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SaZetak

Probiotik se moZe definirati kao pojedinacna ili mjeSovita kultura Zivih
mikroorganizama koji, primijenjeni u ljudi ili Zivotinja blagotvorno djeluju
na domacina poboljSavajuci mu svojstva autohtone mikroflore. Znanstveni
temelj za izucavanje i razvoj probiotika proistjece iz spoznaje da je crijevna
flora ukljucena u zastitu domacina (¢ovjeka ili Zivotinje) od naseljavanja
intestinalnog trakta neautohtonim mikroorganizmima. Probioticko djelovanje
bakterija mlijecne kiseline moZe se iskazati razlicitim mehanizmima djelovanja
prema patogenim mikroorganizmima u intestinalnom traktu: 1. smanjivanjem
broja Zivih bakterija: a) proizvodnjom antibakterijskih supstancija
(bakteriocina), b) natjecanjem za hranjiva, c) natjecanjem za mjesta vezanja
na crijevnoj epitelnoj povrS$ini; 2. izmjenom metabolizma mikroorganizama:
a) povecanjem ili b) smanjenjem enzimne aktivnosti i 3. stimuliranjem
imunoloSkog sustava povecanjem: a) razine antitijela i b) makrofagne
aktivnosti.

Kljucne rijeci: bakterije mlijecne kiseline, probioticka aktivnost

a) Uvod

Izraz “bakterije mlije¢ne kiseline” obuhvaca velik broj bakterijskih vrsta
koje proizvode mlije¢nu kiselinu previranjem razli¢itih ugljikohidrata.
Podrijetlo tog trivijalnog imena potjece jos iz 1884. godine, kada je Hueppe
prvi upotrijebio izraz “Milchsauerbacillus” da opiSe dio flore mikro-
organizama odgovornih za kiseljenje mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Stamer,
1979.). Spoznaja da bakterije izazivaju kiseljenje mlijeka nesto je starija jer
je Pasteur 1857. godine otkrio da je kiseljenje mlijeka uzrokovano
mikroorganizmima Suskovid, 1989.).

Prema najnovijoj sistematici (Sneath i sur., 1986.; Wood, 1992.),
bakterije mlije¢ne kiseline obuhvadaju velik broj vrsta koje pripadaju rodovima:

* Rad je izloZen na znanstveno-struénom simpoziju “Fermentirani mlije¢ni proizvodi u prehrani
i dijetetici”, Zagreb, 1996,
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Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus i Sporolactobacillus.
Tradicionalno se primjenjuju u pripravi fermetnirane hrane i napitaka, silaze
i probiotickih pripravaka (Brki¢, 1995.; Suikovié, 1996.).

Bakterije mlije¢ne kiseline dio su populacije mikroorganizama
probavnog trakta zdravih ljudi i Zivotinja i uklju¢ene su u njihov metabolizam.
Koristan u¢inak bakterija mlije¢ne kiseline, unesenih fermentiranim mlije¢nim
proizvodima, na regulaciju mikroflore crijevnog trakta uoc¢io je Metchni-
koff pocetkom ovog stoljeca(Metchnikoff, 1907.). Elie Metchni-
koff (1845.-1916.), zaposlen u Pasteurovu institutu u Parizu, dugo je smatrao
da mikroflora debelog crijeva $tetno djeluje na zdravlje odrasla ¢ovjeka. Bio
je u to toliko uvjeren da je podrZavao kirur§ko odstranjenje debelog crijeva.
Ipak, kada je otkrio da bugarski seljaci, koji se hrane velikim koli¢inama
kiselog mlijeka, doZive vrlo duboku starost, promijenio je misljenje. Treba
naglasiti da se Metchnikoff (1907.) bavio vi$e kiselim mlijekom, a ne
onim $to danas nazivamo jogurtom, i kako se postupno dolazilo do ¢istih
kultura, zastupao je uporabu nazvanim “bugarski bacillus”. Taj soj je gotovo
istovjetan s mikroorganizmom koji je kasnije nazvan Bacillus bulgaricus, a
potom Lactobacillus bulgaricus. Laktobacil koji fermentira mlijeko u jogurt
naziva se danas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus i djeluje zajedno
sa Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, proizvodeci jogurt kakvog
danas poznajemo (Fuller, 1992.). Medutim, tek se tijekom posljednjih
tridesetak godina javlja interes za razvijanje Metchnikoffljeve ideje radi
pronalaZenja prirodnog na¢ina poboljSanja zdravlja ljudi i Zivotinja
koristenjem fermentiranih proizvoda i ¢istih kultura bakterija mlije¢ne kiseline
u terapijske svrhe.

Siroka primjena kemijskih dodataka i antibiotika u prehrani uzrok je
kroni¢nom poremecaju crijevne mikroflore i terapijskoj nedjelotvornosti
kemoterapeutika u slu¢aju razli¢itih infektivnih bolesti. Jedan od
najuvjerljivijih pokazatelja uloge crijevne mikroflore u otpornosti prema
bolesti dali su 1978. godine Collins i Carter. Dokazali su da se pokusni
kunié uzgojen “bez klica” (germfree) moZe ubiti s 10 stanica Salmonella
enteritidis, ali da je potrebno 10° stanica S. enteritidis da bi se usmrtio kuni¢
s normalnom crijevnom mikroflorom. Nema sumnje da Zivotinje u svom
probavnom traktu imaju populaciju mikroorganizama koja ih $titi od bolesti.
Ako je tome tako, zasto su nam potrebni probiotici? Pri normalnim uvjetima
ne bismo trebali probiotike, u divljini mlade Zivotinje brzo stje¢u zastitnu
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mikrofloru primiv3i je od majke i okoline. Ipak, moderne metode perinatalne
skrbi ograni¢avaju dodir s majkom i pribavljaju neprirodnu hranu i neprirodne
uvjete okoline. Rezultat toga je da u crijevnoj mikroflori manjkaju normalni
sastojci odgovorni za otpornost prema bolesti. Cak i mikroflora odrasle osobe
moZe biti poremecena prehranom, antibakterijskim lijekovima i stresom
(Tannock, 1983. Stoga je poZeljno primijeniti bakterije mlije¢ne kiseline
u prehrani i terapeutici kao probiotike, zbog njihova Sirokog raspona korisnog
djelovanja.

b) Definicija probiotika

Rije¢ probiotik potje¢e od grcke rije¢i pro bios (za Zivot) i tijekom
godina poprimala je razli¢ita znacenja. Prvi put su je upotrijebili Lilly i
Stillwell 1965. godine i njome opisali tvar koju je izlu¢ivao jedan
mikroorganizam da bi se poticao rast drugog mikroorganizma. Tim se
znac¢enjem moZe potpuno opravdati dijametralno suprotno znacenje rijeci
antibiotik i s etimoloskog gledista. Ipak, rije¢ probiotik se u gornjem znacenju
nije odrzalai Sperti (1971.) je po¢inje postupno primjenjivati za ekstrakte
tkiva koji su poticali rast mikroorganizama.

Godine 1974. Parker juje poeo rabiti u kontekstu u kojem se i danas
rabi. Probiotike je definirao kao “organizme i tvari koji korisno djeluju na
ravnoteZu crijevne mikroflore”. Ta definicija povezuje probiotike s crijevnom
mikroflorom, ali joj dodatak u “tvar” daje §iroko zna¢enje koje ukljucuje i
antibiotike. U nastojanju da pobolja definiciju Fuller je (1989.) ponovo
definirao probiotike kao *“Zivo mikrobno hranjivo koje korisno djeluje na
Zivotinjski organizam pobolj$avajuci ravnoteZu njegove crijevne mikroflore”.
Havenaar i Huis in’t Veld (1992.) prosiruju Fullerovu definiciju,
predlaZuci novu, koja glasi: “Probiotik je jedna ili viSe kultura Zivih stanica
mikroorganizama koje, primijenjene u Zivotinja ili ljudi djeluju korisno na
domacina, pobolj§avajuci svojstva autohtone kulture”.

Dakle, izraz probiotik se odnosi na proizvode koji:

1. sadrZe Zive mikroorganizme, npr. kao liofilizirane stanice ili u
fermentiranim proizvodima,

2. poboljsavaju zdravstveno stanje ljudi i Zivotinja (koje moZe uklju¢ivati
poticanje rasta Zivotinja) i

3. mogu djelovati u ustima ili probavnom traktu u hrani ili u obliku
kapsula), u gornjem respiratornom traktu (aerosol) ili u urogenitalnom traktu
(lokalna primjena).
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¢) Nacin djelovanja probiotika

L. Inhibicija rasta nepoZeljnih mikroorganizama
1. Antimikrobno djelovanje

Bakterije mlije¢ne kiseline koje se primjenjuju kao probiotici mogu
djelovati antagonisticki zbog:

a) sniZzenja pH uslijed nakupljanja organskih kiselina

b) proizvedenog H,O, (u aerobnim uvjetima)

¢) proizvedenog diacetila

d) proizvedenih specifi¢nih inhibicijskih supstancija, primjerice
bakteriocina.

Tijekom rasta i fermentacije bakterije mlije¢ne kiseline proizvode
znacajne koli¢ine organskih kiselina. Organske kiseline djeluju inhibicijski
na rast i razmnoZavanje mikroorganizama (BlaZeka isur., 1991.; Brki¢
isur., 1995.). Lipofilne kiseline kao $to su mlije¢na i octena u nedisociranom
obliku, mogu prodrijeti u stanicu mikroorganizma i interferirati s osnovnim
metabolizmom, te sniziti intracelularni pH (Baird-Parker, 1980,
Kashket, 1987.). Octena kiselina ima ja¢e inhibicijsko djelovanje nego
mlijeCna kiselina, posebice prema kvascima i plijesnima (Baird-Parker,
1980.). To se moZe objasniti time $to je koli¢ina disocirane octene kiseline
2-4 puta veca od nedisocirane u usporedbi s mlije¢nom kiselinom. Neki autori
navode da octena i mlije¢na kiselina sinergisti¢ki djeluju u inhibiciji rasta
Salmonella (Rubin, 1987.; Adams i Hall, 1988.) i kvasaca (Moon,
1983.).

Bakterije mlije¢ne kiseline mogu proizvesti vodik-peroksid (H,0,) u
prisutnosti kisika djelovanjem flavoprotein oksidaza ili NADH peroksidaza
(Dahya i Speck, 1968.). Koncentracija H,0, moZe rasti do koncentracije
koja djeluje antimikrobiotski zbog nedostatka katalazne aktivnosti bakterija
mlije¢ne kiseline (Price i Lee, 1970.). H,0, $to ga proizvode bakterije
mlije¢ne kiseline pokazuje inhibicijsko djelovanje prema Staphylococcus
aureus i Pseudomonas sp. Baktericidni u¢inak H,0, moZe se pripisati
snaznom oksidacijskom djelovanju na stanicu mikroorganizma i stani¢ne
proteine. Naime, H,O, uzrokuje oksidaciju SH-grupa u vitalnim enzimima
metabolizma: heksokinazi, aldolazi i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazi
(Bjorck, 1985.).
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Diacetil (2,3-butandion) je metabolit koji proizvode svi rodovi bakterija
mlije¢ne kiseline (J ay, 1982.). Nastajanje diacetila je reprimirano za vrijeme
katabolizma i heksoza. Znatne koli¢ine diacetila mogu, medutim, nastati u
prisutnosti organskih kiselina, npr. limunske, koja se preko piruvata konvertira
u diacetil. Inhibicijsko djelovanje diacetila ocituje se i prema velikom broju
gramnegativnih bakterija (Jay i sur., 1983.).

Proizvodnja specifi¢nih inhibicijskih supstancija, kao $to su bakteriocini,
takoder je osobina bakterija mlije¢ne kiseline. Odatle i njihovo dodatno
antimikrobiolo$ko djelovanje. Po definiciji, bakteriocini su ekstracelularne
supstancije proteinske prirode, djelotvorne prema sojevima iste ili srodne vrste
(Koninsky, 1982.). Bakteriocini gram-pozitivnih mikroorganizama
(bakterija mlije¢ne kiseline) obi¢no imaju nesto §iri spektar inhibicije tako
da djeluju i na druge gram-pozitivne vrste (Tagg i sur., 1976.; Brkic,
1995.). Najpoznatiji bakteriocin iz bakterija mlije¢ne kiseline je nizin, §to ga
proizvodi Lactococcus lactis supsp. lactis (Hur s t, 1983.). Tijekom desetljeca
publiciran je velik broj radova koji se odnose na proizvodnju bakteriocina iz
bakterija mlije¢ne kiseline. U tablici 1 navedene su bakterije mlije¢ne kiseline
i bakteriocini koje proizvode.

Mehanizam djelovanja bakteriocina svodi se na njihovu interakciju sa
specifi¢nim receptorima na povrsini osjetljive stanice. Prema Hollandu
(1967.) postoje dvije hipoteze o djelovanju bakteriocina. Prema prvoj, nakon
specifinog vezivanja bakteriocina na stani¢nu stijenku bakterije dolazi do
penetracije bakteriocina na mjesto djelovanja u stanici. Druga, manje
vjerojatna mogucnost jest da bakteriocin, nakon povezivanja s receptorom,
inducira svoje djelovanje s ekstracelularne pozicije. Pri intracelularnom
djelovanju bakteriocini uzrokuju specifi¢nu inhibiciju sinteze DNA i proteina
te oStecuju osmotsku barijeru, tj. stani¢nu stijenku. To je u suprotnosti s
djelovanjem antibiotika koji stehiometrijski inhibiraju odredenu reakciju
metabolizma naj¢esce djelovanje nekog enzima. Molekula bakteriocina moze,
stupiti u interakciju s regulatornim sustavom bakterijske stanice i na taj na¢in
utjecati na mnoge stani¢ne funkcije. Ti regulacijski centri vjerojatno su dio
citoplazmatske membrane osjetljive stanice ili su za nju vezani te su zbog
toga pristupacni za interakciju s bakteriocinima koji se specifi¢éno veZu na
povriinu stanice (Daeschel i sur., 1990.). Moguénost proizvodnje
bakteriocina koji djeluju i na druge bakterije mlije¢ne kiseline jo§ je jedna
vazna osobina probioti¢kih sojeva jer oni na taj nacin imaju vecu moguc¢nost
naseljavanja i odrZavanja u gastrointestinalnom traktu.
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Tablica 1.: Bakterije miijjeéne kiseline - proizvodaéi bakteriocina (Havenaar i sur.,
1992.)
Table 1: Lactic acid bacteria producers of bacteriocin (Havenaar and al., 1992.)

VRSTA BAKTERWE BACTERIOCIN
Lactococcus lactis subsp. cremaoris laktostrepcin 5
Lactococcus lactis subsp. lactis nizin, lakticin 481
Lactococcus lactis subsp. diacetilactis laktokokin A, laktokokin B
5. salvarius subsp. thermophilus protein

Lactobacillus acidophilus acidolin, acidofilin, protein, antibiotitka
supstancija, laktocidin, acidocin A,
acidocin B, laktacin B, acidofilucin A

Lactobacillus bravis laktobacilin, brevicin 37

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus bulgaricin

Lactobacillus fermenti fermenticin

Lactobacillus helveticus laktocin 27, helveticin J

Lactobacillus plantarum laktolin, plantaricin A, plantaricin SIK-83,
plantaricin SAG6

Lactobacillus reuteri rojterin -

Lactobacillus sake sakacin A, laktocin S

Lactobacillus casei kazeicin 80

Leuconostoc soj VAL 187 inhibicijska supstancija

Pediococcus acidilactici H pediocin AcH

Enterococcus faecium

antibakterijska supstancija, bakteriocin,

enterocin 1146, enterocin 01

2. Natjecanje za hranjive komponente

Brojne aktivnosti intestinalne flore smatraju se odgovornim za
spre¢avanje rasta neautohtonih mikroorganizama. Buduéi da se intestinalni
trakt pona3a kao kontinuiran reaktor, populacijski kontrolni mehanizmi, koji
sprecavaju rast neautohtone kulture, u skladu su s teorijom kemostata
(Fredrickson, 1977.). Osnovni je koncept teorije kemostata da se bakterije
u mjesovitoj, kontinuiranoj kulturi natje¢u za nuZne hranjive tvari. U svojim
su istraZivanjima Freter i sur. (1983.a) pokazali da je razmnoZavanje E.
coli, Fusobacterium sp. i Eubacterium sp. jako inhibirano kad se one
inokuliraju u fekalni filtrat misje intestinalne flore. To znaéi da migja
intestinalna flora kontrolira ekosustav autohtone kulture. Glavni je razlog
ograni¢avanju razmnoZavanja tih mikroorganizama nedostatak izvora
iskoristivih ugljikohidrata. Prou¢avajuci sli¢an kontinuirani sustav, Wilson
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(1986.) je dosao do zakljucka da zbog preniske koncentracije ugljikohidrata
u misjem fekalnom filtratu ne moze rasti Clostridium difficile. 1z toga proizlazi
da je natjecanje za iskoristljive ugljikohidrate temeljno vaZno za regulaciju
bakterijske populacije u intenstinalnom traktu.

3. Natjecanje za mjesta vezanja

Jedan od mehanizama suzbijanja rasta patogeno je natjecanje za mjesta
vezanja na epitelnoj povr§ini crijeva. Poznato je da se bakterije mlije¢ne
kiseline mogu vezati na crijevni epitel, §to je vrlo poZeljna osobina
probioti¢kih sojeva (Fuller i Turvey, 1971; Jin i sur., 1996.). Jedna
je posljedica inhibicijskih aktivnosti crijevne mikroflore da vrijeme
udvostru¢enja patogena u intraluminalnom sadrZaju ¢esto prekoracuje brzinu
razrjedivanja. Stoga, u tim uvjetima patogeni bivaju teorijski “isprani” iz
intestinalnog trakta. Da bi osigurali preZivljavanje u tom ekosustavu, patogeni
bi se morali vezati za crijevnu sluznicu. Freter i sur. (1983.b) su razvili
matematic¢ki model koji predvida da dva ili viSe bakterijskih sojeva koji se u
probavnom traktu natjecu za istu hranjivu tvar mogu koegzistirati ako
metaboli¢ki manje u¢inkoviti sojevi imaju dostupna specifi¢na mjesta vezanja.
Mogucnost vezanja za crijevnu sluznicu zbog toga je vazna odrednica za
uspjesno naseljavanje crijevnog trakta patogenima. Mnogi su eksperimentalni
podaci pokazali da se sudionici mikroflore natjeu s patogenima za mjesto
vezanja na sluznici crijeva. Mikroflora koja je stalno vezana za sluznicu
spre¢ava naseljavanje patogenih mikroorganizama (Snoeyenbos, 1979.).
Kennedy i1Volz (1985. a, 1985.b) su in vivo u hréaka istraZivali utjecaj
antibioti¢ke terapije na vezanje patogena na crijevnu sluznicu. Ustanovili su
da je stupanj vezanja Candida albicans na povrinu crijeva mnogo veci u
Zivotinja tretiranih antibiotikom nego u netretiranih. Ti su autori proveli in
vitro pokuse s isjeckanim crijevnim materijalom hré¢aka podvrgnutih i
nepodvrgnutih djelovanju penicilina, te nacijepljenih s kvascem Candida
albicans. Rezultati su bili istovjetni s rezultatima iz pokusa in vivo, tj. mnogo
vedi broj stanica Candida albicans vezao se na crijevni epitel materijala
obradivanog penicilinom, nego na onaj koji nije bio podvrgnut djelovanju
penicilina.

4. Toksi¢ni metaboliti i nepovoljni uvjeti okoline

Toksi¢ni metaboliti koji uklju¢uju vodik-sulfid, slobodne Zu¢ne kiseline
1 kratkolan¢ane masne kiseline inhibicijski djeluju na intestinalne bakterije.
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Vodik-sulfid sudjeluje u suzbijanju rasta patogene bakterije E. coli u
kontinuiranom sustavu (Freter isur., 1983.c), dok o inhibicijskoj aktivnosti
slobodnih Zuénih kiselina postoje vrlo oskudni podaci. Medutim, brojna
istraZivanja su napravljena o utjecaju kratkolan¢anih hlapljivih masnih kiselina
na patogene u intestinalnom traktu.

Primarne Zuéne kiseline (kolna i ksenodeoksikolna) sintetiziraju se u jetri
i potom konjugiraju s taurinom ili glicinom. Ljudska Zu¢ takoder sadrzi
konjugate sekundarne Zu¢ne deoksikolne kiseline koja nastaje dehidrok-
silacijom kolne kiseline. U crijevima se konjugati hidroliziraju pomocu
razli¢itih anaerobnih bakterija i oslobadaju slobodne Zu¢ne kiseline (Drasar
i1 Hill, 1974.). Samo su slobodne Zu¢ne kiseline prisutne u fecesu. Crijevne
bakterije takoder konvertiraju neke primarne Zu¢ne kiseline u sekundarne,
deoksikolnu i litokolnu. Flock 1isur. (1972.) navode da su i gram-pozitivne
1 gram-negativne intestinalne bakterije inhibirane slobodnim Zuénim
kiselinama, ali ne humanom Zu¢i ili konjugiranim Zué¢nim kiselinama.
Sekundarne Zuéne kiseline, deoksikolna i litokolna toksi¢nije su za bakterije
nego primarne (Suskovi¢ isur., 1996.).

O¢ito je da toksi¢ni metaboliti interferiraju sa sposobnoscu patogena da
se veZu s intestinalnom crijevnom povrSinom. U svojim in vitro studijama
Kennedy i Volz (1983, 1985.a) i Kennedy i sur. (1987.) su
pokazali da stanice Can. albicans prijanjaju u velikom broju na izrezano
intestinalno tkivo dobiveno iz Zivotinja tretiranih antibioticima. Medutim, broj
se stanica Candida albicans smanji kada se to crijevno tkivo suspendira
zajedno s crijevnim sadrZajem koji ima Zivu mikrofloru. Ti rezultati pokazuju
da crijevna flora proizvodi suspstancije koje inhibiraju prijanjanje stanica
Candida albicans na sluznicu crijeva. Da bi se te supstancije identificirale,
provedena su istraZivanja tijekom kojih se otkrio utjecaj kratkolanc¢anih
hlapljivih masnih kiselina i slobodnih Zu¢nih kiselina na mukozno prijanjanje.
Obje otkrivene supstancije su inhibirale vezanje stanica Candida albicans na
sluznicu crijeva, vjerojatno modificiranjem mukoznih receptora.

Poznato je da su kratkolan¢ane hlapljive masne kiseline toksi¢ne za
gramnegativne bakterije. Vjerojatno je, dakle, da su te kiseline ukljucene u
eliminaciju patogena iz intestinalnog trakta. IstraZivanja su takoder pokazala
da je in vitro razmnozZavanje Sal. enteritidis inhibirano suspendiranim
crijevnim sadrZajem pokusne Zivotinje (Hentges, 1992.). Analizom sadrZaja
hlapljivih kiselina ustanovljene su koncentracije koje inhibiraju rast Sal.
enteritidis. Oralnom primjenom antibiotika eliminiraju se vazni sudionici
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crijevne mikroflore koji proizvode kratkolan¢ane hlapljive masne kiseline i
slobodne Zuc¢ne kiseline. Posljedica toga je smanjenje koncentracije tih
kiselina u intestinalnom sadrZaju, $to je popraceno povecanjem oksi-
doredukcijskog potencijala i pH, stvarajuci tako povoljne uvjete za
razmnozavanje Sal. enteritidis. MoZe se zakljuditi da je zaStita od Sal.
enteritidis posljedica nastajanja kratkolan¢anih masnih kiselina koju prati
sniZenje oksido-redukcijskog potencijala i pH vrijednosti u crijevnom
sadrzaju. Sli¢ni rezultati su dobiveni u pokusima sa Sh. dysenteriae, gdje su
visoke koncentracije kratkolan¢anih masnih kiselina, niski pH i oksido-
redukcijski potencijal glavni limitirajuéi ¢imbenici razmnoZavanja Shigella
vrsta in vivo (Arnold, 1974.).

I1. Promjene metabolizma mikroorganizama u probavnom traktu

Jedan od najvaznijih na¢ina korisnog djelovanja probioti¢kih organizama
na “domacina” je modifikacija procesa metabolizma, napose onih koji se
odvijaju u probavnom traktu. Takav koristan u¢inak moze se objasniti teorijom
razli¢itih mehanizama (Rowland, 1992.), a to su:

1. zaustavljanje reakcija ¢€iji rezultat je proizvodnja toksi¢nih ili
kancerogenih metabolita.

2. stimulacija enzimskih reakcija uklju¢enih u detoksifikaciju
potencijalnih toksi¢nih supstancija

3. stimulacija enzima sisavaca, uklju¢enih u razgradnju kompleksnih
hranjivih sastojaka, ili takvih enzima koji su odsutni (nasljedno ili zbog
bolesti), osiguravajuci bakterijski izvor tih enzima

4. sintetiziranje enzima i drugih esencijalnih hranjivih sastojaka koji
prehranom nisu osigurani u dovoljnim koli¢inama.

Unosenjem probioti¢kog mikroorganizma u organizam sisavaca dolazi
do modifikacije enzimskih reakcija, odnosno do interakcije s ekosustavom
crijevne mikroflore. Tako reakcije metabolizma koje se odvijaju u probavnom
traktu mogu lokalno djelovati na sluznicu crijeva ili mogu djelovati na cijeli
organizam. U crijevhom metabolizmu sisavaca sudjeluju razli¢iti enzimi. U
prvom redu to su probavni enzimi uklju€eni u razgradnju glavnih
makromolekularnih sastojaka hrane. Postoje slu¢ajevi enzimske deficijencije
koja moZe biti prirodena ili uzrokovana nekom bole$cu. Najpoznatija klinicka
manifestacija enzimske deficijencije je nepodnosljivost prema laktozi. Ta je
nepodnosljivost posljedica niske crijevne koncentracije laktaze koja nije
dovoljna za hidrolizu fiziolos§ke razine koncentracije laktoze u crijevu.
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Primjenom probioti¢kih organizama, u obliku jogurta i drugih fermentiranih
mlije¢nih proizvoda, uveliko se smanjuje ta nepodnosljivost zbog smanjene
koncentracije laktoze u tim proizvodima ili zbog prisutnosti 8-galaktozidaze,
koju proizvode probioti¢ki mikroorganizmi. Dodatne digestivne enzime,
ukljuéene u probavu makromolekularnih sastojaka hrane, sadrzi sluznica
crijeva. To su oksidativni enzimi, sposobni da oksidiraju hranjive komponente,
ukljucujuci i lijekove i druge strane tvari dospjele u probavni trakt. Enzimi
uklju¢eni u te procese sadrZe citokrom P450 vezan s funkcijom oksidaza (npr.
arilhidrokarbon hidroksilaza, dimetilnitrozamin N-dimetilaza) i konjugacijske
enzime, kao §to su glutation-S-transferaza i UDP-glukuroniltransferaza.
Oksidacijske reakcije mogu voditi do konverzije razli¢itih stranih spojeva,
ukljuc¢ujuci benzopirene, dimetilhidrazine i nitrozamine u aktivne genotoksine
1 kancerogene. Prema tome, probioti¢ki metaboliti mogli bi modulirati
aktivnost oksidativnih enzima sluznice crijeva i tako sprijec¢iti njihovu
aktivnost u indukciji kancerogenih procesa.

Mnogi ksenobiotici i endogeno proizvedeni spojevi, primjerice steroidi,
metaboliziraju se u jetri i konjugacijom prelaze u glukuronsku kiselinu
(glukuronide). Nastajanje glukuronida u jetri vrlo je vaZzan detoksifikacijski
mehanizam u ljudi, ali nastali glukuronidi se sa Zu¢i izlu¢uju u crijeva gdje,
pomocu B-glukuronidaze odredenih crijevnih bakterija mogu biti hidrolizirani
oslobadajuci potencijalne kancerogene (Goldin i Gorbach, 1984.).

Velik broj boja upotrijebljenih u hrani, kozmetici, tekstilnoj i koZznoj
industriji temelji se na azo spojevima. Pomocu azoreduktoze crijevnih
bakterija ti se spojevi reduciraju do razli¢itih stupnjeva dajuci amine koji su
toksi¢ni i izazivaju miopatiju misica srca i kostura (Grasso i Goldberg,
1968.). Radnicima izloZzenima bojama u koZnoj i tekstilnoj industriji prijeti
opasnost da obole od raka krvi jer redukcijom tih boja pomocu crijevnih
bakterija nastaje benzidin, poznati humani krvni kancerogen (Cerniglia
i sur. 1982.).

Nitrat je Siroko rasprostranjen kontaminent okoli3a, ¢esto prisutan u hrani
1 picu za ljude. Iako je vrlo malo toksi¢an, lako se pomocu bakterijske crijevne
populacije probavnog trakta sisavaca reducira s nitrat-reduktazom u reaktivniji
i toksicniji proizvod - nitrit. Nitrit reagira s oksihemoglobinom u krvi, dajuci
methemoglobin. Reakcija je medicinski vaZna jer methemoglobin ne moze
transportirati kisik do tkiva (de Bruin, 1976.). Aktivnost bakterijske nitrat
reduktaze pokazala se vrlo vaZznom u odredivanju stupnja methemo-
globinemije nakon izlaganja nitratima (Wise isur., 1982.). Mnogo vaZnija
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posljedica redukcije nitrata je reakcija nitrita s dusi¢nim spojevima u tijelu
tvoredi pritom N-nitrozo spojeve, vecina kojih je kancerogena (Rowland,
1988.). Sandine (1979.), zatima Goldin i Gorbach (1984.)
istraZivali su na koji na¢in bakterije mlije¢ne kiseline mogu utjecati na
metabolizam mikroorganizama u probavnom traktu. IstraZivanja su napravili
na ljudima hraneci ih s L. acidophilus i pratili koncentraciju B-glukuronidaze,
azoreduktaze i nitratreduktaze u fecesu. Ustanovili su da je primjena L.
acidophilus smanjila koncentraciju tih enzima. Fuller (1989.)iRowland
(1992.) iznose da probioti¢ki sojevi povoljno utje¢u na smanjenje aktivnosti
Stetnih enzima i na povecanje aktivnosti nekih korisnih enzima, primjerice
B-galaktozidaze u osoba s nemogucno$cu metaboliziranja laktoze.

II1. Stimulacija imuno sustava

Gastrointestinalni trakt je vaZan organ u tijelu domacina u obrani protiv
patogenih mikroorganizama i neZivih tvari, ukljuéujuéi i kancerogene. To
znaci da se imunokompetentne stanice aktiviraju u crijevima i zatim prenose
na druga mjesta koja su prekrivena sluznicom, a to su respiratorni i
urogenitalni trakt. Limfna tkiva vezana za crijeva imaju vaZnu ulogu u imuno
odgovoru gastrointestinalnog trakta (Naukkarinene i Surjanen,
1986.).

Crijevna sluznica posjeduje humoralni (krv, limfa) i celulami imuno
sustav koji moZe utjecati na sastav mikroflore (Van der Waaij, 1984.).
Ti imuno sustavi mogu pak biti aktivirani autohtonim mikroorganizmima i
mikrobnim lipopolisaharidima (Havenaar i Spanhaak, 1994.).

Crijevna mikroflora znakovito utje¢e na imuno status domacina. Zivi
autohtoni mikroorganizmi ili njihovi antigeni mogu prodrijeti kroz epitelnu
barijeru crijeva i tako stimulirati imunokompetentne stanice koje se prenose
do npr. respiratornog i urogenitalnog trakta. Bakterije iz roda Lactobacillus
se premjestaju intravenski, preZivljavaju i ograni¢eno se razmnoZavaju u jetri,
slezeni, plu¢ima i drugim organima, stimulirajuci fagocitnu aktivnost i
proizvodnju interferona (M a i sur., 1990.).

Berg (1983.) uvodi izraz “translokacija” za prolaz Zivih bakterija iz
gastrointestinalnog trakta u limfne ¢vorove crijevne opne i druge organe. Na
taj na¢in i potencijalno patogeni mikroorganizmi mogu izbjeci intracelularno
“ubijanje” i uzrokovati bolest. Postavlja se pitanje kako djeluju probiotici?
Naime, pokazalo se da translokacija patogenih mikroorganizama mozZe biti
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mijenjana s agensima koji uskladuju imuno funkcije i fagocitozom. Moglo
bi se reci da probiotici djeluju i na taj nacin.

Takahashi i sur. (1993.) su opisali dugotrajno hranjenje misa s
opranim i toplinski obradenim (80°C) kulturama Bifidobacterium longum i
Lactobacillus acidophilus (upotrijebljena doza bila je 8 x 10'° neZivih stanica
po danu). Visoka razina antitijela prema B. longum, odnosno prema L.
acidophilus dobivena je nakon 10, odnosno 6 tjedana. U slu¢aju B. longum
imuno odgovor je dobiven od citoplazme, a ne od stani¢ne stijenke, dok je
imuno odgovor za L. acidophilus dobiven i od citoplazme i od stani¢ne
stijenke. Taj imuno odgovor se sastojao od imunoglobulina G i imuno-
globulina A.

Imunomodulatorni uéinci laktobacila promatrani su takoder s obzirom
na intestinalne infekcije. Za vrijeme infekcije miSeva sa Salmonella
typhimurium oralno davanje L. casei induciralo je visoku razinu sekretornog
antitijela u intestinalnoj tekuéini (Perdigon i sur., 1993.). Pri primjeni
liofiliziranog pripravka laktobacila (3x10'2 stanica), tijekom 24 sata, u periodu
od 28 dana, zapaza se porast prirodnih “stanica ubojica” i y-interferona u krvi
dragovoljnih ispitanika (Simone isur., 1989.). Perdigon isur.(1990.)
na osnovi svojih istraZivanja zaklju¢uju da L. casei aktivira imunokompetentne
stanice limfnih tkiva, vezanih za crijeva, dajuci zna¢ajno povecanje
antisalmonela aglutinacijskog titra (imunoglubulin A) u intestinalnoj tekudini.
Autori predlazu oralno uzimanje L. casei u zastiti od crijevnih infekcija. Do
sada jo§ nije poznato koja stani¢na komponenta moze biti odgovorna za
aktiviranje imuno sustava. Imuno odgovor, kao rezultat probiotickog
djelovanja, mogao bi se objasniti na sljedeci na¢in: bakterije mlije¢ne kiseline
ili proizvodi njihova metabolizma uzrokuju promjene u crijevnoj mikrobnoj
populaciji, §to posljedi¢no izaziva promjene u imuno odgovoru. To nalaZe
zaklju¢ak da probiotici nemaju samo potencijal da djeluju na regulaciju
crijevne mikroflore nego mogu i posredno djelovati na pojavu bolesti
(infekcije i tumori) u tkivima udaljenim od gastrointestinalnog trakta
(Havenaar i Huis in't Veld, 1992.).

Sposobnost laktobacila da djeluju na imuno sustav ljudi i Zivotinja potite
istrazivanja u primjeni tih mikroorganizama, kao vektora za oralna cjepiva
(Havenaar i Spanhaak, 1994.; Wells i sur. 1996.). U tablici 2.
prikazani su pribioti¢ki sojevi bakterija mlije¢ne kiseline koji se klini¢ki
uspjesno primjenjuju.
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Tablica 2. Uspjesno primjenjene probioticke bakterije i njihovo djelovanje

(Salminen isur., 1996.)

Table 2: Successfully used probiotic bacteria and their activity (Salminen et al.,

1996.)

VRSTA BAKTERIJE

PROBIOTICKO DJELOVANJE KAO REZULTAT
KLINICKIH ISTRAZIVANJA

Lactobacillus acidophilus LA 1

Stimulira imuno sustav, veZe se na crijevne stanice,
regulira sastav crijevne mikroflore

Lactobacillus acidophilus
NCFB 1748

Smanijuje aktivnost fekalnih enzima, primjenjuje se
u terapiji dijareje uzrokovane radioterapijom u
terapiji konstipacije

Lactobacillus GG
(ATCC 53013)

Primjenjuje se u terapiji dijareje uzrokovane
antibiotickom terapijom, rotavirusom i

bakterijom Clostridium difficile; za prevenciju Crohnove
bolesti i kao nadomjestak cjepiva

Lactobacillus casei Shirota

Primjenjuje se u prevenciji crijevnih poremedaja, u terapiji
dijareje uzrokovane rotavirusom; stimulira imuno sustav
u ranoj fazi raka krvi i raka crijeva; regulira sastav

crijevne mikroflore, smanjuje aktivnost fekalnih enzima

Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus;, Lactobacillus
delbrueckii subs. bulgaricus

Ne djeluju na rotavirus dijareje i ne utjeéu na
aktivnost fekalnih enzima

Bifidobacterium bifidum

Regulira sastav crijevne mikroflore i primjenjuje se u
terapiji dijareje uzrokovane rotavirusom i drugim virusima

Lactobacillus gasseri (ADH)

Smanijuje aktivnost fekalnih enzima, prezivijava u
intestinalnom traktu

Lactobacillus reuteri

Kolonizira intestinalni trakt (istrazivanja provedena na
Zivotinjama); postoji moguénost da postane humani
probiotik
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PROBIOTIC ACTIVITY MECHANISM OF LACTIC ACID
BACTERIA

Summary

Probiotics can be defined as viable mono- or mixed culture of
microorganisms which, applied to animal or man, beneficially affects the host
by improving the properties of the indigenous microflora. The scientific basis
for the development of probiotics stems from the knowledge that the gut flora
is involved in protecting the host (man or animals) against colonisation of
the intestinal tract by nonindigenous microorganisms. The probiotic effect
of Lactic acid bacteria may be expressed by different modes of action towards
pathogenic microorganisms in intestinal tract: 1. Suppression of viable count
by, a) production of antibacterial compounds (bacteriocins), b) competition
Sfor nutrients, c) competition for adhesion sites on the gut epithelial surface;
2. Alteration of microbial metabolism: a) increased enzyme activity, b)
decreased enzyme activity and 3. Stimulation of immunity by increased: a)
antibody levels, b) macrophage activity.

Key words: lactic acid bacteria, probiotic activity
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