na zucne soli stoji u osnovi
mehanizma rezistencije laktobacila na
toksi¢nost konjugovanih zuc¢nih soli u
duodenumu, i time predstavlja vaZan
faktor kolonizacije i opstanka popula-
cije laktobacila u sredini duodenuma
(De Smet i sar., 1995). Medutim, rezul-
tati ispitivanja pojedinih autora pokazu-
ju da se kod testiranih sojeva laktobaci-
la, i pored tolerancije na Zuc, ne utvrdu-
je hidroliticka aktivnost, i time hidroliza
zucnih soli nije jedini mehanizam tole-
rancije na zuc¢ (Schillinger i sar., 2005;
Bertazzoni i sar., 2002).

Antimikrobna aktivnost

Znacajan kriterijum pri selekciji probi-
otskih sojeva bakterija je i njihova mogu-
¢nost inhibicije rasta patogenih mikroor-
ganizama. Bakterije mlecne kiseline tu
sposobnost imaju zahvaljuju¢i mehanizmu
kompetitivnog iskljucenja, ali i kao posle-
dica produkcije vodonik-peroksida, organ-
skih kiselina, diacetila i bakteriocina (Sie-
ladieisar., 2011).

Za devet sojeva Lactobacillus spp. ispi-
tivano je da li mogu da inhibiSu rast po-
jedinih patogenih bakterija, gde su kao
indikatori kori$¢eni Listeria monocytogenes
ATCC 19115 i Staphylococcus aureus (izolat
iz kolekcije Laboratorije Katedre za
higijenu i tehnologiju namirnica animal-
nog porekla). Rezultati su dobijeni
merenjem precnika zone inhibicije koja se
nalazi oko bazencica sa laktobacilima
posle 24h inkubacije na 37°C. U tabeli 5.
prikazane su dobijene vrednosti.
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Tabela 5. Zone inhibicije rasta L. monocytogenes i S. aureus za devet ispitivanih sojeva

Prec¢nik zone inhibicije u mm
Oznaka soja Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
6Lbl 20 20
1Lb2 20 25
1/2-2Lb 30 25
1/4-5Lb 15 30
1/2-5Lb 25 20
3Lb2 35 25
1/2-3Lb 35 20
6Lb2 30 25
2/1-5Lb 20 25

Svi sojevi Lactobacillus spp. pokazali
su inhibitorno dejstvo na ispitivane pa-
togene. U istrazivanju koje su sproveli
Jamaly i saradnici (2011) ispitivano je
antimikrobno dejstvo laktobacila na ve-
¢i broj patogenih mikroorganizama:
Listeria innocua, Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus D, Klebsiella pneumonia.
Od deset ispitivanih sojeva laktobacila,
svi su pokazali inhibitorno dejstvo pre-
ma patogenima.

U istrazivanju antimikrobne aktivno-
sti laktobacila koje su vrsili Arokiyama-
ry i Sivakumar (2011), fokus ispitivanja
antimikrobne aktivnosti je bio usmeren
na patogene bakterije koje se prenose
uglavnom putem hrane: Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Salmonella typhi i Shigella dysenteriae. U
ispitivanju je koriS¢eno pet sojeva lakto-
bacila, a na svaki od patogena inhibito-
rno dejstvo je pokazalo barem dva soja.
Ukoliko se prihvati kriterijum da zona
inhibicije veca od 15 mm ukazuje na ve-
oma jaku antimikrobnu aktivnost, tada

je svih devet sojeva laktobacila u ovom
ispitivanju pokazalo izuzetna antimi-
krobna svojstva u odnosu na oba pato-
gena. Kako u nasem ispitivanju antimi-
krobne aktivnosti kori$¢eni supernatant
kulture ispitivanih sojeva laktobacila ni-
smo neutralisali, niti izloZili delovanju
proteinaza, uoCene zone inhibicije indi-
kator bakterija ne mozemo jasno dove-
sti u vezu bilo sa niskom pH vrednoscu,
odnosno produkcijom kiseline, niti sa
produkcijom bakteriocina.

Prema podacima iz literature, u je-
dnom od istrazivanja svih 15 ispitivanih
sojeva laktobacila je pokazalo inhi-
bitorno dejstvo na veliki broj testiranih
patogena (Listeria innocua ATCC 33090,
S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC
25922, S. aureus klinicki izolat MDR,
Streptococcus mutans DSM 20523, Ente-
rococcus faecalis ATCC 10541, E. Coli
ATCC 13706, E. coli klinicki MDR izolat,
S. typhi ATCC 6539, P. aeruginosa ATCC
20027, P. aeruginosa ATCC 27853, Kleb-
siella pneumoniae klinicki izolat), medu
kojima je bilo i viSe sojeva S. aureus (Si-
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eladie i sar., 2011). U drugom istraziva-
nju, u kome su ispitivana svega dva
soja, pokazalo se da su oba inhibisala
rast L. monocytogenes i S. aureus (Radu-
lovi¢ i sar., 2008). Dostupni literaturni

podaci su u potpunom skladu sa
rezultatima  dobijenim u  ovom
istrazivanju.

Sposobnost hemolize na krvnom
agaru

Hemoliticka aktivnost je prac¢ena za
devet sojeva Lactobacillus spp., kako bi
se proverilo postojanje moguce patoge-
nosti ispitivanih sojeva. Rezultati su do-
bijeni posmatranjem da li postoji zona
hemolize na krvnom agaru posle 24h in-
kubacije na 37°C (slika 1).

Slika 1. y hemoliza laktobacila koji su
zasejani na krvnom agaru

Prema FAO/WHO vodicu (2002), bez-
bednost probiotskih sojeva je jedan od
preporucenih atributa. Sa aspekta bezbe-
dnosti probiotika, nepostojanje hemoliticke
aktivnosti jedan je od vaznih kriterijuma,
jer se dovodi u vezu sa razaranjem epite-
lijalnog sloja intestinuma, ¢ime se otvaraju
vrata infekcije. Pored toga, naruseni inte-
gritet epitela se prepoznaje kao izvor aler-

gijskih autoimunih oboljenja i time postoji
rizik po zdravlje ljudi (Bengmark, 2003).
U naSem ispitivanju, kod sojeva laktoba-
cila nije utvrdena hemoliticka aktivnost,
Sto se podudara sa podacima mnogih auto-
ra (Sieladie i sar., 2011; Kalui i sar., 2010;
Jamaly i sar., 2011; Maurad i Meriem,
2008).

ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni
su slede¢i zakljucci:

1. Od 51 ispitanog soja laktobacila, Sest
(11,76%) sojeva je bilo osetljivo na sve
antibiotike, dok je na jedan od njih
rezistenciju pokazalo 19 (37,25%) soje-
va. Postojanje multirezistencije zapaze-
no je kod 26, odnosno 50,98% sojeva.
Najces¢i uoceni profil fenotipske rezi-
stencije jeste rezistencija na tetraciklin.

2. Procenat prezivljavanja svih devet soje-
va laktobacila ispitanih na sposobnost
prezivljavanja u simuliranim uslovima
zeludacne sredine iznosio je 96,22%. U
simuliranim uslovima duodenuma, tri
od ukupno devet ispitanih sojeva lakto-
bacila pokazao je procenat prezivlja-
vanja >50%.

3. Kod svih ispitanih sojeva laktobacila

uocena je sposobnost inhibicije rasta S.
aureus i L. monocytogenes.

4. Nijedan od ispitanih sojeva laktobacila
nije pokazao sposobnost hemolize.
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