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| zolacija, karakterizacija i ispitivanje probiotskih osobina autohtonih sojeva
laktobacila

Rezime

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispinje probiotskih osobina novih, autohtonih
sojeva |l aktobacila izolovanih iz gastrointes
kravljeg sira sa podrulja Gornjeg Milanovca.
I 3 poreklom iz sira) iz kojih sizolovana 143 bakterijska soja. Od ovieigja 120 izolata

su bili Grampozitivne koke,15 izolata Granpozitivni bacli i 8 izolata Gramnegativni

bacli. Pripadnost rodlLactobacillusf e potvr Lena kod 8 izolata (7
sira) za koje jgpokazano da su katalaza negativmesporulativni Granpoztivni bacii,

sposobni da rastu na MRS podlozi u anaerobnim uslovima. Genotipska identifikacija je
pokazala da izolati Lacl, Lac2, Lac6 i Lac7 pripadaju watitobacillus plantarumizolati

Lac3i 5s vrstiLactobacillus casegiizolat Lac4 vrstiLactobacillus paracasdiizolat Lac5

vrstiLactobacillusgasseri. z dal ji h i spitivanja je iskljule
| vrstoj podl ozi . Fiziologkom i bi ohemijskom
je da se radi o nehemolitilnim, homof er ment a
temperatue (1040°C), koncentracije NaCl (285%) i pH vrednosti (2;8 , 0 ) . TakolLe,
utvrlLeno je da izolat 5s r ast &olansugpgkazalis por i j e
Vi sok stepen ot pornosti na l' 1 zozi m, kisel e
Pra eol itil ka aktivnost je detektovana samo ki

prisustvu fenola od 0,4%, a izolat Lac?2 i pri koncentraciji od E¥itivanje osetljivosti na
najlegle upotrebljavane anti bi oteninikppemap o k a z a |
vankomicinu, amikacinu, gentamicinu i norflokscinu, a osetljivi prema ampicilinu i
rifampicinu. N jedan od ispitivanih izolata nije pokazao osetljivost premamilazi,

tripsinu, himotripsinu, pronazi E i katalazi.

Ispitivanje osnovnih probtskih osobina pokazalo je visok procenat (preko 79%)
pregivljavnj a Il zol at a u simuliranim wuslovi
bezlielijski supernatanti svih izolata su po

Gram pozitivnim i Grammegativim bakterijama, dok jeno izostalo prema kvascima i



plesnima, kao i prema vrstama iz rddectobacilus Ova posl ednja osobina

daje mogulinost kombi novanja dve I vige vrst
Antimikrobni efekat izost§f nakon neutralizacije bezlielijstk
da seon pripisuje proizvodnjiorganskih kiselina i snigenju pH. | spi t i
pokazal. srednj i [ vi sok s tpesgdejni sposodnost f o b n o s

autoagregacije i lagregacije saE. coli i L. monocytogenesPrilikom ispitivanja
sposobnost.i adhezije izolata na HCT 116 1| el
potencijal.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da svi izolovani sojevi poseduju probiotske osqiine,

| enseme Lu nj i mdac b zlaerggba.jplantarun), k ao i zol at i sa n
stepenom pregivljavanja u humanom gastrointe
spektrom, kao i izolati 54.(case) i Lac2(L. plantarumk oj i su pokaoral i naj v

potencijal.

K1 j ul n eautohteni izolati Lactobacillus sp., probiotici, antimikrobna aktivnost,

adhezivnost

Naul| na Riobgijast :

Uga naul nBmlogijebnikeosrganiizama

UDK broj: 579.864:579.22 (043.3)



Isolation, characterization andinvestigation of probiotic properties of indigenous
lactobacilli strains
Abstract
The aim of this Doctoral thesis was to investigate the probiotic properties of new,
indigenous lactobacilli strains isolated from the gastrointestinal tract of healtres i
homemade cheese samples originating from the ar@amwii Milanovac. We collected 46
samples (43 of human and 3 of dairy origin), from which 143 bacterial strains were
isolated. Among them, 12@alates were identified as Grgmostive cocci, 15 isolates as
Grampositivebacilli and 8 isolates as Gramegative bacilli. We showed that 8 isolates (7
of human and 1 of dairy orig) were catalaseegative, Granpositive bacilli that do not
form spores and are able to grow on MRS medium in anaerobic conditions, and confirmed
that they belong to the genusctdacillus Genotypic identification showed that isolates
Lacl, Lac2, Lac6 and Lac7 belong to the spetmsobacillus plantarumisolates Lac3
and 5s to théactobacillus caseiLac 4 to thd_actobacillus paracaseand isolate Lac5 to
the Lactobacillus gaseri. Isolate Lac5 was excluded frorarfher studies due tositpoor
growth on agar medium. Physiological and biochemical characterization showeall that
isolates were nonhemolytic, homofermentative species, growingairwide range of
temperature (10 t40°C), NaCl concentration (2 to 6.5%) and pH (2.0 to@. Comparing
to the other isolates, the 5s grew slower. The isolates showed high degree of resistance to
lysozyme, acidic environmental conditions and the presence of bile salts. Only Lacl isolate
possessed proteolytic activity. All isolates grew lie foresence of 0.4% phenol apakc?2
even at its concentration of 1%. Investigation of isolates sensitivity to antibiotics showed
that all isolates were resistant to vancomycin, amikacin, gentaamcimaefloxacin, but
sensitive to ampicillin and rifampicin. All tested isolatesowbhd no sensitivity tol-
amylase, trypsin, chymotrypsin, pronase E and catalase.
Investigation of probiotic properties showed that isolated strains survived in high
percentage (over 79%) in simulated conditions of gastrointestinal tract. Additionally, all
isolates showed antigrohal effect against certain Gram positive and Graggative
bacteria, but not against yeasts and molds. No antimicrobial effect was detected against

other species of thieactobacillusgenus. This last feature is important because it gives the



possibility of combining two or more species in the potential probiotic product. There was
no antimicrobial effect after neutralization of eBe supernatant, indicating that this
feature can be attributed to the productiorogfanicacids and lowering of the pHThe
tested isolates showed medium and high degree of hydrophobicity of the cell wall, the
ability of auteaggregation, and also of -@ggregation witle. coliandL. monocytogenes
Moderate adhesion potential was detectednalie investigated the abilitgf isolates to
adhere to HCT 116 cell line.

The obtained results indicate that all isolated strains do possess probiotic properties, but
isolates Lac 6 and L&qbothL. plantarun) could be marked as the most prosperuous ones,
due to their highest levelf survival in the human gasintestinal tract and the broadest
antimicrobial spectrum, as well as isolates 5scase) and Lac2 I(. plantarun), due to

their pronounced adhesion potential.

Keywords: indigenous Lactobacillus sp. strains, probiotics, amtiicrobial activity,
adhesion

Research field:Biology

Specific research field:Biology of microorganisms

UDK No.: 579.864:579.22 (043.3)
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1. Uvod



Ljudsko telo naseljeno je velikim brojem

naseljavaju povrginu i duboke sl ojeve koge,
mukozu, konjuktivu oka i gornj i respirator:t
gastrointestinalnom traktu i vaginKgnig i Brummer, 2014; Urbaniak sar., 2014). U
sastavs | ogeni h mi krobijalnih zajednica koje S é
takozvani supraorganizam ulaze bakterije, gljive i arhee (Eckbsag, 2005). Sve one
zajedno | ine mikrobiotu koja se formira odma
domalina tokom celog ¢givot a. Kol i ko je miKkroc
da u odraslom organizmu koegzistipgeko 1000 razlilitih vrsta bakterija (Rajilil -
Stojanovi i sar., 2007;Tapi sar., 2009:Qin i sar., 2010;Kénig i Brummer 2019, anataj
broj treba dodati i prisutne vrste gljiva i arhea Njihov broj je mnogostrukomanji, a
dominantnipredstavnicsu rod Candidamelu gljivama kaoi metanogenarheeiz rodova
Methanobrevibacter Methanosphaer@-lorini sar., 2000 Bernhardti Knoke 1997).

Mi krobiota ima veliki znal aj za fiziologi
apsorpciju hranl jivih mat er i j a, pategemnag z u Vit
modul aci j u i munskog odgovor a, regul aciju |
intestinalne angiogeneze (Backheshar., 2005).Ge n s k i sadr gaj mi krobi ot
|l judski organizam salinjava humamoggemom&r obi om
(Lonnermark, 2010).

Bitnu komponentu humane mikrobiote predstavij@jia k t er i | e ml el ne k
heterogena grupa mi kroorgani zama s a zajed
karakteristikama, kojupored rodaLactobacillus koji je naj b r omneniirgdovi | i
Lactococcus Streptococcus Enterococcus, Oenococcu$’ediococcusi Leuconostoc
(Dellaglioi sar., 2005).

1.1.Mikrobiota gastrointestinalnogtrakta

Kolonizacijagastrointestinalnogyaktapol inje jognasamomnarolenju a nastavlja
se tokom celog givota, sa znd ajnim promenamakarakteristinim za starosnedobi
(Mitsuoka 1992). U trenutku rolenja gastrointestinalnitrakt novord’en adi je gotovo

sterilan ali do kolonizacije dolazi brzo tokom prvih dana givota, da bi se stabilna



populacija po sastavslil nakaokod odraslog oveka uspostavilado drugegodinegivotai
sa zavigenim procesomuvolenja | vrste hrane (Slika 1). U gastrointestinalnom traktu

zdravi h ' j udi bakterije s u domi nantno zas
mikrokolon | a dok su mul ticelularne strukture,
slilne biofil mu, ugl avnom karisd.t2@04;Branda ka pat

I sar., 2005; Swidsinskii sar., 2005. Kod novordienl adi gastrointestinalnirakt prvo
nastanjujubakterijepoputrazlil itih vrstarodovaStaphylococcus Streptococcus familije
EnterobacteriaceaeDve vrste svojomaktivnaj Ui proizvodenove metabolitepripremajti
intestinalni sistemza uspostavljanjepopulacije striktno anaerobnihvrsta bakterija melu
kojima dominiraju predstavnici rodova Bifidobacterium Clostridium i Bacteroides
Bakterije koje kolonizuju gastrointestinalnirakt novord’erl adi su poreklomiz okrugenja
pre svegaod majke a na sastavbakterijskepopulacijeutil u razni faktori kao ¢to su tip
pordaja ndin ishrane gestacijska starost korig énje antibiotika hospitalizacija
okrugenje kaoi zdravstvenstanjemajke (Mitsuoka 1992).

Smatra se da kod novord’en adi koja se hrane iskljulivo maj inim mlekom
dominirajubifidobakterije a daje nefo manjakolonizacijavrstamarodovaStreptococcus
StaphylococcysEnterococcusLactobacillusi familije EnterobacteriaceagSlika 1). Sa
drugestrane mikrobiotanovord’en adi navegal koj hranije raznovrsnija u njoj semogu
srestivrsterodovaBacteroidesClostridiumi familije Enterobacteriacea@Varquess sar.,
2010).



Gemella
" Granulicatella
Usna duplja nekoliko 7 <10 Lactobacillus

Deo gastro Dusi o —
intestinalnog| PY4N@ | Vreme | pH | cFujg | Prisutni rodovi
trakta (cm) | prolaska bakterija

4

10 sekundi Streptococcus
g Veillonella
é kolik 4 Prevotella
o Jednjak 40 |nexolikoy 7 <10 Streptococcus
S sekundi Veillonella
()
° . 4
X Zeludac 15 26h 1-44 <10° | Lactobacillus
o Prevotella
%- Clostridium
-~ 5,5- 4 o | Enterococcus
g Tanko | 400 | 36h | 2% 10'-10" | Lactobacilus
S crevo ’ Streptococcus
N Veillonella
8— Alistipes
0y Bacteroides
o
gz_ 15h- ~ 12 Clostridium
= Debelo 150  nekoliko 7'5 10 Dorea
= crevo d ’ Eubacterium
Y ana Faecalibacterium
Lactobacillus
Roseburia
Ruminococcus
Prisutni filumi:
Firmicutes  Bacteroidetes  Actinobacteria
[ ) @
° @
SN 1y
> F
Beba 3 Dete Odrasli Stari

Povecanje broja i diverziteta bakterija
Luminalni sadrzaj

Mukus Promena u sastavu mikrobiote
i Vrsta porodaja, naslede, nadin ishrane, zdrastveno stanje,
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Slika 1. Distribucijai broj bakterijau humanonygastrointestinalnom traktu
(preuzetaz Krogius-Kurikka, 2011

Mikrobiota gastrointestinalnograkta odraslog| ov e k a p fuekdadnv | j a
uniformnuzajednicukojuk ar akt eri gu speci fi Vanlmtei sar, r el at i
2004; Kurokawai sar., 2007; Rajilil -Stojanovi i sar., 2009; Turnbaughi sar., 2009;

Gosalbesi sar, 2011). Neke od njih su tranatne, dok druge stabilno kolonizuju
gastrointestinalnitrakt, ali sve zajedno odmjavaju dinami ku ravnotéu, kako unutar
intestinalnemikrobiote takoi saorganizmormdomdinom. Broj bakterijaprisutnihu usnoj
duplji je 10° do 1 CF U/ ml p, lujgelucuatdj borej iznosi oko 10° CFU/mL
deludd nogsoka u duodenumu oko #C FU/ mL sadr gaj a, GdottGAnkom cr



CFU/ g s dokiudgbal¢gmarevutaj broj dostige 102 CFU/g fecesaU intestinumusu
prisutneBacterig Archaeai Eukaryg kaoi mnog virusi (Rajilii-Stojanovi i sar., 2007;
Reyesi sar., 2010;Sekirovi sar., 2010).Kod starijih ljudi, mikrobiotapostajenejo manje
raznovrsndEncki sar., 2009;Rajilil -Stojanovi i sar., 2009;Claesson sar., 2010),dok je
kod stogodonjakaznd ajno promenjendBiagii sar., 2010).

Na sastav mikrobiote gastrointestinalnogtrakta tokom givota utilu faktori
mikrobijalne zajednice(Turnbaughi sar., 2009),ali i spoljanji faktori poputgeografskog
porekla(Li i sar., 2008),nd inaishrane(Mueggei sar., 2011),telesnetegine (Turnbaughi
sar., 2009),zdravstvenogstanja (Sekirovi sar., 2010),eventualneantimikrobneterapije
(Jakobsson sar., 2010), kao i Kkorig énje probiotika i prebiotika (Flint i sar., 2007;
Kajanderi sar., 2008).Takd e, sasastavommikrobiote menjasei pH vrednostpojedinih
delovagastrointestinalnotrakta od vrlo niskedo neutralng Duncani sar., 2009).

Mikrobiota gastrointestinalnograkta odnosno kolektivni mikrobijalni genom
nadomg lije nekeod osobinakoje nedosaju genomu oveka(Campi sar., 2009).Jedna od
najvagnijih uloga mikrobiote gastrointestina
potpunost. hidrolizovana enzi mi ma domalina
Tako kakterije prevodeungeneugljene hidrateu vodonik, ugljen dioksid metani masne
kiseline kratkog lanca (Short Chain Eatty Acids SCFA), poputacetata propionatai
butrata Naj znal aj ni j i proizvod bakterijske razgr
uloga ogleda ude novosintezi lipida i glukoze, a koji su glavni izvori energijea
epitelijalne| elije gastrointestinalnograkta (Woleveri sar., 1989;Guarner 2008 Flint i
sar, 2008). Sa druge strane, bakterijea z | a g u [ proteine nesvar
hi droli zujiwmioikiiskel dnaamkoje se daldoksidaxt azgr al
amonijaka, ami na, met ana i organskih kiselin
sumpor om, j 049 [ f e no (Haghds i spre @000) j Mekrobicda i sul
gastrointestinalnp tr akta | og i ma sposobnost met abol
kancerogena, aktivacije bioaktivnih jedinjenja i produkcije vitamina (poput vitamina K,

vitamina B1l2 i biotina), doprinosi met abol
magnezijuma a QYabgle ul estvuje i u regul i sar
Leser i Molbak, 2009;Hammes i Hertel, 2009. Dodat no, ul estvuj e |



i munskog sistema domalina i odrgavanju homeo
zagtitnu yelkaogbranajo@ kolontdz&cije ugastrointestilanog sistema patogenim
mikroorganizmima (Stecher i Hardt, 2008).

Kao primer korisneulogecrevnemikrobiote naj eg ¢ senavoditzv. "kolonizacioni
otpor' ili " efekatbarijere" (van der Waaiji sar., 1971;Vollaardi Clasener 1994)koji
podrazumeva da bakterije vel prisutne u crevima onemogiliavaju kolonizaciju
novoungenim mikroorganizmima ukljul ujuli i patogene U skladu sa ovim, moge se
pretpostavitida bi se korigovanjemnavikau ishranimoglo dovestido povel anjarelativne
brojnostitzv. korisnih bakterijai tako pozitivno uticati na zdravlje domdina. Upravo je
ovo bila originalnapretpostavkaMel n i k kojvj@smatraoda suneophodndsistematska

istrajivanjauticajacrevnemikrobiotenaprevremenstarajei n a | ishmaaekoji spré ava

trulienjeu crevima gt o b nagpduienje giiota ic aalravanje snageteld’
(FAO/WHO, 2002).

Deo mi krobi ot e domal i na |l i ne i probi ot s
definisani kao ¢giviprmheseorzgamiviami domjail i da
odgovarajulim kolilinama (FAO/ WHO, 2002) . LI

izvora iz koga se izoluju nove probiotske vrsteugmolai sar., 2001) lako se i
bifidobakterije, kao i neke druge vrste mikroorgamma koriste kao probiotici, fokus ovog

rada postavljen je na na ispitivanje probioa
Laktobacili su izabrani pre svega zbog njihove zdravstvene bezbednosti, kao i izrazito duge

tradicije upotrebe.

1.2.Rod Lactobacillus

Rod Lactobacilusobuhvata vige od 100 do sada opi
Lactobacillaceag redu Lactobacillales klasi Bacilli i filumu Firmicutes Rod obuhvata
Gram pozitivne, katalaza i oksidaza negativne bacile koji ne formiraju @odes ne
poseduju citohmme ( SlI i ka 2). Kao izvor energije najl
efi kasni metabol il ki put fermentacije gelera
izuzeci koji mogu koristiti arginin kao jedini izvor energije. Uglavhom su

homofermenta i v ni , [ tada | e Krajnji produkt fer



heterofermentativnih vrista najmanj e pol ovin
fermentacije | ini ml el na Kkiselinafoprmaai ost at a

sukcinat. Ngjprecizniju podelu po ovom kriterijumu dali su Kandler i Weiss (1986):

- Obligatno homofermentativni |l akt obacil. f
pentoze i gl ukonat ne fLaddophilostLidglhrueckib ovu g
I L. helveticus

- Fakd t ativno heterofermentativni | aktobaci |l

a gas mogu da produkuju samo iz glukonata, ali ne i iz glukoze. U ovu grupu
spadaju_. plantarumi L. casej

- Obligatno heterofermentativnil nleakt chadieltir
kiseline, etanola i ugljendioksida. U ovu grupu spadajtermentum L. fructosus

L. brevis L. buchnerii L. reuteri

Laktobacili su u Iliteraturi uglavnom ozna
( Hammes [ Hertel, n20093)g,e neelrwtbinnm odnisanj e.
anaerobnim sredinama ili u uslovima smanjene koncentracije kiseoni%5ugljen
dioksida, odnosno u mikroaerofilnim uslovima. Po praviitiiktno aerobni uslovi su za
nj i h l etal ni, gt o ruaknaez ug @ deaakjtel vai it ekm sedlb
konstitutisan. Zbog toga se u metaboli] kom
samom pragu evolutivnog prelaska iz anaerobnog u aerobni svet (Hammes i Hertel, 2009).

Vrste rodalactobacillusne redukuju nitrer e , ne razlagu ¢gel atin,
niti vodonik-sulfid i retko produkuju pigmente. Za rast im je neophodno prisustvo
aminokiselina, peptida, prekursora nukleinskih kiselina, vitamina, soli, masnih kiselina ili
njihovih estara, kao i ugljenih hideat Optimalna temperatura za rast laktobacila je u

opsegu 3010 C, a mogu rasti na temperaturama 6832C. Optimalna pH sredine za

bakterije iz ovog roda je od 56, 2 ( Hammes i Hertel, 20009) . \Y
proizvodima, mesu i ribljim proizvodima; i n u , vol u i volnim sokov
zeml jigtu i dr., a naseljavaju i gastrointes

i mnogih givotinja.



Slika2.Mor fol ogija lelija |laktobacila (preuzeto sa

U organizmu |oveka laktobacili su stabilni stanovnici mikrobiote
gastrointestinalnogurogenitalnograkta madasemogund i i u drugimsredinamaSmatra
se da su vrste. gasserj L. reuteri, L. crispatus L. salivariusi L. ruminis predominantno
autohtone a | o,\aleikratel. acidophilus L. fermentumL. casej L. rhamnosusL.
johnsonii L. plantarum L. brevis L. delbrueckij L. curvatusi L. sakeis e mogu nal i

humanom gastrointestinalnom traktu. Mada su deo mikrobiote duodenuma, ileuma i

kolonaamogu se nal i i Heiligiwsar.p2002 Waitar,2@08).| Uiodnasu (a
odrasl e osobe, mi krobiota novorolen]| adi j e
laktobacili (Mackie i sar., 1999 . Najlegie izolovane Lvrste k

salivarius, L. rhamnosus L. paracase{Heilig i sar., 2002, a njihov broj je oko 10CFU/g
fecesa, dok se taj broj koddoh& EGRU/gdetesar i h me <
(Mackiei sar., 1999 . Kod odraslih | judi 'PBQFOfgfecesakt obac]
(Raj-Bt bj aipap,20007) . Melutim, ovaj broj, iako Ve
humane mikrobiote fecesagnosnooko 0,01% do 0,6% (Kimuriasar., 1997;Sghiri sar.,
200Q Tannocki sar., 200Q Dal Belloi sar., 2003.

Nasuprot m kr obi ot i gastrointestinalnog trakt
komponentu mi krobi ot e dredonsdiaperisarr189) &houit al nog
sar, 2007 . Najlegle izolovane Lvarispatesl. gasseiilnal ni h |



inersi L. jensenii(Burton i Reid, 2002;Vasquez sar., 2002 Burtoni sar., 2003;Anukam

i sar., 200§. Smatra se da zdrava i stabilna populacija vrsta kadtobacillusu  gens k om

urogenitalnom traktu doprinosi z a(Gdlagas i od in
sar., 2007).
Laktobacildi ni su patogeni Pl I m j e patoog

neke bolesti. Infekcije izazvane laktobacilima su veoma retke; procena je da je-o 0,05
0, 45% svih slul ajeva endodkoarsdaidta snai siu bnaaklteenrie

faktori patogenosti kod sojeva izolovanih iz obolelih pacijenata (Hamitedel,2009).

13Lel ijski zid |l aktobacil a
Povrginske karakteristike |l aktobacil a i S

od presudnog zhaaj a za uspegnu kol onizaciju gastroi

l ako su specifilni bi ohemij ski [ geneti | ki [
njegove biosinteze jog uvek fragmentarni [ r
da je on, ko i kodostalih Grampozi ti vni h bakterija, sastavlj

peptidoglikanskog sloja sa tehojnim  kiselinama, asociranim proteinima i

egzopolisaharidi ma. Ko d -slojepkoteinima(lLebserissar.,on | e O
2008)

Sl peptidoglikana ima vagnu ulogu u stukt
Lelijski peptidoglikani su koval entno i n e

polisaharide i proteine (Delcour sar.,, 1999). Tejhojna kiselina je anjonski polimer

| glsikog zida i sastoji se od ponavljajulih je
U zavisnosti od mesta vezivanja, razlikujemo dva tipa tejhojne kiseline: (i) tejhojnu

ki selinu [elijskog WalldlaigholicAzid),kbjeja lovaldknm® WT A (
vezana za peptidoglikan, [ (ii) tejhojnu ki
LTA (Lipo Teicholic Acid) koja je kovalentno vezana za |
(Neuhausi sar., 2003). Dok WTA poseduju svi laktobacili, LTA je sutna samo kod

neki h, a generalno mogemo reli da su karakt
soj (Perea Ve'legsar., 2007a).
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Slika3.Lel i j s ki zid | akt oibaa,008)a (preuzeto iz Lel

Dok se neki od egzopolisaharida laktobacilagspua j u u spol jagnju s
ostaju vezani za lelijski zid i njegov su i

To su kompleksne strukture koje se ne razl:i

izgralLuju, vel i popaostsdjieverzal kny egmananijng i
sve doprinosi strukturnoj raznol i kost. [ el i
1999.

Naposl et ku, povrginski proteini | akt obac
sredinu, ali mnogi od njih ostajk oval ent no i | i nekovalentno v
citoplazmatil nu membranu, te mogu biZai odgo\

[ elijski zid laktobacilase kovalentnovezuju sortazazavisni povrgnski proteini (Sortase
DependentProteing koje o b r a Bnzijn sortaza Sortazaih specf i | sd ® izmelu
treoninai glicina u molekulu proteinai kovalentnovezuje karboksilnugruputreoninaza
amino grupu prekursorapeptidoglikana Na ovaj ndin, sortazazavisni proteini ostaju
kovalentnovezaniza peptidoglikani elijskog zida (Marraffini i sar., 2006). Smatra se da

sortazaz avi s ni proteini i maju kljulnu ulogu u i



(Boekhorsti sar., 2009 . Znal ajno je i prisustvo | ipopr
terminalnom sekencom kovalentno vezuju Zipide citoplazmatine membraneOsnovna

funkcijaim je transportnapodo prihvatajuspecifi ne supstratekao ¢go suugljeni hidrati i

prosld_uju ih do transportnilsistemau citoplazmatinoj membrani(Sengupta sar., 2013).
Nekovalentnovezivanje proteinaostvarujese preko N-ili C-terminalnih delova proteina

koji u svom sastavuimaju hidrofobne aminokiseline(prd ene pozitivno naelektrisanim

ostacimdi zahvaljuju i njima ostvarujuinterakcijusalipidima citoplazmatine menbrane

Porednjih, postojei oni koji suzapovrgnu | elije vezaniproteinproteininterakcijamakao

i oni koji su sekretovaniu spoljanju srediny a zatim elektrostalikim interakcijama

reasocirankal elijski zid (Avall-Jaaskelainen i Palvap0s.

Uzsve gore pomenute proteine, pojedini soj
S-sloj, sastavljen iz proteinskih subjedinica koje grade parakristalni heksagonalni ili
tetragonalni monosloj. Proteinske subjediniesi@a su uglavnom mali bazni protei@io-

60 kDa) sa stabilnom tercijernom strukturom, koji su nekovalentno vezani za tejhojnu
kiselinu ili neutralne polisaharide e | i j skog AB&a oid ukmenilB povr

proteina (AvallJaaskelainen i Palvap05.

U interakcijama bakterijskih i sisarskih
proteina lektina, kojipseduj u dva il Vi ge speuglenei | ni h
hidrate. Lektini generalno ulestvuju u melul

kod bakterija, tako i kod drugih organizama. Bakterijski lektini poseduju hemaglutinaznu
aktivnost , al i j e njihova osnovenazaf ulnlcii j @
domal i na, gto e predusl!l ov za kol onizaciju
simbiontskog odnosa, tako i za nastajanje infekcije. Iz tog razloga, bakterijski lektini se
| esto nazivaju adhezini, dok uirpl ngzévam® hi dr a

receptorskim molekulima (Lakhtirsar., 2007; Varkii sar., 2009).

1.4.Definicija probiotika

Termin probiotikj e prvobi tno kori ¢l antbiotkd®® | s § @r ot n
i zvedena ipmibips | it meé | iu b unkavl azl anoohfHaupdtbe v o d u  z
Miller i sar. |, 2003) . Ov aj ter min Kol I ath (1953)

10



pothranjenih pacijenata nakon koriglenja ra
Vergin (1954) |j e smat r aoestthana gazvamaanti@otiomat e ga n
moge ponovo uspostaviti i shranom bogatom pro
prvu upotrebu termingrobiotik u smislu u kom se on i danas koristi. U isto vreme Kolb

(1955) je wuolio ¢gtetmdi oefmrkd e natnitvinboi ok a rkiag [i
Kasnij e, Lili [ Stillvell (1965) definigu pr
a koje promovigu rast druge vrste mikroorgar
Fujii i1 Cook (1973) opisuju probit i k e kao jedinjenja koj a
mi kroorganizama ili poveliaju rezistenciju do
rasta patogenia vitro. Parker (1974) ih definige kao org
i ntestinal notm, dva defnitig je.ospddie Leliki broj autora, jer ovakva

definicija moge da podr az u-mea ¢$990ihljalja seinizant i bi «

razlilitih definicija probiotika, od kojih
probiotike defm sao kao dodatke hrani koji sadrge gi v
deluju na ¢givotinju domalina, tako gto unap

definicije se ogleda prevashodno u tome gto
R a zite deffinicije probiotika su davane sve do 2002. godine (Tabela 1), kada je
radna grupa FAO/WHO, koja je radila na evaluaciji probiotika, dala definiciju koja se

danas koristi. Kao gto je vel releno, probi c
doprinose zdravlju domaliina kada se unose u G«
definicijom, vel i ki br oj vrsta i rodova se
(Holzapfel i sar. 1998) , melLutim komercijalno najva
kiseline.

11



Tabela 1.Definicije probitika tokom istorije

Autor, godina Definicija/Opis

Kollath, 1953 Probiotici se obilno javljaju u hrani biljnog p
enzimi i eventualno prisutne druge supstancezise vitalnim procesima

Vergin, 1594 Probiotici su suprotnost antibioticima

Kolb, 1955 Gtetni efekti antibiotika mogu biti spreleni te

Lilly i Stillwell, 1965 Supstanca i zlul ena od stsrtainneuljieden orga snti kd rouog ogga n i

Sperti, 1971 Ekstrakti tkiva koji stimuligu rast mikroorgani

Fujii i Cook, 1973 Jedinjenja odgovornazarezt enci j u domalina na infekcije, alli
mikroorganizmaman vitro

Parker, 1974 Organizmi i supstance koje doprinose intestinalnom mikrobijalnom balansu

Fuller, 1992 Gi vi mi kroorganizmi, kéaaoa dadagdivolhtiaakifoiu,gdkomjail i har
unapreluju mikrobijalni bal ans

Havenaar | H\dijabgne mdn®iVleil dmegovi te kul tur egimn &triomjra ainilzjaumdi koj

1992 pokazuju korsne efekte poboljagenjem autohtone

Salninen, 1996 Giva kultura mikroorganizma ili ml el ni proizvod
i shranu domal i na

Schaafsma, 1996 Gi Vi mi kroorgani z mi koj i nakon unosa odrelenog
efekte izvan osnovne ishme

Salminen i sar., 1999 Preparati Ilelija mi kroorganizama il njihovih Kk
dejstvo na zdravlje domalina

SchrezenmeirideVrese, Pr epar at i | i proizvod koji sadrgliemibreojdefi ni sa

2001 koj i utile na mikrofloru odrelLenog dela tela do
[ i ma blagotvorno dejstvo na zdravlje domalina

FAO/WHO, 2002 Gi vi mi kroorgani z mi koj i doprinoselizmr avl ju dom
kol il inama

12



15.Istorija istragi vanj a probiotika

Escherichje prvi, 1885.godine prepoznaan a | ispifivanjabakterijaprisutnihu
fecesui gastrointestinalnomtraktu zdravih ljudi, a koja omoguavaju razumevanje
fiziologije varenja kao 1 patologiju i terapiju crevnih oboljenja izazvanih
mikroorganizmima Gotovo u isto vreme 1900. godine mikrobiolozi Tissier i Moro
objavili su svoje nalazeispitivanja izolata poreklomiz fecesadojenih beba Tissier je
primetio prisustvo anaerobnogorganizmapo morfologiji i bojenju po Gramu slil nog
laktobacilima ali je udio i da se njegovel elije granaju U skladu sa tom osobinom,
nazvao ih jeBacillus bifidus Mor o 1905. godine izoluje novlt
maj k e, a nal azi se i U usnoj d u pjé¢ Bacillusi crevn
acidophiluszbog izrazite tolerancije na kiselu sredinu. 1908. godine Tissier je utvrdio da je
Bacillus bifidus dominantna vrsta u fecesu dojenih beba starosti oko tri dana nakon
porolLaja, dok | e k od beba hr awgtaeBadilhs v egt al
acidophilus(Vasiljevic i Shah, 2008).

Gotovo istovremeno, dobitnik Nobelove nagradel Mieov je primetio izuzetnu
dugovel nost Bugarskih seljaka, koja je bila
poletak XX veka. nOmiivetni malkk pdosS8¢&|l agodi na,
proseku 1/ 250 | judi) su bil:@ stogodignj aci [
nalina givota bila je visoka zastupljenost f
teoriji autcintokskacije, Md nikov je izneo stav da toksini koje produkuju patogeni

polako truju | judski organizam, | ime otpor t
je jog smatimaomkda kaei aat snoge spreliti kori g
odnosnaunogenjem bakterija mlelne kiseline. Nj e

je 1905. godine izolovao Grigorov i nazvdactobacillus bulgaricus Ova vrsta je
koriglena kao starter kul tur a zyahoughr. oi zvodn

Melnikov e naosnovu svojih eksperi menalulgaricdsogao do

sposoban da uspegno kolonizuje crevni trakt
MelLut i m, Herter i K e h.dualdaricusipak i@ @ stansida p o k a z a
uspegnmi zkWwgleo i ntestinal ni trakt, al i j esu |
intestinal noj mi krobi oti. l ako je ovime Meln

13



nastavili da istraguju potencijalne dobrobit
nal judsko zdravlje. Tako s ulaaadarilusacklagpsilusi j e | z ¢
sposobni da kolonizuju digestivni trakt.

U svojim radovima Rettger i Horton (1914) i Rettger i Cheplin (1920) su dokazali

da i shrana bogata mlievkootm nijlai i | alkjtuodzio mmokgoed
transformacije crevne mikrobi ot e, u smislu p
Ovi rezul tati Ssu probudili privredniL interes

acidophilus( Bur k e, 1938)l.a Grupapamsuralguplj eni h ok
prepoznal.i Ssu znal aj preventivne medicine i
Godine 1930. oni su izoloval!i SO0j sposoban d
nazvali gaLactobacillus caseiOvg soj je Shirota iskoristio za proizvodnju fermentisanog

ml el nog pr oi zv oYaklt, p &aji jeil@36.ngodmne ihicira@snivanje

istoimene kompanije U periodu od kasnih 3tbh do 506t i h godi na progl o
i stragivanj a u axbogvaneednih astovai(demesija, uas) packojimanse

|l itav svet suol avao u t-ibhi 60 aoezi.do pdeolinog i m, t C

interesovanja i intenzivnih istragivanj a, ko
1.6.Spektar delovanja probioi ka na organi zam domalina
Probiotici i spoljavaju Ssvoj e pozitivne (

mehani zam nji hovog dejstva u gastrointestina

interferencija, odnosno sposobnost probiotskog mikroorganidenavojim prisustvom

smanj i A T ograni | i prisustvo, odnosno
mikroorganizamaAlvarezOIlmosi sar., 2001;Ba n s a | i Gar g, 2008), gt
direktno, ili kroz interakciju sa normalnom mikrobiotom. Naime, probio i

enteropatogeni se bore za ista mesta vezivanja za epitel, kao i za nutrijente. Ukoliko je
probi ot ski mi kroorganizam prisutan u telwu (
steri| ke prepreke mo g u mu prugiti nEompeti:t
mikrorganizme. Postoje brojm vitro dokazi da pojedini probiotski sojevi inhibiraju rast i

adheziju mnogih enteropatogenBefnet Camard sar., 1997; Coconnieri sar.,1997;

14



Hudaulti sar., 1997; Gopali sar., 200) , a zahv almawmj wihuurajahja e
infekcije i rizik od nastanka dijareje.

Probiotici utilu na brojnost pojedinih v
broja mikroorganizama iz rodovRiffidobacterium Bacteroidesi Clostridium (Bansal i
Garg, 2008). Regulacija sastava miabi ot e u veli ko] mer i se
proizvodnj.i i nhi bitornih supstanci, poput ba
i dr., koje inhibiraju ili ubijaju alohtone vrste mikroorganizama. Dodatno, vodonik
peroksid u kombinacijsa laktogroksidazaiocijanatom iz mlekgostajebaktericidan za
enteropatogene, Zzbog | ega je opravdano trad
fermentisani m mlMiljnailimvdi9Be;Kaarivsardd008n (

Osim gto regutldwumibkrog miotseg, iprsalsi ot i ci mo

razlilite patol ogke pr omelnm®amoosus n tng setmun usmui.|l n
Soj evi mogu da stimuligu intestinalnu peri s
2008) , gt o je@i jviagkaon sut ippraecvigne . Zahvaljujuli

proizvode Rgalaktozidazu, ukupna aktivnost ovog enzima u gastrointestinalnom traktu je

povelana, gt o podsti| eisar,azgon@8dhjuZbbhkbabpgpaj
pomenutim svojstvima, prbi ot i ci s e mo g u koristiti u
gastrointestinalnih poremelaja. U slulaju in

i onu izazvanu rotavirusimaefikasnost u tretmanu pokazuju probiotski sojévi
rhamnosusGG, L. caseii L. reuteri (AlvarezOlmos i Oberhelman, 2001; Senokar.,
2005; Bansal i Garg, 2008), kaB@accharomges boulardiiGuarinoi sar., 2008).

Smatra se da sindrom nervoznih creva nastaje kao posledica preteranog
bakterijskog rasta u izvamekgasaWibeeivsar, 2008;pov el an
Williams, 2010, anar ugena crevna mikrobiota moge biti
kKl inilku sl i ku Vrsts h. aanigophius, , L. saNaGusUCC118 i L.
rhamnosu$sG regul i gu brojhopet mbkkokbroja i nbhastaanp
imaju pozitivan efekat u tretmanu ove bolesti (Bansal i Garg, 2008; Williams, 2010).

Zapaljenske bolesti crevéinflammatory Bowel Diseasg®buhvataju ulcerozni
kol itis, Kronovu bol esshavile renpsgom|KiotovesolestiSsu udi j e

pokazale da je stopa relapsa bila znalajno
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terapiju unosili i probiotsku vrst8. boulardii(Guslandii sar., 2000). Pored toga, nekoliko
studija ukazuje na pozitivan uticajobiotika na remisiju ulceroznog kolitisa (Rembacken,
1999; Williams, 2010). Laktobacili imaju i inhibitorni efekat na adheHglicobacter
pyloipot encijalnog izazivala gastritisa, l i ra
2008). Osim toga, onsmanjuju i aktivnost ureaze, koja je neophodna za opstanak
pylori u kiseloj sredini(Midolo i sar., 1995; Kabiri sar., 1997; Aibai sar.,1998;
Coconnier sar., 1998).

Doprinosel. nor mal i zaciji mi krobi ate prob
izazvanih antibiotskom terapijoniFAO/WHO, 2002).Jedan od osnovnih problema u vezi
sa korigienjem antibiotika je pojava dijare]
Clostridium difficile i/ili Klebsiella oxytocai produkcije toksina Primena probibka
dovodi do promene konzistencije stolice i sn
pokazuju vrsté.. rhamnosu$sG, L. acidophilus L. bulgaricus(Bansal i Garg, 2008)

Osim gto deluju u samom gastrodaujuesti nalr
na fiziologiiju razlilitih organskih Si st e
neuropsihijatrijskin abnormalnosti kod pacijenata sa nefunkcionalnom jetrom, poznat kao

hepatil na encefal opatij a, obuhvat a pr omene
sposobnosti, a prate i h poremelen nivo el e
(Riggio i sar. 2005) . Pozitivno dejstvo u tretman

primene probiotske vrste acidophilugZiadai sar., 2013).

Laktobacili i poizvodi njihovog metabolizma mogu imati pozitivan uticaj i na
kardiovaskularni sistem (Sonestedtar., 2011) . Tako oni povelaju
kal cijuma u kardiomiociti ma, | i Sokoli sae, povel a
2013) Nekoliko stuga su pokazale pozitivne efekte probiotika na metabolizam kalcijuma.

Mehani z mi odgovorni za to su povelana rastvec
kiselina kratkih | anacav,ezpuqgwdliidanapreok epmasi |
kogtaniihgumodulf aktora, uvelanje apsorptivne

kompleksa ftalne kiseline (Bansal i Garg, 2008).
Hipertenzija se javlja kao posledica konverzije angiotenkina potentni

vazokonstriktor angiotenzih (Nakamurai sar., 1995; Seppa sar., 2003; Liongi sar.,
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2007) . Laktobacil:i proizvode biologki aktiv
konvertuje angiotenzih i i ma | u preventivnu [ terapijsku
ishemijskih bolesti srca (Oxmarsar., 2001).Mnogobropain vitroi invivoi st ragi vanj a
su pokazala da dekonjugaciona i hidroksilazna aktivnost probiotskih sojeva prema

konjugovanim Qgulnim solima uzrokuje snigava
tal ogi zajedno sa konj ugiosara2®00ni. jghosbmiiiiLm s ol i m:
reuterisu neki od probiotika za koje juavoutvr Len

serumskog holestero{®e Roos i Katan, 2000).

Kroz razlilite studije je wuoleno da prob
kancera.Ov u osobinu duguj u SVOoj 0] sposobnosti |
intestinalne mikrobiote Kkoji proizvode enzi |
glukuronidaze, nitroreduktaze, azoreduktaze i stefoldlehidroksilaze (Vasiljevic i Shah,

2008) Osim toga, proizvodnjom masnih kiselina kratkog lanca i smanjenjem pH

|l aktobacili ometaju aktivnost enzima uklIl jule
ukl jul en u detoksi kaci ju el ektrofilnih ] ec
transferaz§d Bansal i Garg, 2008). Osim ltesep, razl i

i maju sposobnost vezivanja mutagenal/ kancerog

(Mombelli i Gismondo, 2000; de Roos i Katan, 2000). Postoje podaci da konzumiranje

probbt i ka moge i mat.i preventivnu ulogu u nast a
a mehani zmi mogu ukIl juliti smanjenje broja
nesvarene hrane, i naktivaciju kancerogenih

domd i n a -proliferativrie efekte povezane sa regulacijom apoptoze i diferencijacije
felija i i nhibiciju signsal,20M2). puteva tirozin
Probiotici pokazuj u r a anflamatorrieeosobine krazo mo d u | ¢
regulaciju imunskog odgovora, kako lokalnog, tako i sistemskog (Bansal i Garg, 2008;
Sanders sar., 2013 . Nji hova znalajna i munomodul ator na
debel o crevo posmatra kao i munol ogki aktivan
| i ni koabmiote ukljulujuli i | aktobacil e, gt o
Upravo zahvalijujuldi direktnom kontaktu sa mi

razvao,j] intestinalnog | i mfoidnog tKkiva, koj e
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nal aze T [ Bi dermlitskg, ekoje pkedstavljaju heterogenu grupu

multifunkcionalnih antigespr ezent uj ul i h felija. Postoj e b
l aktobacil. znalajno utilu na aktivnost denc
subtbova T helper lelija Th1 i Toh?2i. fDeokkt ofrh 1n € ker
tumorab ukl jul ene u {elijski odgovor, Th2 1{eli
tipova interleukina wukljulenih u humaralni [
izmelLu Th1l |1 Th2 Jielija, Il aktobacili wutilu
(Gill, 1998; Salmineni sar., 2000; Kalina i Mohamadzadeh 2009) . Znal ¢
i munomodul atornih svojstava probiotika je pc¢
deluune samo na i munokompetentne, vel | na 1 mu

lako mehanizmi kojima laktobacili moduliraju imunski odgovor nisu u potpunosti

razjagnjeni, evidentno je da njihov efekat
bakterija, njihove vihi | nost i , kol il ine i nalina unosa,
domal i na-Hughes san, 4399; Gill i Rutherfurd, 2001; Karlssdnsar., 2002;
Ibnou-Zekri i1 sar. , 2003) . Tako j e kIlL plantackkm299¢t udi j a
pobol jgavaolane o-gna@ulninghamRundlesi sar., 200Q . TakolLe | e
pokazano da u slulaju infekcije rotdvirusi m:
rhamnosuspovel ava br oj lelija koje lule odgovar
(Bansal i Garg, 208).

Zahvaljujuli svojim imunomodul atornim svo
uti caj i u slulaju alergija, kada iaayode do
1998; Isolaurii sar.,2001).Raz | i | ite studije su aewmijpazal e Vv

sastava intestinalne mikrobiot€iavainen i Gibson, 199%ei sar., 2001; Kirjavainen i

sar., 2001;Ouwehandi sar., 2002; Kalliomaki i Isolauri, 2003; Watanabear., 2005;

Penders sar., 200§ . Ovo se mo geeultataasklgji wlainffia ikoj B poka
davanje laktobacila prenatalno, odnosno trudnicama koje imaju predispoziciju za atopijski

ekcem, alergijski rinitis ili astmu postnatalno, bebama do 6 meseci starosti, dovodi do

znal ajnog pada u ul etsutinecd iockedtbeba (Kalliohaki bao,l e st i i
2001) . MeLut i m, k a keol etragliajns knmoegh adnei | zoavha ng mat ij o @

kao ni to da li su probiotici efikasni u tretmanu svih vrsta alergija ili samo pojedinih,

18



postoje ograni| enjkau tetirakjw alergial Mejpgna je p pitaniei o t
njihove efikasnost. u razlilitim fazama ¢giv
velina slage je da je uticaj skroman i da z
post oj e mi gl | en prebiotidaazavisen al gpigenetske madulacije genske

ekspresije, koja bi mogl a bitdi va@anami t okom |
sar., 2012)

Reumat oi dni artritis je hronilna autoi murl
zglobovima (Tripathisar. , 2004) i prateliih ogteienja hrs|

2000). Na osnovu imunomodulatornih svojstva, smatra se da baseimogao imati
antiarteroidni efekat. MeLut i m, efi kasnost z
status kapacitet apsorpcije kalcijuma (Bansal i Garg, 2008).

Neka st ragi vanj a | ak iadastrointgstunalnglteakiamagat er i j e
komunicirdi sa centralnim nervnim sistemomogani Katzman 2005. S obzirom na ove
poj ave, ol eki van ® ngrmalne dirdestinalaep mikrdbiate Iprimanomn
probiotskih preparata megealumillmgpori emeimpjta,m
vel i ki depr gGanliy20l4) por emel a|j

Postoje podaci da bi se U slulajuciurogeni

mogli koristiti kao alternativna terapija u odnosu na antibiotike. Na primer, antibiotska

terapijaurogni t al ni h i nf epkjavi imati i ambbgkeerijski @fekat rprersa

anaerobnoj bakteriji mikrobiotéDxalobacter formigenes, odgovornoj za degdaciju

oksal ata kod | judi. Kako je povigena koncent
nastankom kamena u bubregu, alternativna ter

O. formigenesi time smanjiti rizik od nastanka kamena u bubregun@a i Garg,
2008) . TakolLe je pokazano da oralna i wvaginal
na asimptomsku (ReidBruce 2001) i simptomatsku bakterijsku vaginozu (Hiltiosar.,

1995; Sieber i Dietz, 1998). Izvedeno je nekoliko studijakojesuk azal e da | e mog
|l aktobacili, koj i Su rezistentni na Kkisel e

nakon oralnog uzimanja (Hiltarsar., 1995).

19



1.7.Primena probiotskih preparata

Savremena popul acija |jevzebdgliozhgmen jjean g on
sastava intestinalne mikrobiotBa ove promeneutil e kako korig énje antibiotikg koji
smanjujudiverzitetmikrobiote gastrointestinalnograktai mogu imati dugotrajnj pal ak i
stalni uticaj na njen sastay tako i promeneu navikamaishrane koje podrazumevajisve
vel e ul eg é industrijski obra’ene hrane (Jernbergi sar., 2007; Dethlefseni sar., 2008;
Jakobsson sar.,, 2010). Promene u sastavu mikrobiote se dovode u vezu sa nizom
zdravstvenih problema, ali je i dalje otvoreno pgada li je to primarna ili sekundarna
pojava (Neish sar.,2009; Sekirov sar., 2010)Sve ul estali je abnor mal n
odgovoru | oveka, |l esto | ak i na bezazl ene a
izl aganja mikroorgami zZlmibma w da@mamg®ivoat n hi
(Strachan, 1989Wills-Karpi sar., 2001; Umetsiisar., 2003.Pr i mel ene znal aj ne
u ishrani ljudi u industrijski razvijenim zemljama i zemljama u razvoju dovele su do
postavljanja nove hipoteze, hipoteaemikrobioti Kirjavainen i Gibson, 1999; Noverr i
Huffnagle, 2005) On a i zragava stayv da su promene
poremetile normalno funkcionisanje nekih od

rezultira nizom p avamerseijeng nikrobidken mezrajoy imunskag p o j

odgovora i povelanja alergijskih reakcija.

S obzirom na znal aj mi krobi ot e gastroi
homeostaze kompl etnog organi z ma, kao [ na
kvantitativnis ast av savremenim nalinom ¢givota stalng
probiotskih bakterija. Kako konzumacija fun

izragenija je potreba za koriglenjem specifi

bisemr ugena homeostaza obnovila ili wuspostavl ]
Na trgi¢tu je sveveli broj probiotskihpreparatekoji sadte kako prirodneizolate

tako i rekombinovang odnosno genetiki modifikovane probiotike Genetiki

modifikovani probiotici ciljaju na tal no odrd’enamestadelovanjaili proizvode geljene

proteineu gastrointestinalnortraktu Tako, naprimer, acidorezistentnprobiotici moguda

poslue kao vektor za ispord ivanje proizvodau tanko creva Genetiki modifikovane

laktokoke koje prozvodelipaze (ubacivanjemgenaza lipazu iz Staphylococcusyicug,
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otpornesu na dejstvogul nih soli i koriste se za obezb&ivanje dovoljnih kolil ina lipaza
kakobi seolakgalo varenjelipida. Slil anpristupsemoge koristiti zalaktozuu slul ajevima
intolerancije kao i enzimarazgradnjeoksalata(poreklomiz Oxalobacterformigene$ u
prevenciji bolesti bubrega (Ahmed 2003 Bansali Garg 2008) Primer jog jednog
rekombinantnogprobiotika je i Subalin koji sadgi transformisaniB. subtilis 2335 sa
ubd enim genom za sintezu humanoginterferona U-2, a koji ima antibakterijsko i
antivirusnodejstvo(Kauri sar., 2002).
U cilju poboljganja efikasnost.i kol oni z a

kombi nuj u s a supstancama 0z n a | efimsanin kak a o pr e

"nesvarljivi sastojci hrane koj i bl agotvorno
rast (A I aktivnost jednog il ograni|lenog
(Schrezenmeirsar. , 2001), uk! j ulriejNajhoviji kbonceptukjuhujeot ske b

korig énje antiadhezivnihugljenih hidrata koji bi spréili adhezijui vezivanjepatogena
Prebiotici a posebnanulin, mogudautil u nasmanjenjeul estalostiumoradebelogcreva

U modernoj i ndu s mir grepidtici suaifpuling glio&uktdzay ribozp] e
tagatoza, pektin i drugSchrezenmeirsar., 2001)

Termin sinbiotik se odnosi na proizvod koji sadgi mejvinu probiotika i
prebiotika U principy, prefiks sin podrazumevainergizamzmelu probiotikai prebiotika
Sinbiotici pospé&uju prejivljavanje probiotikau gastrointestinalnom traktunataj nd in
doprinoseispoljavanju probiotskog efekta Probiotici i prebiotici mogu da se nalu u
funkcionalnim namirnicama koje obuhvataju fermentisanei nefermentisae mlel ne
proizvode Pojam funkcionalnih namirnicaodnosi se na one namirnice koje dopunjuju
normalnu ishranu i predstavljaju koncentrovaneizvore vitaming mineralaili drugih
supstancisa hranljivim ili fiziologkim efektom pojedindno ili u kombinaciji Melutim,
probiotici i prebiotici se koriste i kao suplementiishrani koje Pravilnik o zdravstvenoj
ispravnostidijetetskih proizvoda(SI. glasnik RS br. 45/10, 2010)definige kao dodatke
ishranj koji su u prometudizajnirani da se uzimaju u doziranim oblicima, odnosnou
odmerenimpojedinanim kolil inama (kapsule tablete ampule kesicepragka, bdl ice za

doziranjeu kapimai dr.).
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1.8.Karakteristike probiotskih bakterija

Bakterije mlelne kiseline, ukl jddaviejuli [
I judi, gt o I m Gerheally RegdrdedAs Saf@ RBtatss prema US FDA
legislativi FAO/WHO, 2002) . MeLut i m, lako su gener al nc
mogu se SVi |l akt obacili koristitakojkbese pr obi o
koristild@ kao probiotici budu humanog por ekl

ovo nije formalan zahtev. Uz to, neophodno je da poseduju niz probiotskih svojstava i
zadovolje nekoliko kriterijuma koji su jasno definisani u dokumetiA®/WHO (2002,

Slika 4) . Pre svega, naziv probiotskog soj a
kodeksom nomenklature (International Code of Nomenclature), kako bi se osiguralo
razumevanje na internacionalnom nivou, kao i da se sami sojevi deppnume Lunar odno
priznatim kol ekcijama kul tur a. Takole, neop
ponekad nije slul aj. Tako se u nekim probi o
acidophilusnalaze vrsté.. johnsoniiili L. gasseri umestoL. caseibakterijalL. paracasei

a vr st a oBifidobdcterioralongumhoe st o j Beanimalis( tGuayrkisaw, i |

2009) Upravo zato i stoji preporuk&AO/WHO da se sojevi najpre identifikuju

fenotipskim metodama, a nakon toga i genotipski (DNA/DNAidibacija, sekvenciranje

16S r RNK gena il drugim melLunarodno pri zne
probiotske osobine specifilne za soj, prepot
elektroforeze u pulsnom poljuP(lse Field Gel Electrophoresis PFGE) EFAO/WHO,

2002).
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Bezbednost
za

humanu

upotrebu

Slika 4. Karakteristike probiotskih sojeva

Probi ot ski SO0j treba da ima mogulnost pre
al i i da zadrgi sposobnost razmnogavanja na
bititoleramt an na geludalni sok i na prisustvo gul
u organizam unosi zajedno sa nosalem koji [ e

Osim ovih osobina kojEAO/WHOs mat ra osnovni m, pogeljno
sojevi poseduju i neke druge osole |, poput sposobnosti adhezi | e
intestinuma i sposobnosti modul aci je 1 ntest.i

dejstvo prema pat ogeni m Helicokacter pyod, &Samoreltai ma , k ¢
spp., Listeria monocytognes, Clostridium difficild drugi. Probiotici moraju da budu
nepatogeni i net oksil ni [ ne smeju da nose
(Mattila-Sandholm sar., 2002).

Antimikrobno delovanje, posebno prema patogenim mikroorganizmima@ m o | e
funkcionalno svojstvo probiotskih bakterija koje im osigurava kompetitivhu prednost za

mest a vezanj a i hranjive supstance u ga:c
antagonistilkog del ovanj a potencijalnih pr o
izvodi se inrvigeneitloodama na | vrstim i telionim hrai

23



Vivo n a eksperimentalnim ¢givotinjama (Gugkovi
Vagno funkcionalno svojstvo probiotskih s

ili ekstracelularni matriks crevnog epitela, koja je neophodna za njilmegraciju u

mikrobiotu gastrointestinalnog trakta time i ispoljavanje ostalih probiotskih svojstava,

kao etkemkdwzija patogena i pozitivn204i nt er ak

Lebeeri sar, 2008).Bakt eri j ska adhezija z-Agmgskimnj e ne:

interakcijama i zmelu bakterija i felija cr

interakcije adhezina s povrgine bepkehimr i j ske

[ elijama intestinalnog trakta. Pojam adhezi
|l aktobacil a, koje se mogu klasifikovat. na v
vezuj u, nalinu vezivanja I lad khal imoajeimoi rred i
osobine povrgine lelijskog zida |laktobacil a

probiotskih sojeva se uglavnom ispitufevitro, na imobilisanom intestinalnom mukusu ili

na nekim ekstracelularnim molekulima (kolagen, fibromgkt ali i na humanim
epitelijalnim intesti CacbiiHmM29I (Perea jeseksarm | i ni j a
2007D).

Rezultate procene adhezivne sposobnosti dobifengroj e t egko ekstrapo
in vivo situaciju u gastrointestinalnom traktlbag postojanja odbrambenog sistema
domaiina, kompeticije sa vel postojeliim kons
kao i konstantnog ispiranja epitela creva Kkt
2004). Sposobnost novounetih laktodaci da samo priviemeno  kolonizuju
gastrointestinalni trakt se dovodi u vezu sa principom kolonizacionog otpora, koja je
ostvarena Kkroz zauzimanje postojelih ekol og
adaptiranim vrstama, t z v2005. eNaimd, | nikzobigteo m ni g:
gastrointestinalnog trakta zdravih ljudi je stabilna i pokazuje otpor prema kolonizaciji
novim vrstama. Tako su Tannocksar. (2000) pokazal. da | e wus
intestinumasojem L. rhamnosusdDR20 kod zdravih ljudi obrrto srazmerna prisutnosti
stabilne, autohtone populacije laktobacila. Drugi autori su objavili da je, suprotno odraslim
ljudima, trajnu kolonizaciju probiotskim sojetn rhamnosusGG moguil e posti | i

novorolLenl| adi, | i ja seisanj20Aobi ota tek razvi|j
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lako su neka od pitanja u pogledu sigurn

uvek otvorena, njihova efikasnost i bezbednost je nesumnjivo pokazana u nekoliko

klinil|l kih studija, 0 -Liream sar., 2090). Kada govorireo ob i t i r
bezbednosnom aspektu upotrebe probiotika, v
negati vni izvegtaji, ali se oni ugl aunom odn

njima je pojava bakteriemije, dentalnog karijesa i endokarditisa potencijalno povezana sa

upotrebom probiotika, alin i j edan i zvegt aj ne i1identifiku
i zazi val e (Igshibashi iYdmazake 2)@1j Salmineni sar., 2002;Zé-Z¢ i sar.,

2004; Matsumotoi sar., 2005 Koretz, 2009 . S obzirom na ©bo, nega
upotrebi probiotika ne bi trebal o da obeshra
j e preporuka da se oni I s kor azsimeganjkiadalle o s nov a
proul avanijsa., 201%i. r &finfoa gt o i dal je stoji kao | i
precizno dokumentovat.i procedur e koj e s e t
formulacija u smislu nal i na kvlitea, evaluacgen j e , ok

bezbednosti, toksikologije, regulatornih zahteva za registraciju i marketing, itd.

Kada je u pitanju narugena intestinalna m
da jasno navede nalin i du g konhi semjegovone pr o
upotrebom narugeni bal ans ponovo uspostavioc
probiotika bi trebalo da bude rezultat naul n

zemlji u kojoj se preparat prodaeAO/WHO ( 2002) j ogdaprhbeipoprudiug wo L
mor al i da naznal e i mi ni mal ni dnevni unos
zdravstvenog stanja korisnika, a te podatke bi trebalo da obezbede studije na

| aboratorijskim givotinjama i kl agi veRaj smadi
nije definisanje najboljeg od ispitivanih s
detektuju i kvantifikuju probiotska svojstva, a zatim i dokazivanje njihovog postojanja kod
ispitivanih sojevakAO/WHO, 2002).

| maj ul i u Vvij dmi kaolhieotzemaz@a odr gavanje op:
organi zma ogr oman, kao i |l injenicu da brojn
narugavanju, te da konzumiranje funkcionaln

uspostavljanje ngemae jreavhotmgkacinjempbdgovar.
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probiotskih preparata. Njihovom pravilnom upotrebom moglo bi se intervenisati
preventivno, kako do poremeiaja ravnotege |
odnosno onda kada | e tp dijagnostfikogan. Ussaetut saiv mi kr
regi strovane brojne probiotske formulacij e,
koje bi bile efikasnije u prevenciij.i i tret
disbalansom mikrobiote.

Jedan oda nuad i ehi kkbdasnost probiotika povel
geografskog porekla probiotskin sojeva. Naime, interakcija probiotskih sojeva sa
organizmom domalina je u velikoj mer i odrele
nalinom i shmoame.svkhalsavaerazlikuju u razlil:@
pogeljno je da geografsko poreklo probiotsk
z a ] e d(Rreithsk sar., 2003; Kaushiki sar., 2009;Ghoshi sar., 2012;Maheshwari
sar., 2012;Tripathy i sar., 2014;Sybesma sar., 2015. Upravo iz tog razloga nastao je
ovalj rad, kao rezultat potrage za novim prc
Srbije. Rezultat.i dobijeni u ovom radu sl ug
krajnjicc I j bi o formul acija farmaceutskog probi ot
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2. Cil



Cilj ove doktorske disertacije jeolacija i karakterizacija novih autohtonih sojeva
laktobacila koji poseduju osobine probiotika. Wvou istra gi vanj a postavljeni

konkretni zadaci:

1. lzolacija novih sojeva laktobacila iz oralnih briseva i fecesa zdravih beba, kao i iz
uzoraka domaleg sira;
Identifikacija izolata do nivoa vrste;

3. Karakterizacija uslova i dinamike rasta izolata, isprijeaodabranih biohemijskih
osobina, kao i ispitivanje osetljivosti na antibiotike i enzime;

4. Odreli vanj e i upor edna anal i za probiots
tolerancija na niske pH vrednost. sredi ne
simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta, antimikrobna aktivnost i

adhezivne osobine.

Rezultat.i ovog rada s/l ugidciufermauaciemwe va z a
domaleg farmaceutskog probiotskog bpomeparata

smanijio ili eliminisao niz tegoba, pre svega gastrointestinalnog porekla.
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3. Materijal i metode



3.1.Materijal

3.1.1.Mikroorganizmi

Mi kroorgani z mi korigleni u ovom radu s
Tabela 2.Sojevi nmkroorganizama
Sojevi mikroorganizama Izvor/Referenca

Pseudomonas aerugioga CC 9027
Escherichia colATCC 8739
Klebsiella sp ATCC 10031
Salmonella abonNCTC 6017
Staphylococcus aureuBTCC 6538P
Micrococcus luteuATCC 93419
Listeria monocytogeneSTCC 19111
Bacillus cereusATCC 11778
Bacillus pumiludNCTC 8241
Bacillus subtilisATCC 6633
Lactobacillus acidophiluaATCC 314
Lactobacillus rhamnosusTCC 7469
Lactobacillus lactisATCC 7830
Lactobacillus plantarunbacl
Lactobacillus plantarunbac2
LactobacilluscaseilLac3
Lactobacillus paracasdiac4
Lactobacillus gassetiacs
Lactobacillus plantarunbiac6
Lactobacillus plantarunbac?
Lactobacillus caséebs

Candida albican®ATCC 10231
Aspergilus brasiliensiATCC 16404

ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
NCTC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
NCTC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
Ovaj rad
ATCC kolekcija
ATCC kolekcija
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312.Lelijska kultur a
Koriglena je kultura lelija kol2d®ektalnog ka

3.1.3. Podloge za kultivaciju mikroorganizama

Kori gl ene su dehidrati s ameudesildvarojyaddeOer c k) k
u skladu sa preporukom proizvolal a. Nakon r
sterilisane 15 min na 121°C.

MRS bujon (de Man, Rogosa iSharp LactobacillusBroth) pH 5,7

Bakto-proteinazni pepton 10g
Mesni ekstrakt 109
Ekstrakt kvasca 49
D-glukoza 20 ¢
Dikalijum hidrogen fosfat 29
Tween 80 1g
Diamonijum hidrogen citrat 29
Natrijum acetat 59
Magnezijum sulfat 0,29
Mangan sulfat 0,049
dH20 1000 mL

MRS agar (deMan, Rogosa iSharp Lactobadllus Agar) pH 5,7

Bakto-proteinazni pepton 10g
Mesni ekstrakt 10g
Ekstrakt kvasca 49
D-glukoza 209
Dikalijum hidrogen fosfat 29
Tween 80 1lg
Diamonijum hidrogen citrat 249
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Natrijum acetat 50

Magnezijum sulfat 0,29
Mangan sulfa 0,049
Agar 149
dH20 1000 mL

TSB bujon (Tryptic Soy Broth) pH 7,3

Pepton iz kazeina 179
Soja pepton 39
D-glukoza 25¢g
Natrijum hlorid 59
Dikalijum hidrogen fosfat 259
dH20 1000 mL

TSA agar (Tryptic Soy Agar) pH 7,3

Pepton iz kazeina 159
Soja pepton 59
Natrijum hlorid 59

Agar 159
dH20 1000 mL

CA agar (Pseudomona$elective Agar,CetrimideAgar) pH 7,0
Pepton iz ¢gel at20ga

Magnezijum hlorid 1449
Kalijum sulfat 10g
Cetrimid (N-acetitN,N,N-

trimetilamonijum bromid) 0,39
Agar 139
dH0 1000 mL
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BP agar (Staphylococcuselective Agar,Baird Parker) pH 6,8

Pepton iz kazeina 109

Mesni ekstrakt 59

Ekstrakt kvasca 19

Natrijum piruvat 10g

Glicin 12 g

Litijum hlorid 59

Agar 159

Emul zija gumanc®mh u teluritu
dH20 1000 mL

SDB bujon (Sabouraud-2 %DextroseBroth) pH 5,6

Mesni pepton 50
Pepton iz kazeia 59
D-glukoza 2049
dH20 1000 mL

SDA agar (Sabouraud-2 %DextroseAgar) pH 5,6

Pepton 109
D-glukoza 209
Agar 179
dH20 1000 mL

MCB (MacConkey Broth) pH 7,1

Pepton iz kazeina 209
Laktoza 10g
Gul ne sol i 59
Bromkrezol prpurno 0,019
dH0 1000 mL
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MCA agar (MacConkeyAgar) pH 7,1

Pepton iz kazeina 179
Mesni pepton 30
Natrijum hlorid 59
Laktoza 10g
Megavina gul ni hl5ol i
Neutral crveno 0,03 g
Kristal violet 0,001 g
Agar 1359
dH20 1000 mL

XLD agar (XyloseLysine Deoxycholate Agar)pH 7,4

Ekstrakt kvasca 30
Natrijum hlorid 50
D-ksiloza 3,759
Laktoza 7549
Saharoza 7549
L-lizin 59
Natrijum deoksiholat 19
Natrijum tiosulfat 6,89
Amoni jum gvogLeO8gl Il Il)
Fenol crveno 0,08 g
Agar 1459
dH20 1000 mL

Laktozni bujon pH 7,4

Pepton 59
Mesni ekstrakt 39
Laktoza 59
dH0 1000 mL

citrat
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Krvni agar pH 7,4

Hranljivi supstrat

(ekstrakt srca i peptoni) 209

Natrijum hlorid 549

Agar 15¢9
Defibrinisana o0®8080ma Kkr v
dH20 1000 mL

Podloga sa obranim mlekom

Obrano mleka prahu 100 g
Ekstrakt kvasca 59

Agar 159
dH20 1000 mL

3.14. Rastvori i reagensiza rad sa mikroorganizmima

Fosfatni pufer - PBS(za ispitivanjep ot eol i t i | ke akti vnosti)
Dikalijum hidrogen fosfat 2,28 ¢

Kalijum dihidrogen fosfat 1,36 g

Natrijum hlorid 8,76 ¢

dH20 do 1000 mL

Vodonik peroksid (6%)

Vodonik peroksid 6 mL
dH20 100 mL
Fi ziol ogki rastvor
Natrijum hlorid 9¢g
dH20 1000 mL
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Tris-HCI pufer pH 7,0

Tris-HCI 1,211 g
EDTA 0372¢g
Natrijum hlorid 8,775 g
dH20 1000 mL

AGF (Artificial GastricFluid, vegtal ki geludalni sok) pH 2,0
Pepsin 3 mg/mL

Natrijum hlorid 125 mM

Kalijum hlorid 7mM

Natrjum hidrogen karbonat 45 mM

dH20 1000 mL

AIF (Artificial IntestinalEluid, Vegt al ki intestinal ni sok) pH
Pankreatin USP 0,1% (w/v)

Gul ne soli 0,15% (wi/v)

dH20 1000 mL

Komercijalni kit za PCR
QIAGENDneas{Blood& TissueKit

Pufer za lizu bakterija (za PCR amplifikaciju)
20 mM Tris-Cl pH 8,0

2 mM Na EDTA

1,2% Triton %100

Lizozim 20 mg/ mL (dodati neposredno pre kori
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0,5 M Fosfatni pufer (za PCRamplifikaciju)

Dinatrijum hidrogen fosfat 0,74 ¢
Kalijum dihidrogen fosfat 6,12 ¢
dH20 100 mL
3.15. Enzimi

U radu su kor i ¢iUemlaza (86 Wrmge Flika, 8witzeiland), :
tripsin (3369 U/mg, Life technologies, Iknckville, MD, USA), himotripsin (1300 U/mg,
Life technologies, In®&kockville, MD, USA), pronazaE (7 U/mg, SigmaAldrich,
Germany), katalaza iaspergillus nige(4000 U/mg,SigmaAldrich, Germany) i lizozim
(23000U/mg, SigmaAldrich, Germany).

316.Podl oge i reagensi za gajenje kulture si sz
Kor i glgetave podlage i puferi, peklom od PAA Laboratories, GmbH. Za
gajenje je kori gDehbBMEMOmetMbpdumi e daDEagl e Me
glukozom finalne koncentracije 4,5% L-glutamirom finalne koncentracije2 mM.
Medijum je suplementirafi et al ni m goveli me keneenttacij® 0% d o f i n &
rastvorom antibiotika penicilingl00 IU/mL) i streptomicinal 00 € g/ mL) . Za | S|
i el ija kbDoulibgel cecno djs dbeR Bacijurpauif meagnezijuma, pH 7,0). Za
tripsinizaciju [elija e kGibcoilLfd Teannolgges, ov r as

Thermo Fisher Scientific).

3.2. Metode
3.21.Uzimanja uzoraka
U ovom radu je sakupljeno ukupno 46 uzoraka. Od toga, 43 je bilo humanog
porekla (11 briseva oralne mukoze i 32 uzor Kk
sra® podrulja Gornjeg Milanovca. Humani uzor
zdravih beba mlalLih od godinu dana koje nika
Uzorci Su uzi mani na aseptilan nalin i

transportadd abor atorij e, gde je izolacija zapol] et
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3.2.2. 1zolacija bakterija iz uzoraka

Uzorci oralnogbrisai kravljeg sira suesuspendovani 5 mL, a uzorcifecesau 10
mL fiziologkog rastvorai homogenizovani2 min. Napravljena je sga decimalnih
razbladgenja u fiziologkom 7 ad8itl0’azasgano napo 100

MRS agar. Podloge su inkubirane 48 h 3ilAC u mikroaerofilnim uslovimalzrasle

pojedinalne kolonije 9puepekamlej eame syvlegden prmod
inkubirane u istim uslovi ma. Na ovVvaj nal i n
ispitivanja.

3.23. Uslovi gajenja mikroorganizama
Prekonoline kulture | akt olAknaktempesturiodaj en e
37 C u mikroaerofilnimuslovima(GenBox microaerophilic, BioMerieux, Marcy I'Etoile,
France) . Laktobacili su na | vrsto]j MRS podl o
Prekonolne kul t urSeauieus®"Ck6838R, M.dukeusATCE 0j e v a
93419, B. cereusATCC 11778, B. pumilusNCTC 8241,B. subtilis ATCC 6633, L.
monocytogeneATCC 19111,S. abonyNCTC 6017 iP. aerugiosaATCC 9027 su gajene
u TSB bujonu, &. coliATCC 8739 iKlebsiellasp. ATCC 10031 u MCB bujonu 24rta
37C.Kadajeupitanjugajgne na | vr st i mSpuald\TCg 6538P,iM.s o0 eV i
luteus ATCC 93419 su gajeni na TSA i BP agaru; sojBvicereusATCC 11778, B.
pumilusNCTC 8241iB. subtilisATCC 6633 na TSA agaru; sojeki. coli ATCC 8739 i
Klebsiellasp. ATCC 10031 na MCA agu; sojS. abonyNCTC 6017 na XLD agaru i soj
P. aerugiosaATCC 9027 na CA agaru. Svi sojevi su inkubirani 24 h n&37
Prekonol ne &.abitansATEC 5023jL A \beasiliensisATCC 16404
su gajene u SDB bujonu 24 h na @5 U istim uslovima sojevi su

podlozi.

36



3.24. Odrelivanj e ukupnog broj a vij gdonyl ni h mi

Eorming Units)

Ukupan broj vijabilnih mikroorganizama (C
m. odgovarajulih razbl agenj a na |l vrste podl c
i nkubirane u odgovarajulim uslovi ma, broj an

mi kroorgani zama odrelen prema for mul.

CFU/ mL = br o] kol onija x 10 x (21/r
325.Dugotrajno |Juvanje bakterija
|l zol ovani i okarakterisani Soj evi | akt oba

20AC u MRS bujonu koji je sadrgao 20% (v/v)

3.26. ldentifikacija izolovanih sojeva bakterija
3.26.1. Preliminarna fenotip ska identifikacija bakterija

Preliminarna identifikacija izolovanih be
Gramu, katal aza t est agstahanaembnimtusiovimfepnsranja, s p o s o
spora i fermentacije ugljenih hidrata.

3.26.1.1.Bojenje po Gramu

Bojenje po Gramu (Beri |l iprvaNfazeuoptogeflui 201 4)
identifikacije izolata. Za rad su koriglene
buj onu uz bl ago meganj e od 58 r pemn/odni n . Mi

prekonoinih kultura.

3.26.1.2.1spitivanje aktivnosti katalaze

Prisustvo enzima katalaze je ispitivano t
lelija sa MRS agara i nanesena na pripreml]
el ijendl® hkamég® % vodoni k peroksida i pralen
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3.26.1.3.Test hemolize

Prekonoine kulture izolata zasejavane su
od 37C, 72 h u mikroaerofil nim us ldemolae , a zzée
(Lombardii sar., 2004).

3.26.1.4. Testanaerobnog rasta

Prekonoline kultur e MRSapardnkubirare aastenjperatidin e s u

od 32C 48h, al i u striktno anaerobnim usl ovi
GasPacKk" anaerobnog sisteam ( Bi omer i eux) , kako je opisano
(2014).

3.26.1.5.Test sporulacije

Prisustvo spora kod izolovanih sojeva laktobacila je ispitivano nakon sedam dana
inkubacije na plolama MRS agara na f@emperat
Dobijene pojedinalne kol oni j e il zol ata su p
homogenizovane. Nakon toga, suspenzija je inkubirana 20 minuta®@a(l&iko bi se
inaktivirale vegetativne lelije), da bi se |
agar (hranljive podloge za bakterije i gljive). TSA podloge su inkubirane 48 h na
temperaturi od 37°, dok su SDA podloge inkubirane 5 dana na temparaturi od 25°C. Nakon

inkubacije posmatrano je ima li porasta na zasejanim podlogama.

3.26.1.6. Fermentacija ugljenih hidrata

Krajnja fenotipska identifikacija je izvl
CH 50 (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), koji se zasniva na obrascu fermentacije
ugljenih hidrata (Charteris sar., 2001). Test je izveden u skladu sa uputstvom

proi zavol al
3.26.2. Genotipska identifikacija izolovanih sojeva laktobacila

Za genotipsku identifikaciju izolovanih bakterija do niwsatek o r i gl ena | e

metoda sekvenciranja 16S rRNK gena.
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3.26.2.1. Ekstrakcija ukupne DNK

Ukupna DNK izolovanih sojeva laktabc i | a ekstrahovana ]
QIAGENDnNeas Blood& Tissue Kit Prekonoline kulture izolovan
centrifugirane 10 min na 7500 rpm, B@dbal en |j
eL pufera za | izu baktkebirang 3® minutach@ 3v¥iQyakon a s u s p e
inkubacije dodato &5 €L proteinaze K i 200 eL AL p
vorteksovana inkubirano 30 minutana 56°C Nakon i nkubacije dodato
etanol a i snagno pr omegan oqr. PRacaskestrakcije es e do b

nastavljen u skladu sa uputstvom proizvolLal a

3.26.22.Umn o g a LGSnmRNK genaPCR (PolymeraseChain Reactior) metodom
Umnoga®0sSmNKEgegnePCR metodom raleno je tako

reakci ona s me g eeakdoaijpaer @M KCl, 10 miM TrEICI, 0,1%

Triton X-100, pH 9), 2,5 mM MgG| 200 nM svakog dezoksinukleotida (dNTP), dva

prajmera (10 pmol svaki) i 1lTagDNK-p ol i mer aze (Tabel a 3). Kol i

eksperimentima bil a@aksgerdkdoavdned ODNKzuerdekea.

16S r DNK kori gl e nGAGAQITTBATEGT@BCTCAG3 G F ( 68rt | er

Stanisich, MGGEAGGTGATCCABRCER3 65 6( G oi sar.,d998),skoji

umnogavaju region dugine 154$@ajetgkom pilpeemédbi s e e

uzoraka doglo do unakrsne kontaminaci]j e, na

kontrola. Negativnu kontrolu je predstavljala dodatna tubica sa svim reagensima potrebnim

za umnogavanje DNK, ali |Q@aganmeeasemevade.e L uzor k
Umnogavanje je obavlje%p,upbBppdrdedfe mMagt

inicijalna denaturacija na 94°C 5 min; denaturacija na 94°C 1 min, elongacija na 50°C 2

min, ekstenzija na 72°C 3 min (34 ciklusa); finalna ekstemaj&@2°C 10 min.
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Tabela3.Sast av PCR reakcione smege

Sastojak Stok konc. Finalna konc. u Koliline
reakcionoj PCR S mege
smegi

H20 12,85 pL

Buffer A 10x 1x 2,0 uL

MgCl> 25 mM 0,5 mM 0,4 uL

dNTPs 10 mM 0,3 mM 0,6 pL

27f 10 eM 0,75¢ M 1,5 uL

1523R 10 M 0,75 M 1,5uL

KAPATaq 5 U/ gL 0,75U 0,15 uL

3.26.2.3. Sekvenciranje PCR produkata i analiza dobijenih sekvenci 16S rDNK

Nakon uspegne amplifikacije, PCR produkt
QIAquick® PCR Purification Kit, pa t e [ i upustvo proizvolal a. Z a
kori gl en Sjamhylosoocusp3 OQJGenBank Acc. No. GU370938

preliglienih uzoraka izvrgena jGeljeadpraWenr of or ez

rastvaranjem agaroze u 1x TBE euf (Tris-Borate 90 mM, EDTA 1 mMuz dodavanje
etidijum bromida (0,5mg/mL).Za el ektroforezu je korigien 0,
je tekla pri konstantnom naponu od 100 Vicgela.Vel i | i na i
mar kerom SERVA DN,

Ladder. Gel je vizualiziran na UV transiluminatoru i slikan digitalnim fotoaparatom.

kol il ina I

produktima je odredjena vizuelnim ptre nj em s a

BM

Reakcij e sekvenciranja su ur alene u

automatskom kapilarnom sekvenatoru. Amplifikovani fragment BISK gena svakog

uzorka | e sekvenciran u oba smera upotrebo

amplifikaciju DNK.
it et nukl eotidni h sekvenci

Kv al iglitanih

v.1.4.0 (http://www.geospiza.comfle Lus obno ploagdrejng es e k we&knc i Iz

u CLUSTAL W programu integrisanom unutar programa MEGA, verzija 5.10 (Thompson
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i sar.,, 1994; Tamura sar., 2011) , a dobijene sekvBasicce su z
Local Alignment Search Tool) analizom sa dostupnim sekvenaarh6S rRNK gena u

GenBank bazi podatakat{p://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.qggi

327.Fi zi ol ogka i bi ohemi jska karakterizacija i
Za fiziologku i iz&cijuo inotovanily sdjeva laktebacdak t e r
posmatrane su sledel e osobine: proizvodnj a
temperatur ama, pH vrednostima sredine, u pri
proteolitilka sposobnosa, najilnadgli « ak o misg laen e

otpornost na prisustvo enzima gastrointestinalnog trakta, kao i produkcija organskih

kiselina.

3.27.1. Proizvodnja gasa iz laktoze
Pripremljene su epruvete | aktoznog bujona
kojesuzdatm i nokulisane prekonolni m kBpruvetasuama (19

inkubirane 5 dana na temperaturi od 37°C u mikroaerofilnim uslovima. Tokom perioda

i nkubacije pralena je pojava gasa uzizevl|icar
laktoze.
32722Rast na razlilitim temperatur ama

Dobijeni izol ati Su gajeni u MRS buj onu

Dobijene prekonoine kulture su zasejane na M
na odgovarajulim temper3@¢€,B5a@ mMeC, ¢5:QiSCC). 15AC,
Nakon inkubacije prailena je pojava rasta. I s

sojeva laktobacila prema ekstremno visokim temparaturahe. o Vv a | test su Kk

tal ozi prekonol ni h kaualogjaispran PBB@ kresnspeodovan r i f u g i
u istom puferu)Kul t ure su inkubirane 10 min uz bl ac
temperaturama od 80 i 100C. Nakon toga, odrelivano | e

porelenjem broja vij adkraumkubaci.akt eri ja na pol
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3273.Rast na razlilitim pH

Rast na razlilitim pH vrednostima sredi |
i sptivan je zasejavanjemisve VMRS phbejkomop omd &g
vrednosti (2, 3, 4, 5, 6, 7 i 8). Zasajdujoni su inkubirani u mikroaerofilnim uslovima 24

h na 37AC. Nakon inkubacije pralena je pojav

3274 Rast u prisustvu razlil|litih koncentracij a
Za potrebe ispitivanja tolerancije na soli u MRS bujn dodat NaCl finke

koncentracije 2%, 4% i 6, 5% NacCl . Ovako pri|

kulturama (2% v/v) ispitivanih izolata i inkubiran 24uhz bl ago meganj e od 5

Nakon i nkub appjavp estaasejariihézalata. | e

3.27.5. Tolerancija na fenol

Za potrebe ispitivanja u MRS bujofe dodat fenol, tako da se dobiju finalne
koncentracije 0,2%, O0,4%, 0,8% i 1%. Ovako p
kulturama (2% v/v) izolovanih sojeva laktobacila i inkubinrerz bl ago Beganj e

rpm/min Uzorci su uzeti neposredno nakon inokulacije, a zatim posle 6 i 24 h inkubacije i

odrelivan je ukupan broj vijabilnih mikroorg

3276.1l spitivanje proteolitil|l ke aktivnost.i
Proteolitilka aktivnost vanaojé mavpadiozilsa s o e Vv

obranim mlekom kako je opisao Essidar. (2009) . U podl ozi SU nhne

prelnika 6 mm u koje su sipane svege prekon
Plole su inkubirane u mikr agaieriofoid n3 7m Qu.s | Porva

pojava bistre zone oko bunarilia koja nastaje
3.27.7.Kriva rasta

Za pralenje brzine rasta izolovanih soje

inokulisan pr ekonoR% vn UZorgilsu uzetreeposredio nakbna t a  (
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inokul aci j e, a zatim posl e 4, 8, 12, 14, 16,

vijabilnih bakterija.

3.2.78. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike

Ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva laktobacila na antibiotike jr alLeno u
skladu sa KirbyBauer procedurom (Bauersar., 1966) . Nai me, pojedirr
izolata | aktobacila su resuspendovane u 5 n
inkubirane 184 h na temperaturi od 3Z°uz bl ago meganje od 58 r

inkubacije, uzeto je po 106 dobi jeni h prekonoinih kultur

polulvrstog MRS agara (0, 7 %), dobro homogeni
Pogto su se podloge stegl e, na povrgine su
antibiog am t abl ete prelnika 6 mm (Torl ak) . Pl ol

+4°C da bi antibiotik difundovao akpmtegapuo| et k a

inkubirane48 h na temperaturi od 32°

Po zavr get ku i nkub ac najimibidcijezrasta rbakterija osou pr e |
di ska sa antibioti kom., Dobijeni rezul tati su
zone inhibicije rastdd 21 mm i zol at se s m2tmmaizolad ggeet | j i vi

umereno osetl jiv iereigaentnijn raispitivdnbantitnotk (Vikoeat r a s
sar., 2006; Liasi sar., 2009).

3.27.9. Ispitivanje osetljivosti na enzime

Dobijeni i zol ati Su gajeni u MRS bujonu
Dobijene prekonolne kul t wnogd nas4gs 7pArCe boah|l eanlee nw g
polulvrstog MRS agara (0, 7 %) kojim su preli"
podl ozi Ssu napravljeni bunaril i eLpastedrani ka 6
sl edel i h enE kamlae, a-gnilagenlizozirss, tripsna i himotripsirg, svi u
koncentracijama 1,@g/mL, 2,5eg/mL i 5 eg/mL. Rastvori enzima su pripremljeni u
TRIS-HCI puferu, pH 7P|l ol e su najpre drgane u frigider
di fundovao u podlogu pre por ettka@a,r aglmnlog aw aln

bunari | i mmnazalE akatalazsu inkubirane 124 h na temperaturi od 25°C, a
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ostale plole na temperatur.i od 37 /A@tle Nakon
zone odsustva rasta oko Izujenna osetlivast izolta nami r anj
testirane enzime, a izostanak formiranja zone, odnosno nesmetani rast bakterija, na njihovu

neosetljivost na testirane enzime (Gdar., 2000).

3.2710.0dreli vanje sadrgaja mlelne i buterne ki
Odrelievasadr gaj a oruw anbsekziihe | ikji slkedmnasuper

prekonolinih kultura iral apranengnaflPb@meicelsa MRS bt

Diodaarray detektoroona j onoi z menj i V(déwleth Packardy SADLhZa t i p H

mobi l nu f a z u 0,1% oortafogforean kaseling &lromatografski uslovi su

ukl j ul i v akbléna: Supelcdgell G816 300 x 7,8 mm protok: 0,5 mL/min;

injekciona zapremina: 20 pL; detekcija: 210 nm; temperaturédC 88uh i sar., 2006).

Korigleni su r egfaenrseknithn i k isstealnidnaar.d i | zovrr gena | €
snimljenih pikova i uporelena sa spektri ma
izralunat je na osnovu povrgine pika iz stan

3.28. Ispitivanje probiotskih osobina izolovanih sojeva laktobacila

Kao osnovne probiotske osobine kod izolovanih sojeva laktobacila ispitivane su
rezistencija na niske pH vrednosti, toleramalja pr i sustvo gulnih sol
simuliranin  uslova prisutnin  u gastrointestimam traktu, ispitivanje spektra

antimikrobnog dejstva i adhezivne osobine.

3.28.1. Rezistencija na niske pH vrednosti

Za ispitivanje je pripremljen MRS bujon |
kao kontrola koriglen [pe5MNMRSremleri MRS bljomiz pode (
su inokulisani suspenzijom izolovanih sojeva laktobacila (2% v/v, broj bakterija u
inokulumu ~16 CF U/ mL) , dobro je pro¥@elpaar suuzeti i nkubi
neposredno nakon inokulacije, a zatim posle 2 i 4 h inkubg e | odrelivan | e

vijabilnih bakterija.
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3282.Tol erancija na prisustvo gulnih soli

|l spitivanje tolerantnost:i na prisustvo gu
Prasad (2005). Rastvor.i gul % i 280, ss pribremljenif i nal ni
u MRS bujonu, dok je MRS bujon bez dodatih ¢
MR S buj oni s a svakom od i spitivanih konce

bakterijskom suspe n¥XFUniriR%k/e)jiiakibifari susualaga) al a ~1
meganj e od 5 8C.Uzpronsunuzeti nepoaredBo7nakon inokulacije, a zatim
posle 2 i 4 h inkubacije i odrelivanje ukupa

3.283.Pr e gi v | jsimwirmamn) wslovimagastrointestinalnogtrakta

Gadgrointestinalna digestija je ispitivana kako su opisali Zarasar. (2000) i
Fernandez (2003). Prekonoine kulture izolove
min na 5000 rpm, dva puta isprane u RB®H 7,4) i resuspendovane u istom puferu tako

da se dobije ~ (810°) CFU /mL. Dobijene suspenzije su dodate u pripremljeni AGF

medijum pH 2 (2% v/v), dobr o°Cjug pregraeg &nd 2i0
rpm), kako bi se simulirald.@ usl ovi crevne pe
givih lelija su uzimani na svakih sat vremen

Nakon inkubacije u AGF medijumu suspenzija je centrifugirana na 5000 rpm, a
bakterijski talog je resuspendovan u AIF medijumu (pH 8) i suspenzija inkubirana u istim
usl ovi ma | ogodr ehl.i vihsngreciukzuggnog broja g¢givih

sat vremena (0, 1i 2 h).

3.28.4. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Za i spitivanje antimikrobne aktivnost:i [
di fuzioni met od iser. b989). 80 10@Li npar e(ktbanroriinsi h  kul t ur
indi kator soj a®&FPU/imLs uj es apdorngjeaglain o~1s0a 20 mL o
podl oge ot opl j-4e7TnfeC ii dsrajdarngeajnaj e44si pan u praz
izolovanih sojeva laktobacil®j] dobi jen centrifugiranjem prek
5000 rpm na 4°C i podeljen u dve frakcije. Jedna frakcija je ostavljena nepromenjena, dok

je kod druge pH vrednost podegena na pH 7
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sterilisane filtriranjem kroz 02 um celulozneacetatne filtre (Rotilabo syringe filters,

Rot h) . U pripremljenim podlogama su i zbugdgeni
po 100eL supernatant a. Pl ol e su najpre ostavl]
omogul il a poptrpeu npao | ceitfkuaz irjaaz mnogavanja bakter |
odgovarajulim, vel opisani m, usl ovi ma. Nakor

rasta indikatorskih sojeva.

3.2.85. Ispitivanje hidrofobnosti - MATH test

Hi drof obne osolgime iielbijovkai posvojirmva | akt
vitrot est om adhezij e, u k o jfheksadgkam, tZzWVEADBH testora t v ar a |
(Microbial AdhesionTo Hexadecang koji je opisao Deepika sar. (2009) . Prekon
kulture su centrifugirane 20imna 5000 rpm na 4°C, dva puta isprane u PBS puferu i
resuspendovane u 10 mmol/L K. Podegena je pH vrednost bal
3, kako bi s e neutralisale el ektrostatil ke

heksadekana. Inicijalna absarita (A) mer ena na 600 nm je podege

zapremine bakterijske suspenzije I heksadek
ostavljene 20 min na sobnoj temperaturi bez
Nakon toga, donja vodena faza,0j a s adr §i sl obodne bakteri|j e
izmerena joj je absorbanca 1{A. Procenat adhezije za heksad
prema jednalini
%Ad = (1-A1/Ao) x 100

Rezultat.i Su interpretirani u skiphadu sa

vezanih za heksadekan (Ocanasar. , 1999) i t o -35% - riskae d e | i n

hidrofobnost; 3670%- srednja hidrofobnost; 7100%- visoka hidrofobnost.

3.2.86. Ispitivanje autoagregacijei koagregacije

Sposobnost autoagregadijeoagregacijazolovanih sojeva laktobacila ispitivana je
spektrofotometrijski, ikaao (ROD8)e Epiekamoi ne
centrifugirane 20 min na 5000 rpm na 4°C, dva puta isprane u PBS puferu i zatim
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resuspendovane u istom puferu tako da sgaima absorbanca na 600 nmojAodesi na

~0, 6. Nakon inkubacije na 37AC bez 4wl kanj a,

razlilitim vremenskim intervalima (X = 2, 4
prema jednalini
%A g = xA3)x100 A
Za ispitivanje sposobnosti kogr egaci j e, jednake zapremin:
izolata laktobacila i patogen&.(colii L. monocytogengs s u pomegane i i nku
na 37AC bez meganja. ADbsorbanmgakaosdsampmenzi | e
patogena (Pe) | samih izolata laktobacila (&) je merena u razlilit

intervalima (2, 4, 24 h). Procenat &gregacije (%C&A g) j e ralunat za sva
interval posebno prema jednalini
%CO‘Ag = [1 T 2Amix/(Apat+ Alac)]x 100

3.287.l spitivanje vijabilnosti humani h [elija u
Vijabilnost humanih flelija u kulturi je
sposobnosti adhezije izolata na humane | eli

suspenzije lelija saatgparbOdueO|j 4svadénegor Aot
Ssu posmatrane pod mikroskopom i brojane pomo

procenat ¢givih felija (neobojene).

3.2.88. Ispitivanje sposobnosti adhezije izolovanih sojeva laktobacile vitro

Ispitvanj e sposobnosti adhezije izolovani h s
sa protokolom koji su opisali Sanchezar. (2010) uz male modi fika
HCT 116 Iielije, kao model epitela kolona. U
suspe@ i j e HCT 116 lelija*fel m¢aipumar ugudeidn¢ usn

penicilin (L00 U/mL) i streptomicin { 00 9 g/ ml [ elije su u njemu
dostizanja 90% konfluentnosti i potpune Ieli
pomenjen i Ilelije su gajene dodatnih 24 h b

Za pripremu suspenzij a |l aktobacil a, pr ek

centrifugirane 20 min na 5000 rpm na 4°C, dva puta isprane u PBS puferu i
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resuspendovane u DMEM medijumu bez antibimtk Za pr al enje sposobn
izolovanih sojeva | aktobacil a, -oheéu svaks k i mo n
bunaril je dodata suspenzija |laktobacila wu
1/ 10. L erkubijaee sabaktekijama ®6in na 37C sa 5% CQ

Kako bi se odstranile i sakupiledaelherirane bakterije, medijum sa bakterijama je
sakupljen u sterilnu epruvetu. Monosloj je ispran dva puta sa po 1 mL PBS koji su dodati u
epruvetu sa prethodno sakupljenim medijumom.

Kako bi sesakupile adherirane bakterije monosloj je tretiran 0,1% tripsinom 3 min
na37C,da bi se lelije odlepile. Pl ol e su bl ag
toga proveravano je pod inverznim mikroskop
odlepile, dobijena suspenzija je preneta u sterilne epruvete.

Odgovarajul a dagja neadhérirdh (CFabzadd) |i adheriranih
(CFUay bakterija zasejana s u-adherirahR &hesirgnehr i od
bakterija. Procenat adheriranih bakterija( %A

%Ad = [CFUgr (CFUadit CFUhonadr)]* 100

3.2.89. Ispitivanje efekta postupka tripsinizacije na vijabilnost laktobacila

Pogto j e protokol zZ a sakupljanje adheri
tripsinizacije Ielijskog monosloja, bilo je
vijabilnost kt obaci |l a. Suspenzija bakterija je sip
usl ovi tripsinizaciije kori gl eni u eksperi

Odgovarajula razblagenja suspenzije bakteri]j
su na plole MRS agaBa naktanperatus ad 3Z. n kRuobri er Laennej e4m

dobijenih vrednosti odrelen je ukupan broj b

329St ati stil ke anali ze

Dobijeni rezultati su podvrgnuti Kolmogoréymirnov estu radi provere norman
raspodelea zatim analizi varijans®r e gi vl j avanj e izolovanih soj
viednosti ma pH, u prisustvu gul ni h sol i [

osobinehidrofobnostp o vr gi ne | el éikoagregamigu($alo manocgageneasi |
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E. coli) , kao i adhezij e suaanalizeahiipjimenom dvbfakiorske u HCT
ANOVA. Posthocanal i za je uralena kori gizemjl @apnn®Bims he
razlikom je smatrano®,05.Pirsonovan al i za kor el aci j erelgcig kor i gl
i zme Lu lidsobolbnost) autoagregacije, koagregacije i adhezigye analize su
uralene u statistilkom programu STATI STI CA
8.0 (StatSoft, Inc., 2007).
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4. Rezultati



U ovom radu su ispitivane probiotske osobine autohtonih izolata laktobacila u cilju
identifikacije sojeva koji bi se mogli koristiti za proizvodnju novégymaceutskog
probiotskog preparata. iUizvgra eaoovani kovirsedviu s u |
laktobacila koji su identifikovani do nivoa vrste. Sojevi gatim okarakterisani o d rere L

je njihov probiotski potencijakk o r i ¢ lo @ 1y jo & @ m witfotebtavé

4.1.Uzorkovanje materijala i izolacija novih sojevalaktobacila
Za izolaciju sojevalaktobacilah u manog por ekl a Wzetrod gl eni S
zdravih beba. Naime, prilikom redovne kontrole u Domu zdravlja Novi Beograd, bebama
starim doosam mesegiuz saglasnost roditeljajziman su bris usne dupljdli uzorci
fecesaUz or c i koj i ni su pokazival. ni kakav patol
izolaciju. Ukupno je analizirano43 uzoraka32 iz stolica beba starih od dvadeset dana do
sedam meseci 11 iz briseva usne duplije beba starih od jednog damoseseci.
Istovremeno, pred uzoraka humanog poreklajzolovane su i bakterije i3 uzorka

d o ma kravlgeg sira s@ o d r Gornje@MilanovcgTabelad).

42Prel|liglavanje, izolacija i fenotipska iden
Iz uzet h i obralenih wuzoraka izvrgeno |je z:
inkubacije dobijene su megovite kul ture b a
presejavanjem pojedinalnih kolonija na nove
radi o | ams,pristapilokse identifikaciji laktobacila.
Napravl jeni su mi kr oskopski preparat. S \
ut vr L e n ood pkepnall26 izolata humanog porekl@4 Gran pozitivne koke, 14
Grampozitivni bacili i 8 Gramnegativni bati. Od 17 izolata poreklom iz sira 1€u bile

Grampozitivhe koke, dok j& bio Grampozitivni bacil.
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Tabela4. Poreklo zorakaza izolaciju laktobacila

Eﬁj’ Poreklo uzorka Red_n. Poreklo uzorka
broj

1. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice  24. Beba stara 7 meseci, uzorak stolic
2. Beba stara 3 meseca, uzorak stoli  25. Beba stara 7 meseci, uzorak stolici
3. Beba stara 3 mesecazorak stolice 26. Beba stara 25 dana, uzorak stolice
4, Beba stara 3 mesecazorak stolice 27. Beba stara 8 mesecizorak stolice
5. Beba stara 1 mesec, uzorak stolic  28. Beba stara 4 meseca, uzorak stolic
6. Beba stara 20 dana, uzorak stolice  29. Beba stara 6 meseci, uzorak stolici
7. Beba stara 15 dana, uzorak stolice  30. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice
8. Beba sara 1 mesec, uzorak stolice 31. Beba stara 18 dana, uzorak stolice
9. Beba stara 4 meseca, uzorak stolic ~ 32. Beba stara 8 meseci, uzorak stolici
10. Beba stara 6 meseci, uzorak stolicc  33. Beba stara 1 mesec, oralni bris
11. Beba stara 8 meseci, uzorak steli 34. Beba stara 3 meseca, oralni bris
12. Beba stara 8 dana, uzorak stolice 35. Beba stara 2 meseca, oralni bris
13. Beba stara 8 meseci, uzorak stolicc  36. Beba stara 3 meseca, oralni bris
14. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice  37. Beba stara 4 meseca,abni bris
15. Beba stara 4 meseca, uzorak stolic  38. Beba stara 1 mesec, oralni bris
16. Beba stara 10 dana, uzorak stolice  39. Beba stara 6 meseci, oralni bris
17. Beba stara 6 meseci, uzorak stolicc  40. Beba stara 6 meseci, oralni bris
18. Beba stara 8 meseazorak stolice 41. Beba stara 1 mesec, oralni bris
19. Beba stara 4 meseca, uzorak stolic  42. Beba stara 8 meseci, oralni bris
20. Beba stara 12 dana, uzorak stolice  43. Beba stara 7 meseci, oralni bris
21. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice  44. Kravlji sir
22. Beba stara 6 meseci, uzorak stolicc  45. Kravlji sir
23. Beba stara 8 meseci, uzorak stolicc  46. Kravlji sir

Izolovani Grampozitivni bacili su podvrgnuti preliminarnoj identifikaciji, da bi se

utvrdilo da li pripadaju laktobacilima. Testovi koji surko g | e n i u ovu svrhu

test, test hemolize, testovi rasta u anaerobnim uslovima i sposobnost sporulacije.

Od 15 ispitanihnGram pozitivnih bacila 7 je bio katalaza pozitivno, izazivali su
hemolizu na krvnom agaru, formirali su spore i nisuirashnaerobnim uslovima, te je
odbalena mogul nost LattabacilusiPreogtalih §Geanh pogitivnihr o d u

bacila su preliminarno okarakterisani kao laktobacili jer su bili katalaza negativni,
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nehemol itilmni, nespor ulreadrdbninm uslovima. ©g ovehdBb n i Za
izolovanih potencijalnih laktobacil@® izolata su oralnog porekld,fekalnog il poreklom

iz sira. |l zolovani sojevi sub)obebageni mhabar
dalja ispitivanja.

Tabela5. I1zolovanisojev laktobacila

Naziv soja Poreklo
Lacl Beba stara mesec dana Oralni izolat
Lac2 Beba stara mesec dana Oralni izolat
Lac3 Beba stara 3 meseca Fekalni izolat
Lac4 Beba stara 3 meseca Fekalni izolat
Lac5 Beba stara mesec dana Oralni izolat
Lac6 Beba stara 20 dana Fekalni izolat
Lac7 Beba stara 15 dana Fekalni izolat
5s Kravlji sir l zol at iz ml

4.3.Fermentacija ugljenih hidrata
Sledeii korak u karakterizaciji izolovan
fermentacije ugljenih hidrata, a samim tim i njihova fenotipska identifikacija do nivoa

vrste. U ovu svrthudr i g1 eni su komercijalni ki tovi AP
rezul tat.i su pokazal. da je i zol tetmentumc 1l pokaé
(99,5% pouzdanosti)l zo | at Lac2 | e pokat.brevia 08,6%I1 i | nos't
pouzdanosti), izolat L a ¢ 3 visok St epen L.spentosus (8%9%00i s a %

pouzdanosti)a izolat Lac4 sa vrstorh.paracaseispp paracasei(98,6% pouzdanosti)

|l zol at Lacb5 | e pokaidophlus(89 6% ponzdandsti)lzolati Lac6 st o m

i Lac7 su pokazali visk stepen podudarnosti sa vrstam plantarum(99,9% i 99,3%

pouzdanosti)l z ol a't 5s je na osnovu fenotipske id

sl i ] nostl pasmaselcasgd pouzdanosti).
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4.4.Genotipska identifikacija izolovanih sojevalaktobacila

Kako bi se izolovani sojevi laktobacila pouzdano identifikovali do nivoa vrste,
totalna DNK je ekstrahovana, a zatim je re.¢
umnogen PCR reakcijom uz prdigénProgethdgsenr aj ul i r
v e | iukorakagvrgenaje elektroforezomna 1% agaroznongelu Gel obojen etidijum
bromidomje vizualizovanna UV transiluminatoru i slikan digitalnim fotoaparatom (Slika
5).

Lacl Lac2 Lac3 Lac4 Lacs Lac6 Lac7 B 30J \

1500 bp

3 i i : - I | S

s
800 BB
700 bp
600 bp
500 bp

bviid

Slika 5. Fragmentigenazdl 6 S r RN K pamm a2iGiE5a3R prajmera

Lacl do Lac7- izolati laktobacila B: negativna kontrola; 30Jozitivha kontrolaStaphylococcusp,; M:
marker- 100bp DNA ladderServaUK. St r el i c ama ®NK fragmerath matkera.d u gi ne

Uspegno | e s e genezalth rRAK svin 8lgpktesijekih izolata.
Velilina sekvenciranog produkta jgodldMmriral a
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do1513 baznilparova(Prilozi 1-8). Svi bakterijskiizolati identifikovani sekvenciranjem
16S rRNK gena su klasifikovani u ragctobaillus.

Izolati Lacl i Lac2 su identifikovankao Lactobacillus plantarum Naime,
sekvencirange 147Q odnosnol 4 78 bazni h parova ovih izol at a

sekvencama u bazi podataka BLAST analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S

rRNK regionom bakterijeLactobacillus plantarumS o j sa kojim je i zvrg:t
sekvence izolata Lacl jeactobacillus plantarumsubsp.plantarumT O 100 3, [0
genom delimilno sekvenciran [ nal azi s e u
AB713901.1, dok jesekvenca izol at a L a ¢ 2Lactobda@lnst i | n a S

plantarumG8, pod pristupnim brojem JX183220.1.
Izolat Lac3 identifikovan je kabactobacillus caseiSekvencirange 1453 baznih

parova ovog Il zol at a. Por el enj alatakaaBLASD st oj el |
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa ®SK regionom bakterijd.actobacillus
casei Sopvisakojimmj e i zvrgeno por el e nyLatobmalswcasei ce | z o0
MGB65-2 , | i ] idele rapletemowan i nalazi se u bazi poaka pod pristupnim

brojem HM218007.1 Lactobacillus caseiMAU:80793, u bazi podataka registrovaod
pristupnim brojem HM058958.1.

Izolat Lac4 identifikovan je kadactobacillus paracaseiSekvenciranoje 1513
bazni h parova ovomgostzwoj altiam $Peokedrnama sa baz
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa RISK regionom bakterijd.actobacillus
paracasei Sogvisa kojimtaj e 1 zvr geno por el emsyjlLactolmelksy ence i
paracaseiNRI C 194 2, delimj il sekvencirarei natam se u bazi podataka pod
pristupnim brojem AB362763.1, kaosbj Lactobacillus paracaseNRIC 0638,u bazi
podataka registrovgood pristupnim brojem AB362702.1.

Izolat Lac5 identifikovan je kad.actobacillus gasseriSekvencirao je 1459
bazni h parova ovog izol at a. PorelLenje sa pos
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa RISK regionom bakterijd.actobacillus
gasseri.Soevisa kojim je i zvr geolatn Lacd suadicdbacijlug s ek v e

gasserilMAUFBO61,| i j i j dee | gi erseloyemciman i nalazi se u bazi podataka pod
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pristupnim brojem JQ805679.1, kao ilsactobacillus gasserNCC2856,u bazi podataka
registrovarpod pristupnim brojem FJ557004.1.

Izolat Lac6 identifikovane kao Lactobacillus plantarumSekvenciranoje 1485
bazni h parova ovog izol at a. PorelLenje sa pos
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa ®SK regionom bakterijd.actobacillus
plantarum Soj sa kojipmrpepéemnjzer § e R viaotabacillus z ol at a
plantarumLp-0 1 , | i ] idejl @ nsgkdamawan i nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem HM130542.1.

Izolat Lac7 identifikovan je&kao Lactobacillus plantarumSekvenciranoje 1445
baznhpanva ovog i zol at a. Porelenje sa postojeli
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa RISK regionom bakterijd.actobacillus
plantarum Soj sa kojim je izvr genolagobacituEenj) e s
plantarumsg MH5 8, | idjeil i jreékVvegomam 0 nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem FJ542299.1.

Izolat 5s identifikovarje kao Lactobacillus caseiSekvencirano jel497 baznih
parova ovog izolataPor el enj e sa postoj el iakma BEASK Vv e nc a me
analizom pokazalo je 97% podudarnosti sa #BNEK regionom bakterijed_actobacillus
casei Soj sa kojim je izvr gehatobpoilusedse¥iTj e sekyv
0180 (= ATCC 3 3d4)l ,i rdekvgncoanji malazgse o bgmdataka pod
pristupnim brojemAB008204.1

Soj evi su deponovanivanja K&irole gkJalitea, Gaderkd i ol o g k &

ad, a u bazu podataka wuvedeni po@laehdgovarajul

U toku preliglilavanja i identifikacije uol
| vrstoj podl ozi , z b o ¢eg dkspegrimentpleog rada, aiostdtii 7 ul e n
soj eva: Lacl, Lac?2, Lac3, Lac4, Lacé6, Lac?7

biohemijskoj karakterizaciji.
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Tabela6. Sekvencezolat laktobacila deponovaneNCBI

Pristupni Homologija sa depomvanim sojevima

Izolat broj

Lacl JN315657 Lactobacillus plantarunsubspplantarumTO 1003,ID sekvence: AB713901.1

Lac2 JIN315658 Lactobacillus plantarun@8, ID sekvence: JX183220.1

Lac3 JN315659 Lactobacillus caseMGB65-2,ID sekvence: HM218007.1
Lactobacillus casi IMAU:80793, ID sekvence: HM058958.1

Lac4 JIN315660 Lactobacillus paracaseMRIC 1942, ID sekvence: AB362763.1
LactobacillusparacaseNRIC 0638, ID sekvence: AB362702.1

Lacb JIN315661 Lactobacillus gasseiMAUFBO061, ID sekvence: JQ805679.1
Lactobacilus gasserNCC2856, ID sekvence: FJ557004.1

Lac6 JIN315662 Lactobacillus plantarunbp-01, ID sekvence: HM130542.1

Lac7 JN315663 Lactobacillus plantarunMH58, ID sekvence: FJ542299.1

5s nije deponovan Lactobacillus caseYIT 0180, ID sekvenceAB008204.1

45Fi zi ol ogka i biohemijska karakterizacija i

Razli|lbitree opmput proizvodnj e gasa iz I
temperatur ama, pH vrednostima sredine, u pri
proteolitilka sposobnost, dinami ka rast a, r

otpornost na psustvo enzima gastrointestinalnog trakta, kao i produkcija organskih

ki selina su ispitivane u okviru fiziologke i

4.5.1.Proizvodnja gasa iz laktoze

Na osnovu sposobnosti sojeva da proizvode > GOz | akt ozje i zvr g
fermentativna karakterizacija izolatBaljom fenotipskom karakterizacijom je pokazana
produkcija mlelne i buterne kiseline iz | ak
prikazani). Produkcija gasa od strane izolovanih sojeva laktobacila ispitivana je
zasejavanjem u laktozni bujon sadosetiDur hamovi m cev| i cama. Svi
fermentisal. |l akt ozu, a ni jedan nije produk

sojevi homofermentativni.
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452Rast na razlilitim temperatur ama

l spitivan je rast mizempemturanmddoksu gotafilasla na r a
i Lac2 rasli u opsegu temperature od383IC,izolati Lac3, La4, LacA.ac7 i 5s raslsuu
temperaturnom opsegu -#®°C. Ni jedan od izolovanih sojeva laktobacila nije rastao na
temperaturama od 45°C i 50°Qspitivanje otpornosti izolovanih sojeva laktobacila na

kratkotrajno izlaganje (10 min) ekstremno visokim temperaturamdC(80100°C)

pokazalojedanfiedan od i zol ata nije sposoban da pre
453Rast na razlilitim pH

|l spitivana je sposobnost i zol ovani h soj e
vrednosti ma MRS bujona, kao hranljivog medi ]
inokulisaniMRS buj oni | i j a | mBlappood eegtenndad,@mHs, AvBr e dno st

Ovakav opseg pH vrednosti je izabran jer se poklapa sa pH vrednostima prisutnim u
razl i | it igastromtestinalngirakta( od pH 2 u gelucu.do pH &

Svi izolovani sojevi su rasli na svim ispitivanim pkednostima MRS medijuma.

454Rast u prisustvu razlilitih koncentracija
|l spitivana je sposobnost i zolovanih sojev

koncentracija NaCl (2%, 4% i B%). Svi izolovani sojevi su rasli u prisustvu svih

ispitivanih koncentracija NaCl.

4.5.5.Tolerancija na fenol

Fenol je pdna od supstanci prisutnih u gastrointestinalnom traktu sa potencijalno
t o k s idejstviorm na laktobacile (Pansar.,, 2009). Zato je ispitivana sposobnost
i zolovanih sojeva | aktobacila da rastu u pr
0,4%, 0,8% i 1%)Rezultati pokazuju da svi izolovani sojevi rastu u prisustvu fenola do
koncentracije od 0,4%Tabela7). Kada je fenoprisutan u koncentraciji od 0,8%zolati
Lacl, Lac4, Lac6, Lac7 i 5s su ostali vijabilni nakon 6 sati inkubacije, ali nakon 24 sata
nije bilo rasta na zasejanim plol ama. l zol at

inkubacije u MRS bujonu sa &% fenola, ali u izuzetno malom broju. Nakon 6 sati
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inkubacije u MRS bujonu sa 1% fenola pregivl

24 sata pregivljava samo izolat Lac?2.

Tabela 7. Tolerancijaizolovanih sojeva laktobacilaa fenol

Soj Vreme CFU/mI
Testirana koncentracija fenola
0,2% 0,4% 0,8% 1%
CFU/ml %S®  CFU/mI %S®  CFU/mI %S®  CFU/mI %S?

Oh 2,30x1C 1,68x10 1,04x10 1,73x10
6h 8,69x10 2,72x10 4,00x16 1,00x16

Lacl 24h 7,90x16 1064 6,23x10 1079 <10 0 <10 0
Oh 3,21x10 1,34x10 1,28x10 8,80x10
6h 2,39x10 1,40x10 <1 <1C¢

Laco 24h 550x1¢ 1164 3,82x10 1064 2,00x16 4,2 1,00x1¢ 16,8
Oh 5,70x16 5,50x10 4,20x16 9,00x1CG
6h 1,92x10 1,18x10 <1 <1C¢

Laca 24h 1,00x16 1184 1,89x10° 1079 2,00x1G 4,5 <10 0
Oh 9,50x10 3,70x16 4,00x16 1,20x16
6h 1,47x16 5,30x16 <1 <1

Laca 24h 2,43x10 1058 7,10x160 1043 <10 0 <10 0
Oh 7,50x1G 7,00x10 2,41x10 2,21x10
6h 4,83x10 2,60x10 2,00x10 <1

Lace 24h 4,30x16 973 2,55x10 944 <10 0 <10 0
Oh 3,63x10 2,34x10 2,41x10 2,45x10
6h 7,13x10 8,30x16 2,00x16 1,00x16

LacT 24h 3,00x1¢ 1121 1,80x10 985 <10 0 <10 0
Oh 1,10x16 6,50x10¢ 6,80x10 6,85x10

5s 6h 5,70x1G6 1,85x10¢ 1,11x16 2,00x16
24h 1,20x10 88 8,82x16¢ 789 <10 0 <10 0

Pregivljavanje i zol at a&FU/ml Rezaltgtie pnedstavkagu osredpju sredeosta3t nezhvismp

eksperimenta.
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456.Proteol itil|l ka aktivmomhmagla i zol ovani h sojeva
Proteolitil|lka aktivnost i zol ovani h sojeve

pojave svetl e upodoz saobranim mekaao pdsledica razgradnje

kazeina od strane ispitivanih laktobacila. Jedino je izolat Lacl pokazaw pratet i | k u

aktivnost saprosvetljenonmzonomod 2 mm.

4.5.7.Dinamika rasta izolovanih sojeva laktobacila

Jedna od osnovnih karakteristika svakog bakterijskog soja jeste njbgoiva
rasta. Zao dr e L i v arnajset akr iswee e pr ek osvjevh kktebaddau | t ur e
Ssu inkubirane u MRS bujonu wuz blago megdganj e
na temperaturi od 37UC wuzimani Su uzorci u
bakterijg a na osnovu detektovane brojnosti konstruisaneisa kasta izolovanih sojeva
laktobacila(Slika 6).

Lac] Lac:
1000 ‘
10,00
950 0
9001 0
E 850-
£ 850 S
2 L
800 g 800
o
g 150 2 7501
7,00i 7.004
4
6.50 6.501
6.00 £.00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2

Vreme (h) Vreme ()
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Slika 6. Kriv e rastaizolovnih sojeva laktobacila

Vrednostistandarda devijacije nalaze se u intervalu 0,04. Na graficimaisup r i kaz ane,
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Kao ¢gto se maic) 6, i ziodati Laal i ma, ui zragen

eksponencijalndazu ulazi nakor2 sata, a u stacionarnu nakon 8 sati inkubacije. Kod

izolata Lac2 je slil na ekspohencgataf paapbdbrogj eadpge
drugogdo dvanaestogata inkubacije.

Kod izolata Lac3 i Lac @t s eo udirahuame baastai | a g
eksponencijalntiazu rastaOba izolata ulaza stacionarnu faznakonl12 sat inkubacije

Kod izolata Lac6 prvd et i r i sata i nkubacije traje | &
eksponencijalndaza k ada oV aj i zol at ul azi u stacionar |

lag fazu, koja traje sve dg e s satagEksponencijalnafaza ovog izolata traje do
dvanaestogata inkubaige, a nakon toga sledi stacionarna faza rasta.

Izolat 5s ima dugu lag fazu (4 hyase mnogosporijeu odnosu na ostale izolate
Tokom inkubacije od 24 h nije wuolen ulazak wu

4.5.8.0setljivost prema antibioticima

Osetljivost izdovanih sojeva laktobacila na hejj ¢ upotrebljavane antibiotike je
ispitivana korg énjem antibiogram tablet®rekondne kulture sojevasu zasejavanea
plol e MRS agaraa ondasunanjih dodavanentibiogramtabletei tako pripremljeneplo| e
suinkubirane

Dobijeni rezultati (Tabela 8) pokazuju da su svi izolovani sojevi laktobacila
rezistentni prema vankomicinu, amikacinu i gentamicinu. lzdiatnanog poreklasu
rezistentni i prematreptomicinu, kanamicinu i neomicindok je izolat 5s poreklom iz
sira osetljiv na ove antibiotikdzolati Lac6 i 5s su rezistentni na penicilin, izolati Lacl i
Lac2 suprema ovom antibiotikyppokazali umerenu osetljivost, dok su izolati Lac3, Lac4 i
Lac7 na njegeosetljivi. Ispitivana je osetljivostpremaampicilinu i ceftriaksonu, kadoji
su t akibtdiei nt ez e [.&5Viispitisahki zdati su ibili asetljivi prema ovim
antibioticima, sa izuzetkorhac3, Lac4, Lac7 i 5%o0ji su bili rezistentni na ceftriakson.
Svi ispitivani izolati su osetljivi prematt@ciklinu (osim izolata 5s koji je umereno osetljiv
i izolata Lac7 koji je rezistentan), eritromicinu (osim izolata Lac7 koji je umereno osetljiv)

i hloramfenikolu (osim izolata Lac7 koji je rezistentan). Iz grupe antibiotika koji inhibiraju
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sintezu nuklanskih kiselina, izolovani sojevi su pokazali rezistenciju prema nordniks,

aosetljivost prema rifampicinu.

Tabela 8. Osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na antibiotike

Antibiotik Prelnik zone inhibiciije

Lacl Lac2 Lac3 Lac4 Lac6 Lac7 5s

Vancomicin (30 ug)
Amikacin (30 pg)
Streptomicin (30 pg)
Gentamicin (30 ug)
Kanamicin (30 ug)
Neomicin (30 pg)
Penicilin (6 pg) 16,00+0,00 17,67+1,53 21,67+1,53 24,67+0,58 31,33+1,15
Ampicili n (10 pg) 30,67+1,15 31,33+1,15 30,00+0,00 31,33+1,15 31,33+1,15 29,33+1,15 30,00
Ceftriakson (30 pg) 32,33%0,58 30,6711,15_ 30,67+1,15

Tetraciklin (30 pg) 27,33+1,15 28,00+0,00 30,67+1,15 30,00+0,00 31,3311,15-
Eritromicin (15 pg) 38,00+0,00 36,67+1,15 30,67+1,15 30,00+0,00 30,00+2,00 16,67+1,15 34,00
31,33+0,58 31,33+1,15 30,67+1,15 32,33+0,58 30,67+1,15 25,00

Hloramfenikol (30 pug)
Norfloksacin (10 ug)
Rifampicin (5 pg) 31,3+1,15 27,67+1,53 27,67+0,58 28,00+0,00 25,67+0,58 21,33+1,15 22,00

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti dobijen8 zezavisnaksperimentaosetljiv (zeleno obojen): @
21mm, umereno osetljiiv g ut o 0=h16-20enm,)rezistehtan (crveno obojen)t d5 mm

4.5.9.0setljivost izolovanih sojeva laktobacila na enzime
Da bi mogl i da ostvaruju svoj,laktdbacih k ci j u i
moraju da zadr ge s olaskadrozkomplatdgastromtestinalni traktk om pr
|l oveka gde su izl ogeni de pantlazaiu ustima, pepdiniut i h hi
gelucu, tripsin i)himotripsin u intestinumu
Otpornost izolovanih sojeva laktobacila je ispitivammamas | e m enkzimima:a

amilaza, lizozim, himotripsin, tripsjrpronaza E i katalaza estirane su koncentracije 1
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mg/mL; 2,5 mgmL i 5 mginmL svih nabrojanih enzimaNi jedan od izolovanih sojeva

laktobacila nije pokazao osetljivost ni prema jednom od ispitivardima.

4510.Ti p i sadr gaj organskih kiselina u bezie
sojeva laktobacila

Za odr etliipvaa nij eabamhonyangkia kiselinakor i gl ena j e HPI
metoda U tu svrhu izolati su gajeni u MRS bujonu tokom 24h, a zatim su bakterije
istal ogene centadieft ekicrigruj ¢ m, kar i ¢ i(Tawela®d.r of i | t r i

Tabela9. Sadr gaj organskih kiselina u supernat a

Organska kiselina(g/L) | Lacl | Lac2 | Lac3 Lac4 | Lac6 | Lac7 5s

Mlel na ki s| 1491 | 13,50 | 13,61 | 13,40 | 14,02 | 17,71 | 10,04

Buterna kiselina 14,57 | 23,13 | 19,26 | 20,89 | 15,69| 16,40 | nt

nt - nije testirano )
Odgovar aj ul isudbati oRFnipdgu®.gr a mi

4.6.Probiotske osobine izolovanih sojeva laktobacila

Prvi korak u odabiru potencijalniprobiotskih sojeva sin vitroi st r agi vanj a k
dobar pokazatelj prisustva probiotskih svojstava, koja bi nakon toga trebalo da sle potvr
u in vivo uslovima. U skladu sa preporukama FAO/WHO (2002) u ovu svrhu je potrebno
ispitati toleranciju nakisels r e di nu i prisustvo gulnih soli,
produkciju antimikrobnih supstanci, kao i sposobnost adhezije som&ncijalnih
probiotika,na crevni epitel.

4.6.1.Rezistencija na niske vrednosti pH

Za prolazak bakterija krogastpintestinalni traktv e o ma | e istenajgma r e z
niske pH vrednostiZato jepr al ena dinami ka rasta na ni ski
bujona.

Dobijeni rezultati (Rbelal0) su pokazali da su svi izolovani sojevi laktobacila

tolerantni na niske pH vrednostir e di n e, al i u razlilitna] mer i
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kiseusrediupokazuje izolat Lac6, a naj maapHi i zol a
2 je u slul ajsh,dokieplr ac@ nhac o Btgalvilh avaaol at a
60% (61,484,3%).Pr ocenat prpH3 el jua kdamlaalp0y%, dok je

kod ostalih izolatapme nat pregi viYp.aveamjpHvei pr odevat pr
izolata Lac4 je 57,3%, dok jgaostakispitivareizolae v el %. od 89

4.6.2.Tolerancijanaprisust vo gul ni h soli

Jog |jedan v aogdabiu pkobidtskibe sojevp je mjihova otpornosa
prisustvo gulnih soli. Ova osobipraliemjl eman
rasta laktobacila u medijumu kojigga d r §% 8%iQ@ % gul ni h sol i

Dobijeni rezultati(Tabela 1) su pokazali da su svi izolovani laktobacili tolerantni

na prisustvo gulnih soli u svim ispitivanim
prisustvu gulnih soli u konsentiaainjh o0dobab
88%, dok je pri koncentr d%)i j i od 2% negto ni
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Tabelal0.Pr e g i v izqlogawilasojgva laktobacila na niskim vrednostima pH

| zolati Sati va R %S¢ va RP %S° va RP %S°
pH=2 pH=3 pH=4

Lacl 0 8,15310,022 8,161+0,037 8,162+0,018

2 6,982+0,018 1,171 7,491+0,013 0,671 7,961+0,011 0,201

4 5,551+0,015 2,602 68,1% 6,111+0,042 2,050 74,9% 7,447+0,025 0,715 91.2%
Lac2 0 8,146+0,014 8,145+0,022 8,146+0,006

2 7,563+0,010 0,583 7,677+0,007 0,468 7,996+0,004 0,150

4 5,002+0,006 3,144 61,4% 7,352+0,026 0,793 90,3% 7,990+0,002 0,156 98,1%
Lac3 0 7,073+0,011 8,179+0016 7,072+0,010

2 5,373+0,014 1,700 8,015+0,030 0,163 6,644+0,007 0,428

4 4,492+0,010 2,581 63,5% 7,380+£0,018 0,709 90,2% 6,361+0,034 0,710 89,9%
Lac4 0 7,93240,013 7,934+0,005 7,934+0,002

2 3,002+0,006 4,932 5,472+0,087 2,457 5,31840,017 2,616

4 3,000+0,000 4,934 37,8% 4,001+0,007 3,933 50,4% 4,544+0,014 3,390 57,3%
Lac6 0 8,193+0,017 8,193+0,017 8,192+0,031

2 7,74740,004 0,446 7,956+0,007 0,237 8,169+0,011 0,024

4 6,909+0,006 1,284 84,3% 7,278+0,023 0,914 888% 8,134+0,016 0,059 99,3%
Lac7 0 8,179+0,010 7,070£0,017 8,672+0,011

2 7,540£0,014 0,639 6,510+0,006 0,519 8,179+0,005 0,493

4 6,000£0,013 2,179 73,4% 5,903+0,009 1,168 83,5% 7,910+0,003 0,762 91,2%
5s 0 6,740+0,032 6,721+0,009 7,712+0,043

2 5,57840,045 1,161 6,253+0,048 0,466 7,409+0,085 0,298

4 3,144+0,056 3,594 53,3% 5,954+0,021 0,767 88,6% 7,388+0,077 0,321 95,75%
aVi jabil nost i zoCGFb/ma, izradgena kao | og
PRedukcija vijabil noGFW/ mli zd @alyiejnan ikl ou oddrosl ¢ mgm vremenu i na poletku
cPregivljavanje izol aGFB/ml. i zr agena kao procenat | og
-Rezultati predstavljaju sref vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
Analiza statistilke znal ajnosti data u Prilogu 10A.

inkubacij
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Tabelall.Pr e g i v izqlogawilasojgva laktobacilap r i sust vu gul ni h sol.i
Izolati Vreme V@ RP %S¢ va R %S° va RO %S°

(h) Gul ne soli 0, 5% Gulne soli 1% Gul ne soli 2%
Lacl 0 7,826+0,013 7,826+0,017 7,826%0,006

2 7,998+0,048 -0,174 7,826+0,003 0,000 7,785%0,016 0,041

4 8,556+0,029 -0,730 109,3% 7,342+0,014 0,484 93,8% 7,002+0,013 0,824 89,5%
Lac2 O 7,408+0,025 7,408+0,012 7,408+0,012

2 7,903+0,014 -0,495 7,517+0,005 -0,098 7,358+0,018 0,056

4 8,001+0,032 -0,593 108,0% 7,524+0,009 -0,119 101,6% 7,326+0,025 0,082 98,9%
Lac3 O 7,312+0,042 7,314+0,011 7,313+0,013

2 7,842+0,063 -0,531 7,591+0,020 -0,277 7,069+0,026 0,244

4 8,075+0,073 -0,765 110,4% 7,602+0,017 -0,299 103,9% 7,001+0,014 0,312 95,7%
Lac4 O 7,952+0,048 7,954+0,008 7,954+0,012

2 7,792+0,014 0,162 7,708+0,009 0,247 7,629+0,008 3,326

4 7,699+0,017 0,255 96,8% 7,602+0,015 0,353 95,6% 7,295+0,088 0,653 91,7%
Lac6 0 7,651+0,009 7,651+0,010 7,651+0,010

2 7,778+0,000 -0,127 7,613+0,007 0,038 7,380+0,025 0,270

4 7,812+0,033 -0,162 102,1% 7,476+0,038 0,174 97,7% 6,052+0,045 1,598 79,1%
Lac7 O 7,530,010 7,537+0,008 7,536+0,010

2 8,053+0,046 -0,518 7,477+0,013 0,060 6,663+0,023 0,873

4 8,321+0,035 -0,786 110,4% 7,040+0,036 0,496 93,4% 6,612+0,010 0,924 87,7%
5s 0 7,387+0,014 7,387+0,014 7,387+0,014

2 7,146+0,156 0,241 6,960+0,023 0,426 6,416+0,041 0,971

4 7,114+0,102 0,273 96,3% 6,510+0,005 0,877 88,1% 5,908+0,005 1,478 79,9%
aVijabilnostizolataj zr agena kao | og CFU/
b Redukcija vijabilnosti zr agena kCkdmododselegom vremenu. i na poletku inkubacije
cPregivljavanje izolatam izrageno u procentima | og CFU/

-Rezultati predstavljaju srednju wheost 3 nezavisna eksperimenta.

Anal i za stmaalaifnbkei data u Prilogu 108B.



463Pregivljavanje u simuliranim uslovi ma gast
Ispitivanje otpornosti izolovanih sojeva laktobacila prilikom prolaska kroz
gastrointestinalni trakt e i zim vitgp,esimoliranjan uslova koji vladaju u njegovom
proksimalnom odnosno distalnordelu(g e | udoogdenumu) to u realrom vremenskm
periodik 0j i odgovara vr e mgemutokaravdrenfpav anj a hr ane u
Procenat pregi vl javanj aakanizladag vaa nvi eng t sad jkeoure
geludal nom s o k(AGFpukrajanju @dd 20 anmtgrikazan je ndabel 13.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da je otpornost na uslove koji vladaju u proksimalnom
delugastrointestinalnog trakt naj manj a kod kodirolatataa6ibas7, a naj
Dobijeni rezul tat.i se melLu sobom znal ajno ne
sojeva je veli od 79, 8%.
Uzorci koji su pregiveli izlaganjegeludd nom soky izlogen su dejstvugul nih soli
uvegt al kom i nidu@AF} utrajanjuedd2@mifiuta Procenaprejivljavanja
izolataLacl bio je 98,9%,izolataLac2 98,9%,izolatalLac3 89,1%,izolatalLac4 98,4%,
izolataLac 6 98,6%,izolataLac7 99,0%i izolata5s 88,9%Tabelal2). Dobijeni rezultati
su pokazalida je otpornostna gul ne soli najmanjakod izolata5si Lac3, a najvd a kod
izolata Lacl, Lac6 i Lac7, kod kojih je ona skoro identi na (98,999,0%). Kod svih

ispitivanih laktobacilaprocenaprejivljavanjabio je vel i od 88,9%.
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Tabela 12. Prajvljavanje izolovaih sojevalaktobacilau vegal kim gastrointestinalnim

tel nostima
I zolati Vreme V@ RP %S° va RP %S°
AGF AlF
Lacl 0 10,475+0,058 6,991+0,012
1 9,903+0,011 0,574 6,978+0,009 0,014
2 8,579+0,037 1,897 81,9% 6,914+0,009 0,077 98,9%
Lac2 0 10,405+0,111 7,334+0,024
1 9,954+0,010 0,460 7,263+0,236 0,033
2 8,857+0,024 1,557 85,1% 7,259+0,034 0,074 98,9%
Lac3 0 10,633+0,026 6,038:0,066
1 9,952+0,048 0,679 5,996+0,085 0,040
2 8,731+0,042 1,901 82,1% 5,380+0,018 0,661 89,1%
Lac4 0 10,300+0,027 6,246+0,115
1 9,903+0,014 0,398 6,253+0,048 0,022
2 8,623+0,021 1,678 83,7% 6,144+0,056 1,132 98,4%
Lac6 0 10,750,015 6,830+0,051
1 10,259+0,101 0,455 6,813+0,012 0,020
2 9,355+0,096 1,394 86,9% 6,732+0,014 0,100 98,6%
Lac7 0 10,792+0,025 6,924+0,010
1 10,251+0,069 0,491 6,903+0,016 0,021
2 9,341+0,040 1,450 86,6% 6,857+0,016 0,067 99,0%
5s 0 9,843+0,007 7,853+0,013
1 8,914+0,005 0,929 7,395+0,021 0,458
2 7,853+0,013 1,990 79,8% 6,986+0,002 0,867 88,9%
a/ijjabilnost izolata, izrg ena kaanl.l ogCF U/
PRedukcija vijabilnostmlyu bpdrefenamkasoemdnasi l agCpbl et ku ink
Pregivljavanje izolatam, izrpgeabenj proczeoandgomaal @ajgCIF&Jm 0 vr e
-Rezultati predstavljaju srednju vieakt 3 nezavisna eksperimenta.
Analiza statistil ke znal ajnost.i data u Prilogu 10C.
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4.6.4.Antimikrobna aktivnost izolovanih sojeva laktobacila

Za ispitivanje spektra antimikrobnog dejstva izolovanih sojeva laktobacila
kori glena | e (w6l Hiffugiontes),aa zanedikaiodske sojeve su izabrani
patogeni sojevi bakterija, kvasaca i plesni, kao i sojevi laktobacila. Antimikrobnu aktivnost

izolata na druge sojeve | aktobacila je vagnc
prisutne lkt obaci | e, kao korisne |l anove mikrobio
korigienja dve ili vige vrsta laktobacila u

Za test su korigleni nepuf el ipravna mis lpwlfaejr

kori gl en enjee supemaianto(pH 34), dok mu je u drugom pH vrednost
podegena tako da, DudMauowajsemal i6n 8supernat an
el i minisan ] e antimi krobni efekat ml el ne K

peroksida. Prisustvo antikrobnog efekta u testu sa neutralisanim supernatantom ukazalo

bi na mogulu produkciju bakteriocina ili b
i zol ovanih Soj eva | aktobacil a. Neposredno
profiltrirani kroz sterile mi kr obi ol ogke filtere prelnika pc

Dobijeni rezultati (Tabeld3) pokazujuda i ispitivani izolatiimaju antimikrobno
dejstvo premgpojedinim Gram pozitivnim i Gramnegativnim vrstama. Izolat Lacl je
pokazao naji zr agen ipreneaM.dutetiSATCIC I03409b lrac? i lchedj st v o
prema B. pumillus NCTC 8241i B. subtilis ATCC 6633, Lac3 premd5. aureus
ATCC6538Pi B. subtilisATCC 6633, Lac6 premB. subtilisATCC 6633 iE. coliATCC
8739, Lac7 prem&. coli ATCC 8739 iS. abonyNCTC 6017 iizolat 5s premd. abony
NCTC 6017.Ni jedan od ispitivanih izolata nije pokazao antimikrobnu aktivnost pi@ma
albicans ATCC 10231 niti premaA. brasilienssATCC 16404. Takole, Ire
pokazali da izolovani laktobacili nemaju antimikrobni efekat prema drugim laktobacilima.

U testu sa autralisanin supernatatimna ni jedan odzolovanih sojeva laktobacila
nije pokazao antimikrobnu aktivnost ni prema jeanod ispitivanih mikroorganizama.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da je antimikrobna aktivhost najverovatnije posledica

dejstvamle | ne ki sel i ne.
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Tabelal3. Antimikrobna aktivnostizolovanihsojevalaktobacila

Zona inhibicije (mm)

Indikatorski sojevi Lacl Lac2 Lac3 Lac4 Lac6 Lac7 5s
S. aureuATCC 6538P 0,0 0,0 3.7+0.2 0,0 3.5+0.1 3.5104 1.8+0.2
M. luteusATCC 93419 4,1+0,1 3,6+0,2 3,4+0,1 2,7+0,1 3,7+0,2 3,0+0,2 2,3+0,2
B, cereusATCC 11778 3,240,3 3,3+0,3 3,2+0,3 3,440,1 3,540,1 3,0+0,2 0,0
B. pumilisNCTC 8241 3,510,3 3,7£0,3 3,440,2 3,610,1 3,610,2 4,0£0,2 0,0
B. subtilisSATCC 6633 0,0 4,0+0,2 3,8+0,3 3,7+0,1 3,9+0,2 3,0+0,3 1,2+0,1
L. rhamnosuAATCC7469 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L. lactisATCC 7830 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P. aerugiosaATCC 9027 2,7+0,3 0,0 0,0 3,1+0,1 3,7:0,1 4,0+0,2 2,2+0,3
E. coliATCC 8739 2,6+0,2 2,8+0,2 0,0 2,8+0,2 3,9+0,3 4,2+0,3 2,8+0,1
K. pneumoniadTCC 10031 3,4+0,2 3,5+0,3 0,0 3,3+0,2 3,7+0,2 3,8+0,2 2,5+0,2
S. abonyNTCC 6017 3,240,3 3,30,2 3,1+0,1 3,0+0,2 3,7+0,1 4,5+0,3 2,8+0,3
C. albicansATCC 10231 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A. brasiliensisATCC 16404 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

aZona inhibicije je merena od ivice bunara do ivice zone inhibiRigzultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
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465Hi drof obnost povrgine lelija izolovanih so

Za ispitivanje hidrofobnost.i povrgine [ el
j e MATH metoda. Ovom metodom se odreluje odn
rast virgjad le lkojjea ostaju u vodenoj fazi . Kao ne
heksadekan.

Prema dobijenim rezultatima (Tabeld) najmanju hidrofobnost je pokazao izolat
5s (47,26%). Izolat Lac7 pokazugrednji stepen hidrofobnos66,51%) dok su ostali
ispitivani izolati pokazali visok stepen hidrofobnogir¢ko70%). Test je izvedenna sop
L. rhamnosusATCC 7469, a stepen hidrofobnosti koji je on pokazao je iznsgega
5,6 ™%.

Tabela 14. Hidrofobnostizolovanih sojeva laktobacila

Izolat %Ad

Lacl 70,5610,41
Lac2 77,63+0,33
Lac3 76,65+0,41
Lac4 80,51+0,14
Lac6 78,26+0,26
Lac7 66,51+0,59
5s 47,26+2,30

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 4 nezavisna eksperimenta.
Analiza statistil ke znal ajnost.i data u Prilogu 11.

4.6.6.Sposobnost autagregacijei koagregacije izolovanih sojeva laktobacila
Sposobnost autoagregacije olavanih sojeva laktobacila ispitivana je

spektrofotometrijski, uporelivanjem vrednos
suspenzija na poletku i nakon odrelenog per
dobijenih vrednosti apkrhke gokubaeiomnogopet
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procenat agregiranih lelija. Uol eno je da pr

rezultati(Tabelal pokazuju da je najviggi stepen auto
izolata Lac6 (73,31%)).
Na sndli an i spitana pgregaspgsobnmprsavilkonj

bakterijskih suspenzija i merenjem vrednosti apsorbanci nketlpo i na kraju
inkubacionog perioddspitivana je posobnost &agregacig izolovanih sojeva laktobacila

sa2 patogena sojaL. monocytogeneATCC 19111 iE. coli ATCC 8739. Rezultati su
pokazali da svi izolati koagregiraju sa oba test soja, ali je stepen koagregacije varirao
zavisno od ispitivanih sojeva laktobacila i patog€rabelal5).

U testu sa sojenh. monocytogeneAT CC 19111 najvi gi stepen
pokazao izolat Lac6 (55,9 %) , a najnigi izol at Lac4d4 (16, 4¢
su pokazali izolati Lac2 i Lac3 (35,11%, 33,33%).

U testu sasojenE.coiATCC 8739 najvigi stepen koagr e
Lac3 (47, 55%), a najni ¢g98%).%loillaan sbtse pie nL akcola g(
su pokazali izolati Lac2, Lac6 i Lac7 (44,37%, 42,44%, 45,41%).
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Tabela 15. Stepen autoagregacij&oagregacije izolovanih sojeva laktobacila.

Izolat Vreme Autoagregacija Koagregacijasa Koagregacijasa
(h) (%) L. monocytogene¥) E. coli (%)
Lacl 2 19,52+0,21 3,90+0,08 2,16+0,15
4 31,67+0,22 24,57+0,16 9,37+0,29
24 53,70+0,45 28,67+0,39 22,98+0,32
Lac2 2 18,06+0,32 13,56+0,18 4,32+0,17
4 34,43+0,60 13,79+0,35 16,3040,01
24 44,99+0,48 35,11+0,32 44,37+0,13
Lac3 2 17,53+0,38 12,40+0,14 7,45+0,15
4 35,29+0,67 25,69+0,04 9,68+0,18
24 46,51+0,45 33,33+0,14 47,55+0,30
Lac4 2 13,07+0,36 3,52+0,22 5,09+0,15
4 21,13+0,57 7,41+0,18 7,93+0,04
24 52,60+0,40 16,484,03 27,86+0,15
Lac6 2 13,05+0,31 10,11+0,30 3,74+0,08
4 29,53+0,32 10,44+0,23 7,90+0,04
24 73,31+0,57 55,49+0,27 42,44+0,60
Lac7 2 23,38+0,12 11,62+0,23 1,33+0,14
4 24,80+0,28 12,01+0,39 13,50+0,14
24 70,26+059 22,65+0,17 45,41+0,43
5s 2 5,87+0,86 4,15+0,11 1,10+0,15
4 19,84+0,99 5,27+0,12 2,84+0,04
24 33,70+£1,03 17,51+0,28 17,8540,02

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 4 nezavisna eksperimenta.
Analizas t ated sztnidlkaj nosti. data u Prilogu 12
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46.7.Spo0osobnost adhezije izolovanih sojeva | akt
Sposobnost adhezije | akt olnaitodkoar inga emy ream e
i elijske | inije HCP 11Grkaoknodelanirdegtinakay repiteldl a
literaturi alhezija se ughanom predstavlja kao odnos broja adheriranih baktetkupnog
bromuneti h bakterija. MeLut i m, tokom i zvolLenj
gubitak broja bakterija, odnosno zbir bragheriranih i neadheriranih bakterija je bio uvek
znalajno manj.i od broja wunetih bakterija n
ustanovimo razloge, ispitan je efelabcesa tripsinizacimonos | oj a hbkojnani h | e

je neophodan korak u eksperimentah protokolu. Dobijeni rezultati su ukazali na

znal aj an ni bfekkttpmecesactiipsinizacijelTdbela 18 , pri loematu se p
pregivljavanja izolata kretao od 37,20 do 65
Tabelal6.Pr egi vl javanje izol ovanizacijesoj eva | aktob
Izolat Inokulum Nakon tripsinizacije %S

CFU/ gloli CFU/PBloli

Lacl 232,50+3,54 86,50+3,54 37,20
Lac2 161,00+4,24 62,50+3,54 38,82
Lac3 176,00+2,83 81,00+1,41 46,02
Lac4 103,00+2,83 40,00+1,41 38,83
Lac6 142,00+4,24 56,50+2,12 39,79
Lac7 146,00+2,83 74,00+4,24 50,68
5s 20,33+3,06 13,33+1,53 65,57
Razbl afenje 10

bRazbl afenje 10

CPregdgi vl j av anproeesdripsinizacjg a nakon

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
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Imajuli to u vidu procenat adheziie nagi m ek$ periamemtitm&ao o
ukupnog brojaadheriranih bakterija i sume adheriranih i neadheriranih bakterija. Dobijeni

rezultati ukazuju da ispitivani izolati poseduju umeren adhezioni potefiCadelal?).

Naj vel.i procenat adhezije je uolen kod izol a
naj vel i Lkao2dLad6zlad’.at a
Tabelal7Adhezi ja izolovanih sojeva | aktobacil a |

Izolat AdheriranKeaehejierane%wAdel i j e
CFU/ Bl ol iCFU/ Bl ol i
Lacl 78,50+3,54 127,00+2,52 5,82
Lac2 100,00£2,83 100,33+2,52 9,06
Lac3 48,50+3,54 69,00+£3,61 6,57
Lac4 55,50+4,95 123,00+3,00 4,32
Lac6 66,00+2,83 85,00+5,00 7,21
Lac7 81,00+4,24 99,00+2,00 7,56
5s 10,44+0,51 73,78+1,92 12,40

aRazbl a¢enj e
PbRazbl afenij e
cAdhezija izolata
Rezultati predstavljaju srednju vrednostekavisna eksperimenta.
Analiza statistil ke znal ajnosti

10
10

data u Prilogu 13.
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5. Diskusija



Gastrointestinalnitradt ove ka j e kompl eksan ,wmkossaem, kak
funkcional ndg $eamawisgtoa. sa amazpdgodhimtzda m ekol
kol oni zaciju mikroorganizmi ma Kkoji omogul av:
(varenje), saukuprom p o v ong koja iznosi150-400 nt (Chin i sar, 2000 Raj i | i
St o] aisan,2007) Pretpostavlja se dgastrointestinalnitraktdras | og | oveka i ma
104§i vih bakterija, gto je 10 pgtted avi Ne odgd ed k
intestinalni epitel sa optimalnom mikrobi ot

kolonizaciju patogenim mikroorganizmima, ali i za antigene asme materije koje se

mogu nali u Rlaj-$e d ju aisan,200HHe(sar., 2010)

Deo mikrobiotegastrointestinalnog trakt s u i |l aktobacili, k od
opisane probiotske osobine (Fernandear. , 2 0 0 3 ;i saf; 2aP%).Brobioiici su
definisani kao HAgi vi mi kroorgani z mi koji, k
doprinose z d r aPAO/NVHO, 2D002na IPiorsa o | € | vr st naul
odrgavanje zdrave mikrobiote dopr iegolmas i zagt
poput infekcija il i Seao&pgaa,l2008;8zpjewska sap, 2007 | i t i aL

Bansal i Garg, 2008; Williams, 2010) su pokazali efikasnost probiotika kao alternative
antibioticima u tretmanu e nietardialeje,ikbja je nf ek c i
posledica korigienja antibioti lpemrauBastkterij e
potencijalno patgeni h mi kr oorgani zama i pojalavaju p
organizma.

Duga tradicija upotrebe bakterijale | n e k i koje de ubrag@jui laktobacili,
bez Jgtetnog ut i c,ahezbedilmam jg ARAS (Gererally Regarded As
Safe) status prema US FDA, odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status prema
legislativi Evropske Unije. Odabir potencijalnih protskih sojeva temelji se na vitro
istragivanjima koja su dobar pokazabi el | Z a
bakterijski sojevi pokazali un vivo uslovima. Uovus vr hu se Kkoriste razl
di nami | ki model i (kgagtrointestinaman traktua(pPeuBoavesdr.,o v e
2000).

Prednost probiotskih Soj eva autohtonih y

i zol ovani iz okrugenja koje je slilno ekosi s
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organizam korisnikaOva osobina m daj e velu mogul nost uspegrt
stepen upotrebljivosti njihovih korisnih karakteristikmarquesi sar.,, 2010). Mesto

del ovanja probiotika je gastrointestinalni

uticajem nal isne riaszalriaknej,e kkogd razl il itih os
geografskimregionm& bog t oga treba voditdi ral una i o]
bakterija koje su u upotrebi, obzirom da |

geografskim podrraus|pjoelno, gi o d mio difetetskimr navikanaam a
pojedinih etnil| kih grupa [ zajednica. Ko me
uglavnom poreklom iz zapadnih zemalja ili Japana. U odnosu na efekte koje pokazuju u
zemaljama porekla, stepen kolonizadijelagotvorni efekti su po prdu manji kada se

primenjuju u prevenciji i tretmanu gastrointestinalnih oboljenja pacijenata drugih
geografskih podrulja, gto je utoliko izragen
da autohtoni sojevi mogu da ka g u intenzivniju i dugotr

gastrointestinalnog epitela, kao i da su bolja opcija za efikadel@vanjeu supresiji

razlilitih i (Ghoshssari 8042).ni h t egoba

Kako jeogromnav el i na probi ot ski h pnitenqaarpskoma ko mer
trgigtu stranog porekl a, smatramo opravdano
autohtonim za ovo podrul je i upravo to e &

radom.Njegov cilj je bilo izolovanje, identifikacija ispitivanje probiaskih osobina novih
izolata laktobacilma ut oht oni h za kbakloubij es&rmefie nji ma i
potencijalom za poizvodnju novog probiotskog preparbta.j pre su iz razl il
izolovani novi sojevi bakterijz a k 0] e | epripadaju laktobacilonaadzatim su
oni okarakterisani i ispitivana su njihova probiotska svojstva

|l spitivanja su zapoleta sa 1[36wobdrilukt er i j sk
j e ut vr L e n &elakvbodmalnydeoHhaktdbacila u ukupnonmojor izolovanih
bakterija u skladu je sa literaturnim podacima da laktobpagidstavljaju samo mali deo
humane mikrobiotegastrointestinalnog trakt(Kimurai sar., 1997; Sghir i sar., 2000
Tannocki sar., 200Q Dal Belloi sar., 2003.

Kako bi se aalizirao probiotski potencijaizolovanih laktobacilak o r i g i e ni s u

razl i | idakiljemdeas t ppavkvangifikujupr i sustvo g¢geljeni h kara
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bi se mogle pratiti i porediti potencijalne probiotske osobkem i eventualni uticaj
poreklaizolata za ispitivanja su izabrani izolati laktobadialovani iz gastrointestinalnog
traktabeba(Lacl, Lac2, Lac3, Lac4, Lac5, Lac6, Laédy d o ma $ira(s) Me L ut i m,
treba i mati u vidu da jasno razgrudrei,|l esnj e
obzirom na to dae ina vrstalaktobacilanije autohtonaza gastrointestinalnirakt | oveka

iako ga naseljavajls druge stranesojevi izolovani iz humanogastrointestinalnog trak

se koriste za proizvodnju kako probiotskih preparata, tako iragvednjuml e} n o
kiselinskih proizvoda(Corcorani sar., 2005).Zat o j e veoma vagno i sp
karakteristike svakog soja, k | j uilnjingvuimtarakcius a domal i nom.

Kako je osnovni preduslov za probiotsku primenu bakterija njihova adekvatna
identifikacija, dobijeni izol at i su naj pr e
biohemijskih testova identifikovani do nivoa roda. Zbog velike heterogenosti ovog roda,
fenotipska identifikacija zavedndowasmasldmma f er me
rezultatat ako da |je identifikacija do nivoa vrst
| est o nemo gaadl 8999(van&krcheveni sar., 2008. Rezultati fenotipskih
metoda uopgt e, pa tako i APl 50 CH,avatmogu bi t
dvosmislene rezultate,upavidag Ogeamari kah{ av djewn c
metoda su posledica promenl jivosti bakteri | a
na gensku ekspresiju (Bezekasar., 2013).

lako su komercijalnikitove a i denti fi kaciju | aktobacil a,
upotrebi, pokazalo se da ovako dobijeni rezultati nisu uvek precizni. Razvojem metoda
zasnovanih na DNK homologijiu ol eno j e da nekol i ko vrsta
identifikovane kaol. acidophilus u stvar.i predstavl!l jaju 6 r a
biohemijskime L u s mwebnogu razlikovati. Ove su vrste potom genotipski identifikovane
kao L. acidophilus L. crispatus L. amylovorus L. gallinarum, L. gasserii L. jensenii

(Pavlovai sar., 2002). Zbogsvegaovoga,smatrase da samo kombinacija fenotipskih i

genotipskih met oda moge prugi ti naj pouzdan
laktobacila pr i | emu se prednost d adirektnogispitujot i ps ki n
g e n @ matdrijali razlike u gas k o | ekspresiji ne. utilu na dok

78



Postoji nekoli ko odgovarajulih molekul arn
kao gnesusmui | na ampl i f i k saodmjlyaamplifed polymwormptiicn e D NK
DNA, RAPD analiza),restrikcionaaraliza amplifikovanih regiona ribozomalne DNK
(amplified ribosomal DNA restriction analysisSARDRA analiza) ribatipizacija
(ribotyping) i sekvenciranjel6s RNK gena(Velraedsi sar., 1996;Maidaki sar., 2001;

Zhoui sar., 2004). Koliko identifikacija latobaciladoniea vr st a moge bi ti K
vidi se u radu Brolaazpsar. (201D k o j i su pokazal.] da je | ak i
standardi zaciju Multiplex PCR bio biohemijsk

Kao metodu izbm za genotipsku identifikgai izolovanih sojeva laktobacila
odl ul i | i sekvemoirang d6szRNK genkbao naj | egl edukovei gl enu
svrhe.Dobijeni rezultati pokazuju da se fenotigsklentifikacija ne poklapa u potpunosti
sa genoti pskom. | d e kod izdlataiLac @ kop je idén@fikovan le@ d o b i |
L. paracasei kao i kod izolataLacs i Lac7, koji su identifikovani kao L. plantarum.

Genotipskom identifikacijom pokazano je da vistiplantarumpripadaju i izolati Lacl i

Lac2 genotipski identifikovani kad.. fermentum L. celobiosul Pripadnost vrstiL. casel

je identifikovana kod izolata Lac3 i 5s, dok su oni fenotipski okarakterisaniLkao

pentosus L. paracasefcasei.lzolat Lac5 je fenotipski identifikovan kdaacidophilus a
genotipskikao L. gaseri. Zaj edno sa fjeom@tnepkal iwsmfLma sl i |
acidophilus L. amylovorusL. crispatus L. gallinarumi L. johnsoni) L. gasseripripadal.
acidophilusgrup (Bergeri sar., 2007). $ oga ni je neobil no gto feno
mo g udtjasaog razlikovanja ovih vrsta.

Jog tokom preliminarne identifikaciije, a
osobinaizolatarodalLactobacilus i zol at Lac5 je pokazao sl ab
time u znal ajnoj merienatagadat ov plee mjveaj e k sz
daljih ispitivanja.

Da bi za neku vrstu moglo da se tvrdi da ima probiotska svojstva i da kao takva
moge da pokage pozitivan wuticaj na | judsko
kriterjuma. Uputstvo FAO/IWHO( 2002) za procenu probiotika z
dab i probioti ci trebal o da budu u stanju ne ¢

velimhaju mogulnost d aPresseegaf nnoraju darip@espasoboogta v a j u
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pregi v tokom praaska &roz gornji deo gastrointestinalnog sistema (usna duplja i
jednjak). Osim toga, poznato je davjee | i gastreimtestinalog trakta kisela sredina,

tako da je neophodno da probiotski sojevi poseduju i toleranciju na niske pH vrednosti, a

zatimmorg u bi t i ot p oanzime Kada dogpeju w idtestinmmeoraju biti

tol erantni prema gulnim solima, g¢gtavigge, mo r
Al ternativno, oni se mogu unositi u organi za
pregive prolazak kroz g¢geludac i izlaganje gu

Nakon konzumiranja probiotika, prvi stresni faktor za probiotike su enzimi prisutni
U usnoj dupl ji (amil aze, l i zozi m) koji ma s
(Havenaari sar., 1992). Izoloanim sojevima laktobacila je ispitivana otpornost prema
dejstvu U-amilaze i lizozima, i svi su pokazali otpornost prema prisustvu ovih enzima u
koncentracijivi gestr uko v e$log deepdekatabakterip koje dospevaju

u intestinalni trakie nizak pHu g el ucrue me zadr gavanja moge bi

sata do nekoli ko sati, , kzaaoviis nvor sotde fii zkioolliolgiin
Vrednosti pH u Ilp&dda je mapremina #ne radlapa do 65

kada je zapreminaréne velika (Giannella sar.,, 1972; Petersoni sar., 1989). Svi

i zol ovani Soj evi |l akt obacil a su pokazal. S

vrednostima u intervali2-4, gto im daje mogulnost pregi vl

ispitano jepr egi vi gavanpel aktobacila upH2igd al kom ¢
izl aganjem koje Dbi vremensKk.i odgovaral o peri
(120 minuta). Pocenat pr@vljavanja se kretao od79-87% pokaxzup visoku i
me L u s o b nabporsobtavili tastiranih izolatana uslove koji viadaju u proksimalnom
delugastrointestinalnog sisten

Za one bakterije kojujyewmupgs| adelai psegevei
sekrecija guli i déglavima intbstinadnogl trakta u(duogleonu)n j m
Koncentracija gul ni h sO0d% do Q6%, udzavsmbstiodiumasa s e Kk r ¢
hrane (Fernandeizsar., 2003), tako da je u ovom radu posebno ispitivana tolerancija na
povi gene koncentracije gul ni h &adatipokazuRez ul t at

toleranciju na prisustvo gulnih soli i u kon
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Osim toga, kada sw z or ci izol at a Koj i su pregivel.
gastrointestinalnog trakt ( ve gt al ki gel udalenit ad kk)g ii nlt ®gdn
soka,odnosngul nim solima u trajanju od 120 minut a
od 88%, a kod izolata Lacl, Lac2, Lac4, Lac 6 i Lac7je@nznosiogotovo 100%.
PorelLenjem dobijenih rezul tiarmaa zsaa srlaninjee o0z
laktobacila( Z a vii sgri 2012)vidi se da su svi laktobacili izolovani u ovom radu
izrazito otporni na uslove prisutne u gastrointestinalnom sistemu.

U intestinumu pr obfrebadapcrieeg dejstvopanitreagog| ni h s o
soka, k 0 j i peoaki djuge enzim¢Ouwehand i Salminen, 20P3J skladu sa tim, u
ovom radu je ispitivana osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na enzimeaza E,
katalaza, tripsin i himoipsin i to u koncentracijamad 1,0 eg/mL, 25 eg/mL i 5,0 eg/mL.

Rezultati su pokazali da ni jedan od ispitivanih izolata nije osetljiv na ove enzime.

U gastrointestinalnom tralkt s u prisutne i odrelene su
efektom, poput fenola komo gu i mat i bakteri osle@anisark o dej st
2009) . Fenol je jedan od produkata intestd.i
bakterijske vrste, alimo g e nastat.i [ k ao posl edica dea
aminokiselina por ekl om iz hr ane il deam
gastrointestinalnom trakt{ Gu g ksav i, | 1997) . Detoksi kaciju fen
supstanci obavlja jetra, pre njihovog izl uli
Paul o ( 1 9 9 adpustvp lektobacdd na podlogama s#,5% fenola, dok su
Xanthopoulosi sar. ( 200 0) prijavili bakteriostatil ki |

0,4%. Obzirom na konstantnu prisutnost fenolgastrointestinalnom tralkti na njegovo

inhibitorno dejstvo na bakterije, tolerancija na prisustvo fenola dajeobakilima

potencijalnim probioticima,v el € mogul nost i pregivljavanj a

osobina. Izolati ispitivani u ovom radu su otporni na prisustvo fenola u koncentréa@tjj O

s tim da je izolat L adwogl @k eignirdcijupdloa o, i ako wu
Antimikrobna aktivnost probiotskih bakterija, posebno prema patogenim vrstama

mi kroorgani zama, vagno je funkcionalno svojs

prednost u kompeticiji za mesta vezivanja i hranjive mategpgstiontestinalnom traktu

lzragambagoni st i lerkao patayenjms mikraprgarpzmima a o gto s u
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Helicobacter pylori, Salmonellaspp., Listeria monocytogenes Clostridium difficile
detektovano j e Z a mnoge probi ctabdizadi i soj ev e,
moduliranju intestinale mikrobiote (G u ¢ k ©sai, 1997; Reid i Bruce, 2008ervin,
2004)

Antimikrobna aktivnost laktobacila je posledica sinteze supstanci poput organskih
kiselina, vodonik peroksida, etanola, ali i bakteriocina (Sernonp24 ) . Posebna pag
poslednjih godinaimpossvebleniar oonmkhar ingdihmv 2z
antimikrobnom potencijalu bakterimle | ne ki sel i ne (Jamuna i Jeeyv

U ovom radu je ispitivana antimikrobna aktivhastivhogsupernatart izolovanih
sojeva laktobacila prem@ram pozitivnim iGramnegat i vnim bakterijama,
su i neki i z az i kaailprematvastineas plasnimdzoldti Lacp uLdar ,
su bili efikasni prema svim ispitivanim bakterijskim sojevima, dekkod izolata Lac1,
Lac?2, Lac 3, Lac4 i 5s uol eno odshaketjaazna ant i mi
U velini, uollwhaijeageni jijski etekat izota@ kptema Gram
pozitivnim bakterijama, melyteidmakmt iilzalkatgemi jj
obe grupe bakterija, dok jeefek L ac 7 | ak s nregptivhif baktgijanreama Gr an
Il majuli u viaiu gateogeinnt ¢ meéghtenhbakterijgizolaee Gr a m
Lac6 i Lac?7 mogemo i st adniibakieriske efikaspogtiokje nt ni j e
antibakterijski potencijal izolata 5s najslabifpa druge straneni jedan od izolata nije
pokazaacantimikrobnu aktivnost prema kvascima i plesnir@a glbicansATCC 10231,A.
brasiliensisATCC 16404).Bitno u o | evgstvo izolatajeiodsust vo antagoni s
delovanja prema drugim testiranim laktobacilifta rhamnosusATCC 7469, L. lactis
ATCC 7830) ¢t o u k a zmosj nihovepaimeneougprothiotskom pregtm koji bi
sadwvgage sojeva | aktobacil a

Analiza prirode agensa odgovornog za antibakterijsko delovanje je pokazala da
antimikrobna aktivnost izoge u eksperimentu sa supernatantbm je H vrednost
podegena na 7 (neutralisan efekat ki selina
peroksid) Ovakvi rezultati ukazuju dazolati najverovatnijene produkuju bakteriocine,
kao glavne antimikrobne agense laktobaailae | je dngimikrobna aktivnost bazirana na

sintezi organskih kiselina | i me b se mogl o objasniti odsus
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Vrste 1oda Lactobacilusposeduj u proteol i ti |pkoeineenzi me
mlekado peptidaprevodé i i h tako u zbogloedgrmasnjuju patencijamd | i k ,
negativan uticaproteina mleksma zdr avl je domal i na. Proteol
kod wsta L. helveticus, L. delbrueckii, L. bulgaricus, Lactis L. cremorisi drugih.

Strukturne komponente proteot i | kKtogmas i bakt er i jsamogu pedeltie ki s el
u tri grupe na osnovu svojih funkcija: prc
peptidaze, koje hidrolizuju peptide i transpotni sistem koji prenosi produkte razgradnje

kroz membranuKunji i sar., 1996; Gilberti sar., 1997;Dib i sar., 2014).Zna se da

proteinaze laktobacila doprinose smanjenju alergija izazvaninlekom i mle| ni m
proizvodima kod beba, a koje mogu dovesti do ozbiljnih problema u ishrani zbog
nedostatka proteina (Yuan, 2009; Hadji Sfiesar., 2012) Prisustvo ovakvih proteinaza je

opisano kod vrstd. brevis, L cellobiosus, Lfermentumi L. plantarum(Mugulai sar.,

2003) . Kod izolata ispitivanih u ovom radu,
izolata Lacli u daljem radu bje trebalodetaljnijeispitati, jer bipgp ot eol i t i | ka akt
moglaimdipr akt i | niw regutacij krenagwritiska. Naime,@povel anj a krvno

pritiska dolazi konvertovanjem angiotenziha u potentne vazokonstri

odgovoran angiotenzink o n v e r t uj Angidtense Acprivarting enzyme ACE).

|l nhi bicija aktivnost:i ACE k a oLakpobasililseogin c u i ma

proteolaiktii vinomgd uda proi zvedu ACE inhibitore,

sar. (2008) Naime, oni sypokazali ddermentisananleko kome je dodat sdj. helveticus

130B4 za koj je pokazanod sadr gi ACE io-CN 10F11% poseduje pept i C

potencij al s ni ¢ aBRiaaktiyniapepkdr semogukorigtiti U formdakija

funkcional ne hrane, predst av!| ji&ynadpiitiska.dr avi j u
Zbogv e | prgii 3 wtkree u p o tar kadostartet lalturta o frabiotika za

humanu upotrebu, kaos ve vel e pr i meposebnonw prdbibtskes svrhee v a

(Temmermani sar., 2003, post o] i snagna potreba Z a post

bezbednosnu procenu sojeva laktobacila pre njihove kgaleeciupotrebe Trenutno,

postoj i nekol i ko, kojeeserazbkojw $vojim brepsrokanyaati ako se

sagledaju sve zajednuidisedapr edl agu procenu osobina koje

infekcije, gt et nu me t a b p preterakuu sudakijt imumslog bdgovora |
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prenosivost gena rezistencije na antibiotikelgms, 1999 Marteau, 2001FAO/WHO,
2002 Mattila-Sandholmi sar., 2003. Jedan od aspekata bezbednosti je ispitivanje
produkcije hemolizina, kao bitnih faktora patogenosti mnbgiank t er i j a . Naga 1 sp
pokazala da ni jedan aspitivanih sojeva laktobacila ne produkuje hemolizine gt o 1 h | i n
bezbednim sa ovog aspekta

Novije smernice smatrajuda je prenosivost rezistencije na antibiotike glavna
opasnost u vezi sa komgrca | n o  k daktobgcilinear(Bemmardeaui sar., 2008
Vankerckhoveri sar., 2008 EFSA 2011). Ove smernicdrenutnoni su obajerezuj ul e
nisu usvojene odtrane ni jednog autoriteta i stoga je samimpr oi zvolLal i ma st
kultura ili probiotika dadonose zakl jul ke o bezlEESAnost: i s
(EuropeanEood Safety Authority, 2011) smatra da letobacili koji sedodaju ishranne bi
trebalo da nose prenosivegene antibiotske rezistencije Sr e | taktobacilima se
odgovarajulimgposkhpai ma moé az mi di na kojim
rezistenciju naneke antibiotike Huys i sar., 2006 Rosander sar., 2008, tako da je
mogtul e akve soj ev e Jeddniakav primer je komérajalnhpropiotikn .
reuteri soj DSM17938 izveden izL. reuteri ATCC 55730 uklanjanjem dva plazmida, bez
gubljenja probiotskih karakteristik&®¢sander sar., 2008.

Osetljivost na antibiotike je ispitivana i u ovomradbtao gt o rezul t at i

izolovani sojevi laktobacila su rezistentni neliki broj antibiotika.Za hval j uj ul i 0 \
osobini, na i1zolate ne bi znalajno wutical a
odrganju balansa intestinal nBelmiukirmbi okel it o

ta rezistencija bila prenosiva, sejéi se mogli smatrati nebezbedniBvi ispitivani sojevi

su pokazal.] rezistenci j uopisaga kodsvih kretanrodai n , gt «
Lactobacillus,s tim da ova rezistencija nije prenosi{lein i sar., 2000. Uz t o, razl i|
autori su pokazalda je rezistencija na aminoglikozide, kinolone i glikopeptide s t a

osobina laktobacila (Kleinsar., 2000; Danielsen i Wind, 2003; Temmermasar. 2003;
Ammorisar,200) , gto je pokazano i u ovom radu. Me
grupe antibtika (sem na kinolone), kao i na peniciline, cefalosporine i hloramfenikol su
smegteni na pl azmi di madsar, 201).d ltesapuo je opisanana ( v an

rezistencija vrsté. plantarumna t et raci kl i ne ( Daniizelatame n, 200
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Lac7 ispitivanim u ovom radu. Sa aspekta zdravstvene bezbednosti petejecijalno
nepovoljro, jer suig e n i za rezistenciju na tetriaci kl in
sar, 201). Gener alrrem,j eg gena smegteni hementama o b i | ni r
verovatnije u sredinama bogatim mikroorganizmima koj i ma su vrste fiz
jeste slul aj sa gastr oiigar,e81tl)iDa &ilsa ramamedbr akt om
potencij al | aktobacila za tr ansnéophodnggjena mob
poznavanje njihovih molekularnih osobina, kao i ekologije humagasgrointestinalnog
trakta (van Hoek sar.,, 2011),zbog | ega je neophodno posveti:t
istragivanjima u ovom pravcu.

Da bi se pozitivna probiotska svojat izolovanih sojeva bakterija ispoljila,
neophodna je njihova integracija u mikrobigastrointestinalnog trakt Zavezivanje i
kolonizacijucrevnog epitela’eoma su bitne adhezivne karakteristgebiotskih bakterija
(Goldin i Gorbach, 1992Naime, rakon dolaska u kolon, probiotici se vezuju za epitel i
privremeno kolori uj u njegovu mukoznu povrginu, gt o i
intestinalnom traktu. Gto duge pdadoiiot i k 0\
antimi krobno de Imobakienjama, alp ir deugea korigrte anterakcije sa
mukoznom povrginom, poput GoldinuinGonvexhd 49923t or no g
Ouwehandi sar., 1999). Pored togaadhezig probiotskih sojeva za intestinalni epitel
obezbelLuj e pr edn oogehimaiza kolomzacggasirantegtinalnag &raktp a t
(Vinderola i Reinheimer, 2003Mo § e mo g e n e r aposolmosadbdzijeblisdoa j e s
povezana korelisanasa svim pozitivhim efekatima probiotika o kojima smo govorili u
prethodnom tekstuRa z | i Wditjee s2u pokazale da je adhez
intestinuma ne samo predusl ov za kol onizac
odgovoran za njihovu probiotsku aktivnost (
sposobnosti adhezije imajunajve | i uti caj na zdr dsal,j1998 domal i n
Shornikova sar., 1997; Kirjavainen sar., 1999 Ouwehand sar., 1999). U skladu sa tim,
sposobnost adhezije bi se mogla posmatrati kao jedan ad v a Briteiijyma ha
procemu probiotskin osobia | akt obaci | a. Rezultatdi razl i|i
osobina specifil,na ak a r@adolisen ssirosi399; Komssongars t e
2001; Owehand sar., 2001; Servin, 2004).
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Bakterijska adhezi | a zhangjskiminterjakeijamackej@ eci f i |

onda omogul avaju specifilne i nterakcije ad
komplementarnog receptorana efijgéh i m [ el i j ama u iAdieewd i nal no.
svojstvalaktobacilal i ne razl i | i t e tosupdsiene siley elekirsa kactii jl &k ek a
interakcije ihidrofobne sterne sl zavi se i zmelu ostehoinog i od
kiseline ci t opl az mat i 1 lektinskimerotdina §Serein, 2004). Generalno

mo g e mo je stepen hidiodobnosti baktesijk e p gedan gdifakterakop d r @ L u j
njena adhezivna svojstva, a od njih zavi si
epitela, a | i i sposobnost mel usobni huklijnudleujakicii j

autoagregaciju i kagregaciju. Agregacija kat er i j a oznal ava Ssposobr

bakterijskih ifelija u telnoj kulturi. Kada
oznalkavaata gr egaci j a, a kadal islei trisndivret he lbiajk:
koagregacija.

Postoji v i dnéh medela kpjese konsterzd detekciju i kvantifikovanje
adhezivnog potencijala probiotskih sojethin vitro testovima koji se koriste pproceni
stepena adhezivnost:i potencijalnih probiots]|
uslove koji vla@ju u gastrointestinalnom sistemu odr agavat i mor f ol ogke

karakteristike zrelih enterocita (Bianchsar., 2004). Jedan od testova koji se koriste je
o d r e L ihidrafabposti bakterija u in vitro uslovima U testu se koristinepolarni
rasv a r helsadekaz a k oj i se lelije svoji.Rezhltatdr of obn

dobijeni u ovom radu pokazuju da je najmanji stepen vezivanja za heksadekan, odnosno

najmanji stepen hidrolon o st i uol en RestYa i zaj welai S5kod 4i7z ol
(8051%).Me L ut i m, reaulta@nrael biaz ibi t i oprezan, pogto r a
postoji pozitivna &korelacija izmelLu hidrofc

intestinalnemukoze (Wadstrom sar., 1987; Lichtenberger, 1995; Ehrmansar., 2002;
Kosi sar. , 2003) , al i ne i i zmelLu hidrofobnost.i |
i sar., 1999; MufiozProvencioisar. , 2009) . Ovi podac.i ukazuju
zida ne mora uvek da bude precizna mera adhezivnog potencijabaw@i i Miller,
2011). z svega navedenposbtejenogdr ebéne i pataegkol

adhezivnog potencijala vitro, g tjeoposledica razlika u sojevima, u mehanizmu adhezije
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i uticaja uslova ispitivanja u pojedinim eksperimentima. Zbmga sesmatra da analiza
stepena adhezije za heksadekan nije dovolps smo shodno tome saglasnosa
i spitivanji ma Kk oijsa. (1998) uidajimrelspetimentirDdeab meR e
sposobnosti adhezije probiotskih bakterija za crevni epéteslzirali sposobnost
agregacije.Dobijeni rezultati ukazuju da izolovani sojevi laktobacil pokazuj u r azl
stepenau@gr egaci j e, naj ni B870%)ea najiodadinolatelacdi i z ol at e
Lac7 (73,31%, 7@6%).

Da test autoagregacijao ¢ & i b ivpakgzatelj adhezivnih svojstava probitoskih
sojevapotvrdili suBorisi sar. (1998) p o k a z a v ¢ iL. adidophitus |. gasseriL.
jensenfk od kojih se javlja fenomen autoagregaci ]

adhezi | eaginamogiegiteld jgeb pr i nosi moguiPoasetdi tkoaglao nyit:

je merilo adhezivnog potencijala, osobina au
pregi vl j a\ynihruslora kojieviadaju mastrointestinalnom traktu s a | i m | e

ve z i [ |l injenica da ona pikrezdjednicaktohacla (@it v i kor
i sar., 2010) . Da autoagregaci j agaspantestifamoma st ep

traktu vidi se i iz rada Miettinen sar. (1998) koji pokazujela onadoprinosiz a gadi t
nepovoljnog .ldredloev asnhgape&udauvuife je i zyrgagoeni j i
je vagno kada sgastraintestiealnam traktviadaju kisdliaisloui (Gili

sar, 2010).

Sa druge stranesobina koagregacije laktabc i | a moge da sprel. i
patogenima gt o u kr anomjjeoj dai ndda@mmicnese ukl anj an]
gastrointestinalnog traktgSchachtsieki sar., 2004; GarciaCayuela i sar., 2014).

Koagregacija kod ispitivanih izolata laktobacilagesmatrana na primeru dva patogena

soja,L. monocytogeneATCC 19111 iE. coliATCC 8739. Svi izolati koagregiraju sa oba

test soja, ali je stepen koagregacije varirao zavisno od ispitivanih sk@kaaktobacila

tako i patogena. U testu sa sojenL. monocytogenesATCC 19111 naj vi g stepe
koagregacije je pokazao izol at Lac6 (55, 49 %)
sojem E. cOliATCC 8739naj vi gi stepen koagregacije je pc
najnigi izol at i298%). i Lacl (17,85 % i 2
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Pored modelz a utvr Li vanj e st emagragacijeibidnoj@i obnost
direktno ispitatii sposobnost probiotskih sojeva dawsé vitro uslovima adheriraju za
razlilite Ueloivjus ksev rlhiunig eoneniag!]iepyd derkakjamrviag tue
strukturne i funkcionalne karakteristike normalnog humanog crevnog epitela (Chauviere
sar,, 1992; Wang sar., 2008; Moussavi i Adams, 200&ldeni sar.,, 2013. Povr gi ns k e
[ el ijske ko mp o mtezni polishharkiiti proteindgraju @lavifuaulogu u
adheziji laktobacila na intestinalni epitdlglezi sar., 2007; Kravtsouv sar., 2008. Kod
|l aktobacila je uolena velika raznolikost pov
mogu da menjaju svoj edgpoovworrgi ma kpr omerme ngi ka
(Tarantoi sar., 2003; Fozo2004. Raz |l i | i t i makr omol ekul i Koj i
doprinose oluvanju integrit &ueoniiserld00)a za Vv r «
Arhitektur a povr @i nie djeiligwa |sakdodmarcaddt s e
povrginskih komponentkiojial ided pug aui fdiilrneikht njoe dnian
laktobacilima posebns o | specihkekbgske osobi niesarj el i j e
2013).U ovom radu je ispitivana sposobnost adhezije izolovanih sojeva laktobacila na
humanul e | u linijg kolona HCT 116.U testu adhezivnostip aj v e | i Sstepen ad
u o | jeupravokod izolata 5sa najman;ji kod izolata Lac4

Sumiranjem rezultata svih primenjenih testova za pratce adhezi vnost.i m ¢
u o | dasusvi humani izolati pokazali visok stepen hidrofobnosti, sposobnost formiranja
autoagregata i koagregata, ali umereni stepen adhezivnesti | e | i j.eS did@T 116
strane, izolat iz sira (5s) je pokazao nizak stepemofulnosti, umereno formiranje
autoagragata i koagregat a, al o | Izjnpaditenpjn® v el t

korelacip i z meotobinahidrofobnosti iagregacije ali rezultati adhezije sa oba ova

Ssvojstva pokazuj u n eegoalte kv(uleg iidolz avih eezultaja u , gt o
mogemo zakl juliti da je kod humani h i zol at a
odgovoran za formiranje agrega@i ne i za adhezivnosta h u manza vifoe | i j e

stepen adhezivnosti izolafs m o g biti odgovorna njegova relativno visoka otpornost u

procesu tripsinizacijeDodatno,o v a j izol at mnogo sporije rasHi
uticati na ekspresiju specifilnih povrginski
interakci j astrumaali svdkakgz ama evat e odatna i stragiva
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Dok velina autora smatra adhezivnost poz
ima iliteraturnih podatakkojii s tdial s posobnost adhezije | aktob
potencijal no neoogobina@uwehand i Salmmen,a2003prijanjanje na
t ki va, narolito ogtelena, | &islayo Falpoweld¥;t av |l j a
Wilson i sar., 2009. U skladu sa tim postoji mofnost da se izborom probiotika sa
izuzetno viskim stepenomd hezi j e, i zabere u stvar.i pot en
velina probiotika koj i s e d laactabacilluskio r i st e

Bifidobacterium koji se generalno smatraju bezbednim i vrlo retko su povezivani sa bilo

kakvim bolestima $almineni sar., 2002; Borrielloi sar., 2003 . Zato se moge t\
kol onizacija ogtelienog tkiva |l aktobacili ma,
domal i nu. Apaestoloni sarg (P@01) su pokazali da i vitro uslovima ne
postoj e aznalk®j me ardhezi onom kapacitetu klini/|

izolovanih iz fecesadravih osoba

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali deolminepoputn e hemol i t i | nos-
antimikrobne aktivnosti premazlil itim Gram pozitivnim i Gramrmegativnim bakterijama
al i [ odsustva iste prema dr ugi simuiranjhevi ma |
uslova gastrointestinalnog trakta, kao i sposobnostzjdiza crevnu mukozia koje su
potvrlLene kod svi h i z o lujanaatondalse osionpge gmaatrati a Kkt o b ¢
probiotiskim sojevimaPri tome, azlike u poreklu izolovanih sojeva laktobacgamo
del i mitlinnou na nji hove probiotske karakterist
gastrointestinal nog t r avlavaaupravoizola pshajimjee m pr oc
humanog porekld maj ul i mm§ eu sdd hdimanb poreklo ispitivanih sojeva
probioti ka rdjgkempetitiveastbosimbsutastale kao i velu spos
pregivljavanj a humampg gamiht¢stinaliog tialdal ogvtao s e obj agn
bol j om ad a pjih.iMe & u ds& dnuge sirame, izolat 5s jepokamaaj vi gi st epe

adhezije na &epitel kol ona, gto je osobina
ispoljavanje korisnih efekata prols#ih soeva.Ovo svoj stvo ga | ini K
odnosu na izolate humanog porekla, jer iako
gastrointestinalnog trakt, dobra adhezivna svojstva bi mu

manj em br oj a,ntestinalhi jemtelliz sojLactolzacillus casebs, po svojim
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adhezivnim osobi nama, spektru antimikrobnog
gastrointestinalnog traktkao najbolji kandidati za dalja ispitivanja se izdvajapumani

izolati La2, Lac6 i Lac7 koji pripadaju vrstLactobacillusplantarum

Odabir j ednog [ vige probiotskih
procesuazvojapr obi ot skog pr ep avomtraau detektovhoal osnovdaa s u L
probiotska svojstva ispitivanih izolata, dalja ewalcii j a b mo ¢nlvaro da ukl
i spitivanje kompetitivne inhibicije adhezije
karakterizaciju povrginskih struktura | aktot

svojstva. Kako su sojevi pokazali da pdsju rezistenciju prema pojedinim antibioticima,
neophodno je ispitat:i prenosi vost uol ene an

kodirane rezistencije prema pojedinim antibioticima, neophodno je uptaBinid curing

na t aj nal ilnk e kd etnent mi yeemteea ikoje bi se mogl e
mikrobiote.

Dal j i t ok i stragi vanip aivo ma ekspéciigntalhinn o i spi
givotinjama, kao i klini] ke studije, koj i ma
podnoglUjzi vtoos,t .ovakvim istragivanjima mogul e
regulaciju sastava i brojnosti intedinne mi kr obi ot e, njihovu spo
patol ogki h promena u i nt eisflfamatonmmenasgbine, kaain o mo d u |
efekatnakati ovaskul arni sistem. Deo ovih ispitiva

sprovedenimin vivo ispitivanjima na Wistar pacovima koji su bili na dijgibgatoj
mastimai z ol at 5s pokazao znalajan hipolipidemi

holesterta i triglicerida), kao i sposobnost adhezije i kolonizacije tankog creva. Uk to,

studiji oral ne t oksi [zdnagstvéna bezbednostpwysojma pokaz a

Drugi pravacd al j eg i stragivanja odnosio bi s e
proizvad n j e, kako bi se definisali@ optRadnal ni us
dobijanj a stabil nih probiotskih preparat a

liofilizacije ( s u gzanmwzavanjem na izuzetno niskim temperaturama) spray
drying ( s u guestryji ¢oplog vazduha). Ovim tehnikama se smargije/nostvode u
proizvodu, | i me se obezbeluje zadrgavanje v

proizvoda i omogul ava njegova stabilnost.
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MelLut i m, kako sam postupkakutliiloefina zaecj pb
neophodno je koriglienje razlilitih supstanci
zagtitni agensi su | aktoza I obrano mleko,
kiselina, glicerin, sorbitol, manitol, skrob, dekstrimehaloza i drugi. Najsavremenija

metoda zagtite bakterijskih sojeva od negat.

mi kroinkapsul acij e, koj i kori st razlilite s
gtiti vijabi | no wttokup priprdme oprozvodah mikeiokapswaaija
pospeguje i pregivljavanje uslova humanog ga
Osim pitanja zagtite sojeva prilikom prip
i usl ovi |l uvanja gotovag Vpr aiba A\ mdakada setog kew ar g
proizvod -W@ane@o 2na sobnoj temperaturi. M
temperaturama povl al.i dodatna pitanja koja n

nije uvek mogulie ispogobalai ddl pdadaVvaaacpo:s
radi o izvozu, a to doHatmebatddesamapremiuot
hladnom nije komforna ni za korisnike, koji onda takve proizvode izbegavaju.

Probiotski preparati pripadaju grupi dijetetskih proizvddage regulatorna tela,

poput Agencije za | ekove i medi ci nska sredst
hranu i |l ekove u svetu, ne kontroligu pre i.:
i maju na pakovanju il iejstuai efgklivhosttavae samamati al en s
br oj proizvoda moge pohvaliti klini|]l kom stu.
efekte i zato bi svaki ozbiljan proizvolal

probi ot ski proi zvod zr ekliiznialskkea sntau dti j i, g tzea
probiotika potrebna je i dodatna edukacija |
pacijentima mogl.i prugi ti pouzdane informac

tretmanu njihovih tegoba.
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6.Zzakl j ul ci



N a

osnovu rezultata dobijenih u ovom radu mo

. lz ukupno 43 gastrointestinalna uzorka (uzorci fecesa i briseva usne duplje),

poreklom od zdravih beba starih do osam meseci koje nisu primakeossku
terapiju, izolovano je 126 baktej s ki h sojeva, od | ega 104 C

Gram negativnih bacila i 14 Grapozitivnih bacila.

.1z ukupno 3 uzorka domaleg sira sa podr.L

ukupno 17 bakterijskihseya,od ega 16 Gr am p o z ipdzitivmini h k ok

bacil.

Me Lu i z ol owaitivhimba@lima njih ukupno 7 iz gastrointestinalnog
trakta i 1 iz sira su bil:i nesporogeni , k
rastu i raz mn o gm uskdjima, tesse prelimirama determihisani

kao pripadnici rodd.actobacillus Soj evi humanog por-ekl a su
Lac7, dok je soj iz sira oznalen kao 5s.

Fenotipska identifikacija, zasnovana na ispitivanju fermentacije ugljenih hidrata

komerci al nim kitovi ma API 50CH, je hokazal a
fermentum(99,5% pouzdanosti},ac2 sal.. brevis(98,6% pouzdanosti),ac3 sal..

pentosus (99,9% pouzdanosti)Lac4 sal. paracasei spp paracasei(98,6%
pouzdanosti),Lac5 salL. addophilus (85,6% pouzdanosti)l.ac6 i Lac7 salL.

plantarum (99,9% i 99,3% pouzdanosti), &s sal. paracasei/casei(94%

pouzdanosti).

Genotipskom identifikacijom, izvrgenom se
identifikovani do nivoa vrste i to Laclakc2, Lac6 i Lac7 kab. plantarum Lac3 i

5s kaoL. casej Lac4 kad.. paracaseia Lac5 kad.. gasseri

Soj Lac5 je zbog sporog rasta iskljulen i
Fiziol ogka i bi ohemi j ska Kk aerpaokvodergasz aci j a
toko fermentacije,r ast u u opsegu temperature od 1(
vrednosti u intervalu-8, a NaCl u koncentracijama od 2% do 6,5%. Koncentraciju
fenola do 0,4% tolerigu svi i spitivani I Z

1% fenola. Proteolt i | ku akti vnost pokazuje samo i zc
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8 Dinami ka rasta svih izolata humanog por ek
sporiji rast.

9. Svi izolati su rezistentni prema vankomicinu, amikacinu, gentamicinu i
norflokscinu, a osetljivi prema ampicilinuifampicinu.

10.Svi izolati su otporni na dejstvéizozima, a- amilaze, tripsina, himotripsina,
pronaze E i katalaze.

11.Svi izolati su tolerantni na niske pH vrednosti podloge (p# 2 . Naj vel.i St e
rezistencije pokazuje izolat Lac6, a najmaniji izolat Ldaddatno, uv e gt al k om
geludalnom soku ( ppr 9 e matk opuvillsgjda bigi anwa mj a
jeveli od 79, 8%.

12.Svi izolati su izrazito tolerantmma pr i sust vo §uQ5%2%), ssol i u
obzirom da je njihovo pDeddtvig,avanijvedgtval
intestinalnom fluidu nakon 120 minuta pr
veli od 88, 9%.

13.Svi izolai su pokazali antimikrato dejstvo prema pojedinim Gram pozitivnim i
Gramnegativnim bakterijama, dok je ono izostalo prema &wvaa i plesnima, kao
i prema drugim vrstama laktobacila. Antimikrobni efekat se pripisuje proizvodnji
organskih kiselina, odnosno snigenju pH.

14Na osnovu sposobnosti vezivanja za organs
hi drof obnost ikadalesu izGlass&(47¢26%) i LdcT (66,51%), dok
su ostaliizolati pokazali visoku hidrofobnost, koja se kretala u intervalu 70;56%
80,51%.

15.Najmanji stepen autogr egaci je uolen je kod izol at a
Lac3 i Lac4 su pokazali sredrgtepen autoagregacije (oko 50%)zalati Lac6 i
Lac7 visoku autagregaciju (oko 70 %).

16.U testu kaagregacije sd.. monocytogenes aj vel u sposobnost je |

Lac6 (55,49%), a najnigu izol ati Lac4 i 5
su pdazali izolati Lacl, Lac2, Lac3 i Lac7 (22,65%5,11%). U testu sa sojein
coinaj vepenikagrtegacije je pokazao izolat Lac
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5s, Lacl i Lacd (1786 - 27,86%). Umereni stepen &gregacije su pokazali
izolati Lac2, Lac@ Lac7 (42,44% 45,41%).

17.Sv i i spitivani izol ati pokazal. SuUu sposo
creva HCT 116. Najvigi adhezioni potenci j
(9,06%), a najmanji kod izolata Lac4 (4,32%).

18.St ati st ifle&aulothataadaj e ukazala na postojanj

osobina hidrofobnost:i [ agregacij e, al i
adhezivnost. na humane [ elije.

19.1ako s v i i zol ovani Soj evi poseduju probiots
stepenm pregivljavanj a u humanom gastroin

antimikrobnim spektrom i najboljim adhezivnim svojstvima, izdvajajthsmani
izolati Lac2, Lac6 i Lac7, koji svi pripadaju vrdti plantarum kao isoj 5s, koji

pripada vrstiL. casej kao rajbolji kandidati zalodatna ispitivanja

Ovaj rad predstavlja osnovu zhal j a i sut ra@iglijvanfar mul aci je nc
farmaceutskog probiotskog preparat&olovani sojevi laktobacila su adekvatno
identifikovani i okarakterisani njihove osnovneor obi ot ske osobine su p
koraci ka dobijanju konkretnog probiotskog preparata trebalo bi da budu provera porekla
rezistencije na antibiotike, sposobnosti kompetitivne inhibicije adhezije enteropatogena,

kao iin vivoi st r agi v an je aspitdoocspektan alelovanja psobiotika i aspekti

zdravstvene bezbednosih.r u g i pravac daljeg istragivanj a
tehnol ogkih aspekata proizvodnj e, kako bi S €
preparata.
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8. Prilozi



Prilog 1. Sekvenca 16S rRNKgenaizolata Lacl, GenBank: JN315657.1

GAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGAT
TGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACA
CGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAT
ACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTA
TCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA
CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGEBTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATT
GACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGG
AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGERAACTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGQACCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATC
TAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGRATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAA
GCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAG
TCGGTGGGSTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGG
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Prilog 2. Sekvenca 16S rRNKgenaizolata Lac2, GenBank: JN315658

GAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGAT
TGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACA
CGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGTAAT
ACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTA
TCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA
CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATT
GACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGG
AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT
TCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAA
TCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAA
GTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGA
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Prilog 3. Sekvenca 16S rRNKgenaizolata Lac3, GenBank: JN315659

CGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTT
GCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATA
GATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTT
GGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAABAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
TGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGCCGGCGTGACGGTATC
CAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTG
CCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGA
GATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGA
CTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCGG
TGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCG
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Prilog 4. Sekvenca 16S rRNKgenaizolata Lac4, GenBank: JN315660

ATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATT
CAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTT
AAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAA
CCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCC
GCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTA
GCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTTGTTGTTGGA
GAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT
GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGGAAATGCGTAGATATAT
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTC
CCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGC
CATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCC
TTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGGATCAC
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Prilog 5. Sekvenca 16S rRNK gena izolatdac5, GenBank JN315661

AGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTGGTGCTTGCACCAAATGAAACTAGA
TACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGA
CTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGC
ATGTCTAGAGTTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAG
TTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAA
AGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGC
CTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAATTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
CATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTBAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTC
GGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAATGAGACTGCEGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
GGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTGAAAGCCGTTC
TCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAGTCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATA
GGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGATTAG
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Prilog 6. Sekvenca 16S rRNK gena izolatdac6, GenBank: JN315662

AAGCCCCGCTTGGCGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATT
GATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT
AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGG
CTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGC
TCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGG
CTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGT
ATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGASTGCAT
CGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATG
CAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA
GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACKECGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACAC
CCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGGTGAACAGGT
ATAGGG
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Prilog 7. Sekvenca 16S rRNK gena izolatdac7, GenBank: IN315663

ACATGCAGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATG
GTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGC
GTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAGTCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGA
ACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGA
AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGAT
GAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCATTCCGCCTGGGGAGTAEGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTT
CGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCIGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATT
CTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGICACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTA
GGAACCAGCCGCTAATGGTGA
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Prilog 8. Sekvenca 16S rRNK gena izolat®s

GGCCGACGTGGGCTATCTGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTG
CACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAMCAGATGCTAATACCGCATAG
ATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTG
GATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGA
TGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGG
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTG
TTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCG
CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGA
TCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACT
AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCBAGCCGGTGG
CGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAAAGATTAGGGGAA
GTCTACAGAGCGCCAA

131



Prilog 9. Spektroskopskaslikas adr gaj a ml el ne i buterne ki sel

Hromatogram mobilne faze

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ008.D)
mAU ]

-20

-40

7.762

-60 -

-80 -

-100 4

L B L A e e e R R E S e e T B e e T B S e e e AL
0 5 10 15 20 25 30 rmin

Hromatogrammlene ki sel ine, standard 1 mg/ mL

Hromatogram mle n e Kk i andardi2mg/mL s t
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