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Znanstvenirad

Sazetak

Uovom je radu ispitana adhezija bakterijskoj soja L. plantarum 1K izoliranog iz kulena na tanko i debelo crijevo misa u in vitro iin vivo
uvjetima. Bududi da je u preliminarnim istraZivanjima L. plantarum 1K pokazao znacajnu inhibiciju rasta prema patogenim mikroor-
ganizmima iz hrane, proizveo znacajnu kolic¢inu mlijecne kiseline (21,96 g/l) te zadovoljio osnovne kriterije za selekciju probiotickog
soja u in vitro uvjetima, provedena su in vivo istraZivanja na pokusnim misevima. L. plantarum 1K znatno smanjuje broj bakterijskih
stanica Salmonella sp. u miseva inficiranih sa bakterijom Salmonella sp., te smanjuje translokaciju Salmonella sp. u jetru miseva. L.
plantarum 1K je pokazao osnovne funkcionalne kriterije za izbor probiotickih sojeva, te se kao takav moZe upotrijebiti kao funkcio-
nalna autohtona starter kultura za fermentirane mesne proizvode.
Kljucne rijeci: probiotik, funkcionalne starter kulture, L. plantarum, in vitro i in vivo adhezija, Salmonella sp.

Uvod

Bakterije mlije¢ne kiseline su naj-
cedce koristene starter kulture u in-
dustrijskoj proizvodnji fermentiranih
mlije¢nih proizvoda, mesa i povréa.
Duga tradicija upotrebe bakterija
mlije¢ne kiseline bez Stetnog utjeca-
ja na zdravlje Covjeka, pribavila im je
GRAS (Generally Regarded As Safe)
status prema US FDA, odnosno QPS
(Qualified Presumption of Safety)
status prema legislativi Europske
Unije (Frece, 2007).

Starter kulture su pripravci koji sa-
drze Zive mikroorganizme, a primje-
njuju se za dobivanje razlicitih fer-

mentiranih namirnica s krajnjim ci-
liem oplemenjivanja tih namirnica s
razlicitim proizvodima metabolizma
upotrijebljenih starter kultura. Funk-
cionalne starter kulture se mogu de-
finirati kao kulture koje posjeduju
barem jedno funkcionalno svojstvo
s krajnjim ciljem poboljsanja kvalite-
te konac¢nog proizvoda koji ¢e imati
pozitivan ucinak na zdravlje i fiziolo-
giju potro3aca (Suskovic¢ i sur. 2001).

Dakle, hrana je funkcionalna ako
sadrzZi sastojke koji pozitivno djelu-
ju na jednu ili vise ciljanih funkcija u
tijelu. Stoga je sve vise potrosaca za-
interesirano za potencijalna svojstva
funkcionalne hrane radi poboljsanja

zdravlja, 5to bi smanijilo rizik od na-
stajanja bolesti, a samim time i upo-
trebu antibiotika, $to bi dovelo do
smanjenja antibioticke rezistencije
(Suskovic¢ i sur. 2001).

Nasi tradicionalni mesni proizvo-
di (kulen, domace kobasice) su pri-
rodno fermentirani bez upotrebe
starter kultura i to djelovanjem au-
tohtonih bakterija mlije¢ne kiseline
koje stvaraju karakteristi¢na svojstva
proizvoda. Ti prirodni izolati bakte-
rija mlije¢ne kiseline iz spontanih
fermentacija mogli bi se koristiti
kao specifi¢ne starter kulture, nakon
fenotipske i genotipske karakteriza-

! * dr. sc. Jadranka Frece, docent; dr. sc. Ksenija Markov, docent, dr. sc. Domagoj Cvek, asistent, Laboratorij za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveucilista u Zagrebu, Pierottijeva 6, 10000 Zagreb; Tel. +-385 14605 045; E-mail: jgoreta@pbf.hr
! dr. sc. Dragan Kovacevic, redoviti profesor, Zavod za prehrambene tehnologije, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek, Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku,

Kuhaceva 20, 31000 Osijek

3 Tihana Krcivoj, diplomantica u Laboratoriju za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavod za biokemijsko inzenjerstvo,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Pierottijeva 6, Zagreb

MESO

Vol. X11 [2010] | srpanj - kolovoz | broj 4



Karakterizacija bakterijskog soja Lactobacillus plantarum 1K izoliranog iz “slavonskog kulena”

Tablica 1. Kriteriji za izbor probioti¢kih sojeva (Suskovic¢ i sur. 2001, Frece 2007)
Table 1 Critera for selection of probiotic strains (Suskovic¢ i sur. 2001, Frece 2007)

1. tocna taksonomska identifikacija / accurate taxonomic identification

2. humano podrijetlo za humane probiotike / human origin for human probiotics

3. netoksi¢nost i nepatogenost / nontoxic and nonpathogenic Opdi kriteriji /
4. geneticka stabilnost (nema prijenosa plazmida) / genetically stable (no plasmid transfer) General criteria
5. otpornost prema zu¢nim kiselinama / resistant to bile

6. otpornost prema niskim pH vrijednostima / resistant to low pH value

stabilnost pozeljnih karakteristika tijekom priprave kulture, skladistenja i isporuke / stability of desired
characteristics during culture preparation, storage and delivery

visoka razina broja Zivih bakterija u probiotickom proizvodu (10°-108 mL"ili g'), npr. 100 g proizvoda
8. osigurava 10%-10'° zivih stanica / viability at high populations preferred at 10%-108 mL" or g, which
means that 100 g of probiotic product contains 10%-10'° viable cells

Tehnoloski
kriteriji /

brzo i lako razmnoZavanje, izdvajanje, koncentriranje, smrzavanje i liofiliziranje tijekom procesa priprave Technological
probiotickih kultura, te visok stupanj prezivljavanja za vrijeme cuvanja i distribucije / adequate growth,

criteria

% recovery, concentration, freezing and freeze-drying during the production of probiotic cultures and
viabili i e and distribution
10 dobivanje zeljenih organoleptickih svojstava kad su ukljuceni u fermentacijske procese / provision of
. desirable organoleptic qualities when included in fermentation processes
" sposobnost prezivljavanja, razmnozavanja i metabolizamske aktivnosti u “cilianom” podru¢ju primjene u

organizmu / capable of survival, proliferation, and metabolic activity at the target site

12. | sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela / adherence and colonization potential preferred

produkcija antimikrobnih supstancija, ukljucujuci bakteriocine, vodikov peroksid i organske kiseline /

Funkcionalni
kriteriji /

Functional
criteria

13 production of antimicrobial substances, including bacteriocins, hydrogen peroxide, and organic acids
14 antagonisticka aktivnost prema patogenim i kariogenim bakterijama / antagonistic toward pathogenic
) and cariogenic bacteria
mogucnost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore, ukljucujuci iste ili srodne vrste, otpornost
15, | Prema bakteriocinima, kiselinama ili drugim antimikrobnim supstancijama koje proizvodi autohtona
mikroflora / able to compete with the normal microflora, including the same or closely related species,
potentially resistant to bacteriocins, acid, and other antimicrobials produced by residing microflora
16. imunomodulacijski u¢inak / immunostimulatory
17. sposobnost iskazivanja jednog ili vise klinicki dokumentiranih korisnih ucinaka na zdravlje / able to exert

one or more clinicaly documented health benefits

cije, te predstavljaju mogucdi izvor
potencijalno novih antimikrobnih
metabolita (Frece i sur. 2010).

S gledista funkcionalne hrane,
osobito u mlije¢noj, ali i mesnoj in-
dustriji, postoji sve vedi interes za
probioticke proizvode koji sadrze
bakterije mlije¢ne kiseline. Probiotik
je jednaiili vise kultura zivih mikroor-
ganizama koji, primjenjeni u ljudi ili
Zivotinja, djeluju korisno na doma-
c¢ina, poboljsavajuci svojstva autoh-
tone mikroflore probavnog sustava
domacina” (Havenaar i Huis in't Veld,
1993, Suskovi¢ i sur. 2001, Frece,
2007, Frece i sur 2009).

Probioticke vrste bakterija mli-
jecne kiseline moraju biti sposobne
prezivjeti i kolonizirati intestinalni

trakt domacina tijekom dovoljno du-
gog perioda za postizanje zeljenog
u¢inka na zdravlje (Suskovi¢ 1996,
Frece 2003, Frece, 2007). Jedno od
najvaznijih svojstava probiotika je
zastita protiv patogena u intestinal-
nom traktu domacina. Uloga antimi-
krobnih sastojaka proizvedenih od
strane probioti¢kih vrsta kao profi-
laktickih agensa protiv entero infek-
cija je klju¢no i dobro dokumentira-
no (Frece 2007, Frece i sur., 2009).

Vazno je naglasiti da bakterijski
sojevi za probioti¢ku uporabu, pre-
ma znanstveno priznatoj strategiji,
trebaju zadovoljiti velik broj zahtjeva
koji su navedeni u tablici 1 (Sugkovi¢
i sur. 2001, Frece 2007).

Odabir potencijalnih probiotickih

sojeva temelji se na in vitro istrazi-
vanjima koja su dobar pokazatelj za
utvrdivanje probioti¢kih svojstava
koja ce bakterijski sojevi pokazati u
in vivo uvjetima. Pri tome se koriste
razli¢iti staticki i dinamicki modeli
koji simuliraju uvjete u gastrointe-
stinalnom traktu (Sugkovi¢, 1996;
2004, Frece 2007). Glavnu prepreku
prezivljavanju potencijalnih probio-
tickih sojeva u Gl traktu predstavljaju
niski pH Zeluca, lizozim, Zuc¢ne soli i
probavni enzimi, kao $to su pepsin i
enzimi gusterace (Frece, 2003).

Cilj rada je utvrditi da li bakterijski
soj L. plantarum 1K izoliran iz kule-
na, posjeduje probioti¢ka svojstva,
te da li smanjuje infekciju uzroko-
vanu bakterijom Salmonella sp., te
se kao takav moze okarakterizirati
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kao funkcionalna autohtona starter
kultura za fermentirane mesne pro-
izvode.

Materijal i metode

Misevi

Za testove adhezije koristeni su
NIH (Swiss Albino) misevi, dobiveni
sa Medicinskog fakulteta u Rijeci.
Zivotinje su bile Zenskog spola u
dobi od tri mjeseca, prosjecne te-
Zine 22-24 g. Hranjene su gotovom
krmnom smjesom za laboratorijske
miseve i Stakore firme “Hope Farms”,
Nizozemska. Misevi su drzani u pla-
sti¢nim kavezima i ¢uvani pri sobnoj
temperaturi. Rasporedeni su u 14
grupa i u svakoj grupi su bila po 4
misa. Rad s laboratorijskim zivotinja-
ma bio je odobren od nadleznih po-
vjerenstva i eksperimenti su radeni
prema propisima o zastiti zivotinja.
Svi eksperimenti s misevima radeni
su prema: “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animal’s of the
National Research Council” (1996).

Priprava suspenzija

bakterijskih stanica

Za pokuse adhezije bakterijska
kultura L. plantarum 1K centrifugira-
na je pri 10000 okr./min. Stanice su
isprane sa sterilnom otopinom natri-
jevog klorida (0,5 %), ponovno cen-
trifugirane i resuspendirane u steril-
noj otopini natrijevog klorida (0,5 %)
(108 st/mL).

Za pokuse imunizacije prekono¢-
na bakterijska kultura L. plantarum
1K centrifugirana je pri 10 000 okr./2
min. Stanice su isprane fizioloskom
otopinom 3x, ponovno centrifugira-
ne i resuspendirane u fizioloskoj oto-
pini (2:10° stanica / 200 pl).

Za pokuse infekcije sa Salmonella
sp. bakterijske stanice centrifugira-
ne su pri 10 000 okr/2 min. Stanice
su isprane fizioloSkom otopinom 3x,
ponovno centrifugirane i resuspen-
dirane u fizioloskoj otopini (2:10®
stanica / 100 pl).

In vitro test na adheziju

bakterijskih stanica na epitelne

stanice ileuma i debelog crijeva

Test na adheziju proveden je pre-
ma Mayra-Makinen i sur. (1983), uz
odredene modifikacije (Frece i sur.
2005 a,b,c; Frece, 2007). U istraziva-
nju je koristeno svjeze tkivo ileuma
i debelog crijeva NIH miseva. Nakon
sto je zivotinja anestezirana eterom
pod staklenim zvonom, skalpelom
je otvorena trbusna 3Supljina, te u
potpunosti odvojeno debelo crijevo
i ileum. Uzeti su uzorci tkiva velic¢ine
1 ¢cm?, koji su potom drzani 30 min u
fosfatnom puferu (pH =7,2), pri 4 °C.
Nakon trokratnog ispiranja u fosfat-
nom puferu, uzorci tkiva dodani su
u priredenu suspenziju bakterijskih
stanica i inkubirani u termostatu 30
min, pri 37 °C.

U daljnjem postupku tkivo je fik-
sirano u 10 %-tnom formalinu, de-
hidrirano kroz rastu¢e koncentra-
cije alkohola, uklopljeno u parafin i
mikrotomom narezano na odsjecke
debljine 5 um. Pri bojenju tkivnih re-
zova koristena je metoda po Brown
i Brenn (Svob, 1974). Primijenjenom
metodom Gram-pozitivne bakterije
boje se plavo, Gram-negativne crve-
no ili ruzicasto, jezgre tkivnih stanica
su crvene, a ostali tkivni elementi su
zuti (Frece, 2007).

Imunizacija miSevas L.

plantarum 1K

Misevi su imunizirani oralno sa pri-
pravljenim bakterijskim stanicama L.
plantarums 1K, (2 x 10'° stanica/200
pl). Oralna imunizacija je provedena
5 dana za redom, s inzulinskom briz-
galicom direktno u usta. Kontrolna
grupa je dobila 200 pl fizioloske oto-
pine. Za vrijeme pokusa, misevi su
hranjeni ad libitum.

Infekcija miSeva sa Salmonella

sp.

Misevi su inficirani oralno sa pri-
pravljenim bakterijskim stanicama
Salmonella sp. (2 x 108 stanica/100
pl). Oralna imunizacija je provedena

5 dana za redom, s inzulinskom briz-
galicom direktno u usta. Kontrolna
grupa je prethodno tri dana imuni-
zirana sa bakterijom Lactobacillus
plantarum 1K (2 x 10" stanica/200
pl), a onda je trec¢i dan inficirana sa
bakterijom Salmonella sp. (2 x 10®
stanica/100 pl). Kontrolna grupa mi-
Seva dobila je 100 pl fizioloske oto-
pine. Za vrijeme eksperimenta, mise-
vi su hranjeni ad libitum.

Odredivanje broja

mikroorganizama u

homogenatu tankog i debelog

crijeva misa

Za odredivanje broja Zivih mikro-
organizama priredeni su uzorci tan-
kog i debelog crijeva miseva, 14.
dan nakon oralne imunizacije bak-
terijskim stanicama Lactobacillus
plantarum 1K, te kontrolnih uzoraka.
Uzorci tankog i debelog crijeva su
odvagani i homogenizirani u homo-
genizatoru, u 2 ml fizioloske otopine.
Nacinjena su decimalna razrjedenja
i otpipetirano je po 0,1 ml u Petrije-
ve zdjelice s podlogama za: ukupni
broj, ljubi¢asto crveni Zu¢ni agar, SS-
agar, MRS-agar, te sulfitni agar.

Rezultati i rasprava

Patogene enterobakterije su glav-
ni uzrocnici bolesti gastrointestinal-
nog trakta. LijeCenje gastroenteri-
tisa se vec¢inom bazira na upotrebi
antimikrobnih, kemoterapeutskih i
kemoprofiliraju¢ih agensa. Nadalje,
Siroka uporaba antibiotika je dovela
do poremecaja ravnoteze crijevne
mikroflore, te do stvaranja rezisten-
cije na antibiotike. Zato se trazi al-
ternativni, nefarmaceutski put za
kontrolu i lijeCenje gastrointestinal-
nih infekcija. Ve¢ odavno je poznato,
da fermentirani mlije¢ni proizvodi,
mogu pospjesiti otpornost prema
infekcijama s enteropatogenim bak-
terijama. Mehanizam djelovanja pro-
biotickih bakterija mlije¢ne kiseline
se ocituje kroz natjecanje za mjesta
vezanja, proizvodnju antimikrobnih
supstancija i stimulaciju imuno su-
stava (Moineau i sur., 1989, Sukovic,
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Slika 1. Adhezija stanica L. planta-
rum 1K na epitelne stanice ileuma
misa; Brown-Brenn; 40 x 2,5; mjerilo
100 pum.

Figure 1 Adhesion of L. plantarum
1K to the intestinal epithelium ce-
lls of mouse; Brown-Brenn; 40 x 2,5;
Bars represents 100 um.

1996, Frece i sur. 2005 a,b,c, Frece,
2007). Antimikrobna aktivnost pre-
ma patogenim mikroorganizama je
jedno od bitnih preduvjeta za izbor
probiotickih sojeva. L. plantarum 1K
je pokazao znacajnu antimikrobnu
aktivnost prema patogenim test mi-
kroorganizmima u in vitro uvjetima

(Frece i sur 2010).

Sposobnost adhezije je bitan pre-
duvjet za kolonizaciju probiotickih
sojeva u gastrointestinalnom trak-
tu. Stoga je proveden test, kojim se
zeljelo vidjeti da li L. plantarum 1K
adhezira tanko crijevo misa (slika 1).

U in vivo uvjetima, povrsine epitel-
nih stanica su gusto prekrivene au-
tohtonom mikroflorom, koje su fizic-
ka barijera nadolaze¢im bakterijama
da adheziraju povrsinu epitelnih sta-
nica. Kolonizacija pozeljnih probio-
tickih sojeva sprijecava kolonizaciju
Stetnih patogenih bakterija, te sma-
njuje njihov broj. Stoga je proveden
test, kojim se istrazilo da li L. plan-
tarum 1K, nakon sto adhezira i ko-
lonizira tanko i debelo crijevo misa,
smanjuje broj bakterijskih stanica
Salmonella sp. u tankom i debelom
crijevu miseva inficiranih sa bakteri-
jom Salmonella sp. (Slika 2).

Rezultati nekih autora su pokazali
da bakterije mlijecne kiseline mogu

”

smanijiti infekciju enteropatogenim
bakterijama kroz jacanje imunolos-
kog sustava i proizvodnju specifi¢-
nih antitijela na unesene patogene
bakterije (Shu i Gill, 2002; Shu i Gill,
2003, Frece 2003, Frece i sur. 2005
a,b i ¢). Obzirom da su rezultati in vi-
tro istrazivanja pokazali da L. planta-
rum 1K (izolat iz kulena) inhibira rast
patogenih mikroorganizama, Zeljelo
se utvrditi da li ¢e do¢i do smanje-
nja intestinalne infekcije u miseva
inficiranih sa bakterijom Salmonella
sp. u in vivo uvjetima, ako su misevi
prethodno hranjeni sa probioti¢kim
sojem L. plantarum 1K. Pratila se
translokacija Salmonella sp. u jetru
miSeva prethodno hranjenih sa L.
plantarum 1K, koji su naknadno infi-
cirani sa Salmonella sp. (L. plantarum
1K + Salmonella sp.) i miseva koji
nisu hranjeni sa L. plantarum 1K, ve¢
su odmah inficirani sa Salmonella sp.
(Tablica 2).

Adhezija na povriinu epitelnih
stanica bitan je preduvjet za koloni-
zaciju probiotickih sojeva u gastro-
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Slika 2. Odredivanje broja mikroorganizama u homogenatima tankog (a) i debelog (b) crijeva miseva, nakon prestan-
ka hranjenja (14. dan) s L. plantarum 1K, L. plantarum 1K + Salmonella sp. (1K + S) i sa Salmonella sp. (S) K- kontrolni mi$
(fizioloska otopina), na hranjivim podlogama: A - podloga za ukupan broj B — podloga za bakterije mlije¢ne kiseline
(MRS agar); C - selektivna podloga za Salmonella sp. (SS agar); D — podloga za enterobakterije (VRB); E - podloga za
sulfitoreducirajuce bakterije (natrij-sulfit)
Figure 2 Bacterial counts in small intestine (a) and large intestine (b) of mice 14 days after the oral treatment with L.
plantarum 1K, L. plantarum 1K in combination with Salmonella sp. (1K + S), or after the challenge with Salmonella sp.
(S) K-control mouse: Total number of bacteria (A) on Peptone yeast extract glucose agar; total LAB (B) on MRS-agar;
Salmonella sp. (C) on SS agar; Enterobacteriaceae (D) on Violet red bile glucose agar. Error bars represent standard
deviations of the mean values of results from three replicates.
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Tablica 2. Translokacija Salmonella sp. u jetru misa hranjenih sa L. plantarum

1K + Salmonella sp. i sa Salmonella sp.

Table 2 Translocation of Salmonella sp.into the liver after infection of mice
with (L. plantarum 1K + Salmonella sp.) and without probiotic treatment (Sal-

monella sp.alone).

Grupe miseva

Groups of mice

L. plantarum 1K +
Salmonella sp.

log,, CFU Salmonella sp. iz jetre miSeva
log,, CFU Salmonella sp. from liver of the mice

1,04+0,12

Salmonella sp.

43+0,16

intestinalnom traktu jer omogucava
dugotrajnije djelovanje probiotickih
bakterija na crijevnu mikrofloru i
imunoloski sustav domacina. Dosa-
dasnja istrazivanja na probioti¢kim
sojevima L. acidophilus M92, L. plan-
tarum L4 i E. faecium L3 su pokazala
da uspjesno adheziraju i koloniziraju
intestinalne epitelne stanice svinje
i miSeva u in vitro i in vivo uvjetima
(Kos i sur., 2003; Frece, 2003; Frece i
sur., 2005 B). Preliminarna istraZiva-
nja su pokazala da L. plantarum 1K
uspjsno adhezira tanko crijevo misa
(Slika 1).

lleum, krajnji dio tankog crijeva,
je dio intestinalnog trakta gdje je
najpozeljnija kolonizacija i aktivnost
probiotickih bakterija, te je to mjesto
inokulacije intestinalnog trakta tim
bakterijama (Fuller i sur., 1978; Rojas
i Conway, 1996). Prema Henrikson
i sur. (1995), vezanje laktobacila na
epitelne stanice crijeva, moze spri-
jeciti kolonizaciju nepozeljnih bak-
terija na crijevni epitel. Odnosno,
adhezija laktobacila na epitelne sta-
nice moze doprinijeti kompetitivnoj
ekskluziji, tj. uklanjanju stetnih i pa-
togenih mikroorganizama iz probav-
nog sustava (Frece, 2007).

Stoga su provedena in vivo ispi-
tivanja u probavnom sustavu Swi-
ss Albino miseva kojima se Zeljelo
utvrditi da li potencijalni probioticki
soj L. plantarum 1K ima sposobnost
enteropatogene ekskluzije. U tu svr-
hu provedeni su pokusi s tri grupe
miseva. Prva grupa je bila kontrola,

misevi koji nisu bili tretirani s L. plan-
tarum 1K. Druga grupa miseva je 5
dana bila hranjena sa L. plantarum
1K, s tim da je treci dan inficirana sa
Salmonella sp. i tre¢a grupa miseva
je odmah inficirana sa bakterijom
Salmonella sp.. U tu svrhu priredeni
su homogenati tankog i debelog cri-
jeva miseva kojima je ispitan sastav
mikrobne populacije. Dobiveni re-
zultati su pokazali porast ukupnog
broja bakterija, kao i porast ukupnog
broja bakterija izraslih na selektivnoj
podlozi za bakterije mlije¢ne kiseli-
ne (BMK) u homogenatima tankog
i debelog crijeva miSeva hranjenih
sa L. plantarum 1K + Salmonella sp.
u odnosu na kontrolu (Slika 2). U ho-
mogenatima debelog crijeva miSeva
odreden je vedi broj BMK, nego u
homogenatima tankog crijeva sto bi
se moglo objasniti rigoroznijim uvje-
tima prezivljavanja u tankom crijevu
gdje je prisutna visoka koncentracija
zucnih soli i jaca peristaltika nego u
debelom crijevu (Slika 2). Ispitiva-
ni soj L. plantarum 1K je utjecao na
smanjenje broja enterobakterija za
Cetiri logaritamske jedinice, te sma-
njenje broja Salmonella sp. za tri
logaritamske jedinice u homogena-
tima tankog i debelog crijeva mise-
va uzetih 14. dan nakon prestanka
hranjenja s probiotickim sojem L.
plantarum 1K. Ovaj rezultat je po-
sljedica veceg ukupnog broja BMK
odredenog u homogenatima crijeva
miseva hranjenih s L. plantarum 1K,
a ukazuje i na kolonizaciju ovog soja
u probavnom sustavu misa. Misevi
koji su bili inficirani sa Salmonella sp.

u homogenatima tankog i debelog
crijeva imaju smanjen broj BMK u
odnosu na kontrolu, a povecan broj
enterobakterija i Salmonella sp. na
selektivnim podlogama za odrediva-
nje tih bakterija (Slika 2).

Prema Bombi i sur. (1996), adhezi-
rani laktobacili proizvode organske
kiseline, koje predstavljaju efikasnu
barijeru za naseljavanje i adheziju
patogena na intestinalne stanice.
Prema Molly i sur. (1993), rezultati
dinami¢kog modela, koji je simu-
lirao uvjete u GI traktu su pokazali
da se broj bakterija iz porodice En-
terobacteriaceae smanjio za vrijeme
tretmana probiotickim sojevima. Ti
su rezultati u skladu s rezultatima
dobivenim ovim radom. Tijekom ra-
sta i fermentacije, bakterije mlije¢ne
kiseline proizvode znacajne kolic¢ine
organskih kiselina. Organske kiseline
djeluju inhibicijski na rast i razmno-
Zavanje mikroorganizama. Lipofilne
kiseline, kao $to su mlije¢na i octena
u nedisociranom obliku mogu pro-
drijeti u mirobnu stanicu i interferira-
ti s osnovnim metabolizmom, te sni-
ziti intracelularni pH.To je, vjerojatno
razlog, da primjenjeni potencijalni
probioticki soj L. plantarum 1K dje-
luju na smanjenje broja enterobak-
terija, u ovom slucaju Salmonella sp.,
jer niska pH vrijednost nije povoljna
za rast enterobakterija, dok bakterije
mlije¢ne kiseline, mogu odrzati cito-
plazmatski pH izmedu 5,1 i 6,4, ¢ak
i pri pH vrijednosti okolnog medija
manjeg od 3,8 (Kashet, 1987, Frece,
2007).

Odrzavanje intracelularne pH vri-
jednosti osigurava proton-translo-
kacijska ATP aza (H* ATP aza) koja
prenosi protone, nakupljene u stani-
ci zbog nastajanja mlije¢ne kiseline,
kroz stani¢nu membranu, uz istovre-
menu hidrolizu ATP. Prema tome, za
aktivni prijenos H * iona, potrebna je
dobra metaboli¢ka aktivnost stanica,
jer nedostatak ATP smanjuje aktiv-
nost proton-translokacijske ATP aze
i zaustavlja rast stanica (Perez Chaia
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i sur., 1994, Frece 2007).

Nakon 3to je potencijalni probio-
ticki soj L. plantarum 1K smanjio broj
Salmonella sp. u homogenatima tan-
kog i debelog crijeva (Slika 2), mo-
zemo reci da je doslo do smanjenja
intestinalne infekcije u miseva infici-
ranih sa Salmonella sp. sa potencijal-
nim probiotickim sojem L. plantarum
1K. Nadalje, Zeljelo se utvrditi da li L.
plantarum 1K smanjuje translokaciju
Salmonella sp., nazo¢ne u crijevima
miseva, putem krvi u jetru (Tablica
2). Iz tablice 2, se vidi da je transloka-
cija Salmonella sp. putem krvi u jetru
miseva znatno smanjena pomocu
potencijalnog probiotickog soja L.
plantarum 1K, u odnosu na miseve
inficirane sa Salmonella sp..

Ovi rezultati se podudaraju sa re-
zultatima Shu i Gill (2002, 2003), koji
su takoder smanjili smrtnost miseva
inficiranih sa E. coli, translokaciju E.
coli putem krvi u jetru i slezenu po-
mocu B. lactis HNO19 i L. rhamnosus
HNOOT1 te sa dosadasnjim rezultati-
ma Frece 2007, Frece i sur 2009.

Zakljucak

Iz dobivenih rezultata, proizlazi da
bi se izolirani soj L. plantarum 1K iz
kulena mogao upotrijebiti kao probi-
oticki soj za uspostavljanje poreme-
¢ene ili naruSene ravnoteze crijevne
mikroflore jer smanjuje prekomjerni
rast nepozeljnih sudionika crijevne
mikroflore, tj. oportunistickih pato-
gena. Takoder, rezultati istraZivanja
pokazuju da bi se L. plantarum 1K,
buduci da je izoliran iz kulena, mo-
gao upotrijebiti kao funkcionalna
starter kultura za kontroliranu fer-
mentaciju mesnih proizvoda, jer in-
hibira rast patogenih mikroorganiza-
ma, te bi na taj nacin produljio vijek
trajnosti mesnih proizvoda.
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Characterization of bacterial strain Lactobacillus plantarum 1K isolated
from Slavonian “kulen”, as probiotic functional starter culture

Summary

The aim of this work was to investigate adhesion ability of bacterial strain L. plantarum 1K, isolated from Slavonian “kulen’; on small
and large intestine of mice in vitro and in vivo conditions. Considering that in preliminary investigation L. plantarum 1K has shown
good antimicrobial activity against pathogen microorganisms from food, it has produced significant amount of lactic acid (21,96 g/1)
and satisfied the basic criteria for selection of probiotic strains in in vitro conditions, in vivo studies in experimental mice were carried
out. L. plantarum 1K significantly reduced the number of bacterial cells of Salmonella sp. in mice infected with bacterium Salmonella
sp. and reduced the translocation of bacteria Salmonella sp. in the liver of mice. Considering that L. plantarum 1K has demonstrated
the basic functional criteria for the selection of probiotic strains, so as such, it can be used as functional autochthonous starter culture
for fermented meat products.

Key words: probiotic, functional starter-cultures, L. plantarum, in vitro and in vivo adhesion, Salmonella sp.

Charakterisierung der Bakteriengattung Lactobacillus Plantarum 1K isoliert
aus , Slavonski kulen” als probiotische funktionelle Starterkultur

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Adhdision der Bakteriegattung L. Plantarum 1K, isoliert aus “Kulen’, auf den Diinndarm und den Dickdarm
des Mauses in Bedingungen in vitro und in vivo gepriift. Da bei den préliminaren Untersuchungen L. Plantarum K1 eine bedeutende
Inhibition des Wachstums gegentiber pathogenen Organismen aus Nahrung zeigte, eine bedeutende Menge der Milchsdure erzeug-
te (21,96 g/l) und die Grundkriterien fiir die Selektion der probiotischen Gattung in in vitro Bedingungen befriedigte, wurden in vivo
Untersuchungen auf Mdusen durchgefiihrt. L. Plantarum 1K vermindert bedeutend die Zahl der Bakterienzellen Salmonella sp. bei
den Mdusen infiziert mit Salmonella sp. und verhindert die Translokation von Salmonella sp. in die Leber der Mduse. L. Plantarum 1K
zeigte funktionelle Grundkriterien fiir die Wahl der probiotischen Gattungen, und kann somit als funktionelle autochtone Starterkul-
tur fiir Fleischerzeugnisse verwendet werden.

Schliisselwérter: Probiotik, funktionelle Starterkulturen, L. Plantarum, in vitro und in vivo Adhdsion, Salmonella sp.

Caratterizzazione di tipo di batteri Lactobacillus plantarum 1K, isolato
dal kulen di Slavonia, come una funzionale cultura starter probiotica

Sommario

In questo lavoro é stata esaminata l'adesione del tipo di batteri Lactobacillus plantarum 1K isolato dal kulen sull‘intestino tenue e
quello crasso di topo, nelle condizioni in vivo e in vitro. Siccome le ricerche preliminari hanno rivelato che L. plantarum 1K possiede
una notevole inibizione di crescita nel paragone con i microorganismi patogeni negli alimenti, L. plantarum ha prodotto una quan-
tita significativa dell‘acido lattico (21,96 g/l), ma ha anche accontentato i criteri di base necessari per la selezione del tipo probiotico
nelle condizioni in vitro, sono state fatte anche le ricerche in vivo sui topi di laboratorio. L. plantarum fa diminuire notevolmente il nu-
mero di cellule batteriche Salmonella sp. dai topi contagiati con il batterio Salmonella sp., e fa diminuire traslocazione di Salmonella
sp. nel fegato di topi. L. plantarum 1K ha fatto vedere i criteri funzionali di base necesssari per scegliere i tipi probiotici, e come tale pu6
essere usato come una cultura starter, funzionale e autoctona, per i prodotti di carne fermentati.

Parole chiave: probiotico, culture starter funzionali, L. plantarum, adesione in vitro e in vivo, Salmonella sp.
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