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Izolacija, karakterizacija i ispitivanje probiotskih osobina autohtonih sojeva
laktobacila

Rezime

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje probiotskih osobina novih, autohtonih
sojeva laktobacila izolovanih iz gastrointestinalnog trakta zdravih beba i1 uzoraka domaceg
kravljeg sira sa podruc¢ja Gornjeg Milanovca. Ukupno je obradeno 46 uzoraka (43 humanog
I 3 poreklom iz sira) iz kojih su izolovana 143 bakterijska soja. Od ovog broja 120 izolata
su bili Gram pozitivne koke, 15 izolata Gram pozitivni bacili i 8 izolata Gram negativni
bacili. Pripadnost rodu Lactobacillus je potvrdena kod 8 izolata (7 humanog i 1 poreklom iz
sira) za koje je pokazano da su katalaza negativni, nesporulativni Gram pozitivni bacili,
sposobni da rastu na MRS podlozi u anaerobnim uslovima. Genotipska identifikacija je
pokazala da izolati Lacl, Lac2, Lac6 i Lac7 pripadaju vrsti Lactobacillus plantarum, izolati
Lac3 i 5s vrsti Lactobacillus casei, izolat Lac4 vrsti Lactobacillus paracasei i izolat Lacb
vrsti Lactobacillus gasseri. 1z daljih ispitivanja je iskljucen izolat Lac5 zbog slabog rasta na
¢vrstoj podlozi. FizioloSkom i biohemijskom karakterizacijom ispitivanih izolata pokazano
je da se radi o nehemoliticnim, homofermentativnim vrstama koje rastu u Sirokom opsegu
temperature (10-40°C), koncentracije NaCl (2,0-6,5%) i pH vrednosti (2,0-8,0). Takode,
utvrdeno je da izolat 5s raste mnogo sporije u odnosu na ostale izolate. 1zolati su pokazali
visok stepen otpornosti na lizozim, kisele uslove sredine i1 prisustvo zu¢nih soli.
Proteoliticka aktivnost je detektovana samo kod izolata Lacl. Svi ispitivani izolati rastu u
prisustvu fenola od 0,4%, a izolat Lac2 i pri koncentraciji od 1%. Ispitivanje osetljivosti na
najcesc¢e upotrebljavane antibiotike pokazalo je da su svi izolati rezistentni prema
vankomicinu, amikacinu, gentamicinu i norflokscinu, a osetljivi prema ampicilinu i
rifampicinu. Ni jedan od ispitivanih izolata nije pokazao osetljivost prema a-amilazi,
tripsinu, himotripsinu, pronazi E i katalazi.

Ispitivanje osnovnih probiotskih osobina pokazalo je visok procenat (preko 79%)
prezivljavnja izolata u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta. Osim toga,
bezcelijski supernatanti svih izolata su pokazali antimikrobno dejstvo prema pojedinim

Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama, dok je ono izostalo prema kvascima i



plesnima, kao i prema vrstama iz roda Lactobacillus. Ova poslednja osobina je znacajna jer
daje moguc¢nost kombinovanja dve i viSe vrsta u potencijalnoj proizvodnji probiotika.
Antimikrobni efekat izostaje nakon neutralizacije bezcelijskog supernatanta, §to pokazuje
da se on pripisuje proizvodnji organskih kiselina i sniZzenju pH. Ispitivani izolati su
pokazali srednji i visok stepen hidrofobnosti ¢elijskog zida, a poseduju i sposobnost
autoagregacije i koagregacije sa E. coli i L. monocytogenes. Prilikom ispitivanja
sposobnosti adhezije izolata na HCT 116 celijsku liniju pokazan je umereni adhezioni
potencijal.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da svi izolovani sojevi poseduju probiotske osobine, pri
¢emu se medu njima izdvajaju Lac 6 i Lac7 (oba L. plantarum), kao izolati sa najvis$im
stepenom preZivljavanja u humanom gastrointestinalnom traktu i najSirim antimikrobnim
spektrom, kao i izolati 5s (L. casei) i Lac2 (L. plantarum) koji su pokazali najvisi adhezioni

potencijal.

Klju¢ne reci: autohtoni izolati Lactobacillus sp., probiotici, antimikrobna aktivnost,

adhezivnost

Naucna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Biologija mikroorganiizama

UDK broj: 579.864:579.22 (043.3)



Isolation, characterization and investigation 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 healthy babies and
homemade cheese samples originating from the area of Gornji Milanovac. We collected 46
samples (43 of human and 3 of dairy origin), from which 143 bacterial strains were
isolated. Among them, 120 isolates were identified as Gram positive cocci, 15 isolates as
Gram positive bacilli and 8 isolates as Gram negative bacilli. We showed that 8 isolates (7
of human and 1 of dairy origin) were catalase-negative, Gram positive bacilli that do not
form spores and are able to grow on MRS medium in anaerobic conditions, and confirmed
that they belong to the genus Lactobacillus. Genotypic identification showed that isolates
Lacl, Lac2, Lac6 and Lac7 belong to the species Lactobacillus plantarum, isolates Lac3
and 5s to the Lactobacillus casei, Lac 4 to the Lactobacillus paracasei and isolate Lac5 to
the Lactobacillus gasseri. Isolate Lac5 was excluded from further studies due to its poor
growth on agar medium. Physiological and biochemical characterization showed that all
isolates were nonhemolytic, homofermentative species, growing in a wide range of
temperature (10 to 40°C), NaCl concentration (2.0 to 6.5%) and pH (2.0 to 8.0). 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 in the presence of 0.4% phenol and Lac2
even at its concentration of 1%. Investigation of isolates sensitivity to antibiotics showed
that all isolates were resistant to vancomycin, amikacin, gentamicin and norfloxacin, but
sensitive to ampicillin and rifampicin. All tested isolates showed no sensitivity to o-
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 antimicrobial effect against certain Gram positive and Gram negative
bacteria, but not against yeasts and molds. No antimicrobial effect was detected against

other species of the Lactobacillus genus. 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 cell-free supernatant, indicating that this
feature can be attributed to the production of organic acids and lowering of the pH. The
tested isolates showed medium and high degree of hydrophobicity of the cell wall, the
ability of auto-aggregation, and also of co-aggregation with E. coli and L. monocytogenes.
Moderate adhesion potential was detected when we investigated the ability of 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 Lac7 (both L. plantarum) could be marked as the most prosperuous ones,
due to their highest level of survival in the human gastrointestinal tract and the broadest
antimicrobial spectrum, as well as isolates 5s (L. casei) and Lac2 (L. plantarum), due to

their pronounced adhesion potential.

Keywords: indigenous Lactobacillus sp. strains, probiotics, antimicrobial 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 razli¢itih vrsta mikroorganizama. One
naseljavaju povrSinu i duboke slojeve koze, ukljuCujuéi i mle¢ne zlezde, salivu i1 oralnu
mukozu, konjuktivu oka i gornji respiratorni trakt, a u najve¢em broju nalaze se u
gastrointestinalnom traktu i vagini (Konig i Brummer, 2014; Urbaniak i sar., 2014). U
sastav slozenih mikrobijalnih zajednica koje sa organizmom domaéinom sacinjavaju
takozvani supraorganizam ulaze bakterije, gljive i arhee (Eckburg i sar, 2005). Sve one
zajedno ¢ine mikrobiotu koja se formira odmah nakon rodenja i koegzistira u organizmu
domacina tokom celog zivota. Koliko je mikrobiota coveka raznovrsna vidi se iz podatka
da u odraslom organizmu koegzistira preko 1000 razlicitih vrsta bakterija (Rajilic-
Stojanovi¢ i sar., 2007; Tap i sar., 2009; Qin i sar., 2010; Konig i Brummer, 2014), a na taj
broj treba dodati i prisutne vrste gljiva i arhea. Njihov broj je mnogostruko manji, a
dominantni predstavnici su rod Candida medu gljivama, kao i metanogene arhee iz rodova
Methanobrevibacter i Methanosphaera (Florin i sar., 2000; Bernhardt i Knoke,1997).

Mikrobiota ima veliki znacaj za fiziologiju domacina, uti¢uéi pre svega na varenje i
apsorpciju hranljivih materija, sintezu vitamina, zaStitu od kolonizacije patogenima,
modulaciju imunskog odgovora, regulaciju cuvanja masnih naslaga 1 stimulaciju
intestinalne angiogeneze (Backhed i sar., 2005). Genski sadrzaj mikrobiote koja naseljava
ljudski organizam sac¢injava humani mikrobiom, koji je 100 puta ve¢i od humanog genoma
(Lonnermark, 2010).

Bitnu komponentu humane mikrobiote predstavljaju bakterije mle¢ne kiseline,
heterogena grupa mikroorganizama sa zajednickim metabolickim 1 fizioloSkim
karakteristikama, koju pored roda Lactobacillus, koji je najbrojniji, ¢ine i rodovi
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus i Leuconostoc
(Dellaglio i sar., 2005).

1.1. Mikrobiota gastrointestinalnog trakta

Kolonizacija gastrointestinalnog trakta pocinje jos na samom na rodenju, a nastavlja
se tokom celog zivota, sa znacajnim promenama karakteristicnim za starosne dobi
(Mitsuoka, 1992). U trenutku rodenja gastrointestinalni trakt novorodencadi je gotovo

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



populacija, po sastavu sli¢cna kao kod odraslog ¢oveka, uspostavila do druge godine zivota i
sa zavrsenim procesom uvodenja c¢vrste hrane (Slika 1). U gastrointestinalnom traktu
zdravih ljudi  bakterije su dominantno zastupljene u obliku pojedinacnih ¢elija ili
mikrokolonija, dok su multicelularne strukture, koje se Cesto oznaCavaju kao zajednice
slicne biofilmu, uglavnom karakteristika patogenih stanja (MacFarlane i sar., 2004; Branda
I sar., 2005; Swidsinski i sar., 2005). Kod novorodencadi gastrointestinalni trakt prvo
nastanjuju bakterije poput razli¢itih vrsta rodova Staphylococcus i Streptococcus i familije
Enterobacteriaceae. Ove vrste svojom aktivnosc¢u proizvode nove metabolite pripremajuci
intestinalni sistem za uspostavljanje populacije striktno anaerobnih vrsta bakterija medu
kojima dominiraju predstavnici rodova Bifidobacterium, Clostridium i Bacteroides.
Bakterije koje kolonizuju gastrointestinalni trakt novorodencadi su poreklom iz okruzenja,
pre svega od majke, a na sastav bakterijske populacije uti¢u razni faktori kao $to su tip
porodaja, nacin ishrane, gestacijska starost, koris¢enje antibiotika, hospitalizacija,
okruzenje, kao i zdravstveno stanje majke (Mitsuoka, 1992).

Smatra se da kod novorodencadi koja se hrane iskljuc¢ivo majcinim mlekom
dominiraju bifidobakterije, a da je nesto manja kolonizacija vrstama rodova Streptococcus,
Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus i familije Enterobacteriaceae (Slika 1). Sa
druge strane, mikrobiota novorodenc¢adi na vestackoj hrani je raznovrsnija i u njoj se mogu
sresti vrste rodova Bacteroides, Clostridium i familije Enterobacteriaceae (Marquess i sar.,
2010).
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Slika 1. Distribucija i broj bakterija u humanom gastrointestinalnom traktu

(preuzeto iz Krogius-Kurikka, 2011)

Mikrobiota gastrointestinalnog trakta odraslog coveka predstavlja funkcionalno

uniformnu zajednicu koju karakteriSu specifi¢nost i relativna stabilnost (Vanhoutte i sar.,

2004; Kurokawa i sar., 2007; Rajili¢-Stojanovi¢ i sar., 2009; Turnbaugh i sar., 2009;

Gosalbes i1 sar., 2011). Neke od

njih su tranzitne, dok druge stabilno kolonizuju

gastrointestinalni trakt, ali sve zajedno odrzavaju dinamicku ravnotezu, kako unutar

intestinalne mikrobiote, tako i sa organizmom domac¢inom. Broj bakterija prisutnih u usnoj
duplji je 10° do 10® CFU/ml pljuvacke, u zelucu taj broj iznosi oko 10° CFU/mL

zeluda¢nog soka, u duodenumu oko 10* CFU/mL sadrzaja, u tankom crevu oko 107 do 10°



CFU/g sadrzaja, dok u debelom crevu taj broj dostize 10'? CFU/qg fecesa. U intestinumu su
prisutne Bacteria, Archaea i Eukarya, kao i mnogi virusi (Rajili¢-Stojanovi¢ i sar., 2007;
Reyes i sar., 2010; Sekirov i sar., 2010). Kod starijih ljudi, mikrobiota postaje nesto manje
raznovrsna (Enck i sar., 2009; Rajili¢-Stojanovi¢ i sar., 2009; Claesson i sar., 2010), dok je
kod stogodisnjaka zna¢ajno promenjena (Biagi i sar., 2010).

Na sastav mikrobiote gastrointestinalnog trakta tokom zivota uti¢u faktori
mikrobijalne zajednice (Turnbaugh i sar., 2009), ali i spoljasnji faktori poput geografskog
porekla (Li i sar., 2008), nac¢ina ishrane (Muegge i sar., 2011), telesne tezine (Turnbaugh i
sar., 2009), zdravstvenog stanja (Sekirov i sar., 2010), eventualne antimikrobne terapije
(Jakobsson i sar., 2010), kao i koriscenje probiotika i prebiotika (Flint i sar., 2007;
Kajander i sar., 2008). Takode, sa sastavom mikrobiote, menja se i pH vrednost pojedinih
delova gastrointestinalnog trakta, od vrlo niske do neutralne (Duncan i sar., 2009).

Mikrobiota gastrointestinalnog trakta, odnosno kolektivni mikrobijalni genom,
nadomescuje neke od osobina koje nedostaju genomu ¢oveka (Camp i sar., 2009). Jedna od
najvaznijih uloga mikrobiote gastrointestinalnog trakta je katabolizam vlakana koja nisu u
potpunosti hidrolizovana enzimima domacina tokom varenja (Topping 1 Clifton, 2001).
Tako bakterije prevode unesene ugljene hidrate u vodonik, ugljen dioksid, metan i masne
kiseline kratkog lanca (Short Chain Fatty Acids, SCFA), poput acetata, propionata i
butirata. Najznacajniji proizvod bakterijske razgradnje vlakana su upravo SCFA, ¢ija se
uloga ogleda u de novo sintezi lipida i glukoze, a koji su glavni izvori energije za
epitelijalne ¢elije gastrointestinalnog trakta (Wolever i sar., 1989; Guarner, 2006; Flint i
sar., 2008). Sa druge strane, bakterije razlazu i proteine nesvarljive za domacina,
hidrolizuju¢i ih do aminokiselina, koje se dalje razgraduju do vodonika, ugljen-dioksida,
amonijaka, amina, metana i organskih kiselina, a u slu¢aju aromati¢nih i aminokiselina sa
sumporom, jo§ i fenolnih jedinjenja i sulfida (Hughes i sar., 2000). Mikrobiota
gastrointestinalnog trakta jo§ ima sposobnost metabolicke obrade nekih potencijalnih
kancerogena, aktivacije bioaktivnih jedinjenja i produkcije vitamina (poput vitamina K,
vitamina B12 1 biotina), doprinosi metabolizmu Zu¢nih soli, apsorpciji kalcijuma,
magnezijuma i gvozda, a takode ucestvuje 1 u regulisanju ¢uvanja masti (Guarner, 2006;

Leser i Molbak, 2009; Hammes i Hertel, 2009). Dodatno, ucestvuje i u sazrevanju



imunskog sistema domacina i odrzavanju homeostaze (Round i Mazmanian, 2009), a ima i
zaStitnu ulogu jer deluje kao brana od kolonizacije gastrointestilanog sistema patogenim
mikroorganizmima (Stecher i Hardt, 2008).

Kao primer korisne uloge crevne mikrobiote, naj¢esce se navodi tzv. "kolonizacioni
otpor" ili " efekat barijere " (van der Waaij i sar., 1971; Vollaard i Clasener, 1994) koji
podrazumeva da bakterije ve¢ prisutne u crevima onemogucavaju kolonizaciju
novounesenim mikroorganizmima, ukljucujuc¢i i patogene. U skladu sa ovim, moze se
pretpostaviti da bi se korigovanjem navika u ishrani moglo dovesti do povecanja relativne
brojnosti tzv. korisnih bakterija i tako pozitivno uticati na zdravlje domacina. Upravo je
ovo bila originalna pretpostavka Mec¢nikova, koji je smatrao da su neophodna "sistematska
istrazivanja uticaja crevne mikrobiote na prevremeno starenje i nacina ishrane koji sprecava
truljenje u crevima, Sto bi moglo uticati na produzenje zivota i odrzavanje snage tela"
(FAO/WHO, 2002).

Deo mikrobiote domacina ¢ine i probiotski mikroorganizami. Probiotici su
definisani kao zivi mikroorganizami koji doprinose zdravlju domacina kada se unose u
odgovarajuéim koli¢inama (FAO/WHO, 2002). Clanovi humane mikrobiote su jedan od
izvora iz koga se izoluju nove probiotske vrste (Tuomola i sar., 2001). lako se i
bifidobakterije, kao i neke druge vrste mikroorganizama koriste kao probiotici, fokus ovog
rada postavljen je na na ispitivanje probiotskog potencijala razli¢itih vrsta laktobacila.
Laktobacili su izabrani pre svega zbog njihove zdravstvene bezbednosti, kao i izrazito duge

tradicije upotrebe.

1.2. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus obuhvata vise od 100 do sada opisanih vrsta. Pripada familiji
Lactobacillaceae, redu Lactobacillales, klasi Bacilli i filumu Firmicutes. Rod obuhvata
Gram pozitivne, katalaza i oksidaza negativne bacile koji ne formiraju endospore i ne
poseduju citohrome (Slika 2). Kao izvor energije najcesce koriste razlicite Secere; poseduju
efikasni metabolicki put fermentacije Secera spregnut sa fosforilacijom substrata. Retki su
izuzeci koji mogu Koristiti arginin  kao jedini izvor energije. Uglavnhom su

homofermentativni, i tada je krajnji produkt fermentacije mle¢na kiselina, dok kod



heterofermentativnih vrsta najmanje polovinu od ukupne koli¢ine krajnjih produkata
fermentacije ¢ini mleCna kiselina, a ostatak su acetat, etanol, ugljen dioksid, format i
sukcinat. Najprecizniju podelu po ovom Kriterijumu dali su Kandler i Weiss (1986):
- Obligatno homofermentativni laktobacili fermentiSu heksoze do mlecne kiseline, a
pentoze i glukonat ne fermentiSu. U ovu grupu spadaju L.acidophilus, L. delbrueckii

I L. helveticus;

- Fakultativno heterofermentativni laktobacili fermentisu heksoze do mle¢ne kiseline,

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

spadaju L. plantarum i L. casei;

- Obligatno heterofermentativni laktobacili fermentiSu heksoze do mlecne i siréetne
kiseline, etanola i ugljendioksida. U ovu grupu spadaju L. fermentum, L. fructosus

L. brevis, L. buchneri i L. reuteri.

Laktobacili su u literaturi uglavnom oznaceni kao fakultativno anaerobni organizmi
(Hammes i1 Hertel, 2009), medutim oni ne vrSe aerobno disanje. Najbolje rastu u
anaerobnim sredinama ili u uslovima smanjene koncentracije kiseonika i 5-10% ugljen
dioksida, odnosno u mikroaerofilnim uslovima. Po pravilu, striktno aerobni uslovi su za
njih letalni, Sto ukazuje da je sistem odbrane od reaktivnih kiseoni¢nih vrsti slabo
konstitutisan. Zbog toga se u metabolickom smislu smatraju organizmima koji su na
samom pragu evolutivnog prelaska iz anaerobnog u aerobni svet (Hammes i Hertel, 2009).

Vrste roda Lactobacillus ne redukuju nitrate, ne razlazu zelatin, ne produkuju indol
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 hidrata. Optimalna temperatura za rast laktobacila je u
opsegu 30-40°C, a mogu rasti na temperaturama od 2-53°C. Optimalna pH sredine za
bakterije iz ovog roda je od 5,5-6,2 (Hammes i Hertel, 2009). Mogu se na¢i u mle¢nim
proizvodima, mesu i ribljim proizvodima, vinu, voéu i voénim sokovima, silazi, vodi,
zemljiStu 1 dr., a naseljavaju 1 gastrointestinalni trakt ljudi 1 reproduktivne organe Zena, kao

1 mnogih Zivotinja.



Slika 2. Morfologija ¢elija laktobacila (preuzeto sa http://www.sigmaaldrich.com/)

U organizmu coveka laktobacili su stabilni  stanovnici  mikrobiote
gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta, mada se mogu naci i u drugim sredinama. Smatra
se da su vrste L. gasseri, L. reuteri, L. crispatus, L. salivarius i L. ruminis predominantno
autohtone za Coveka, ali i vrste L. acidophilus, L. fermentum, L. casei, L. rhamnosus, L.
johnsonii, L. plantarum, L. brevis, L. delbrueckii, L. curvatus i L. sakei se mogu na¢i u
humanom gastrointestinalnom traktu. Mada su deo mikrobiote duodenuma, ileuma i
kolona, mogu se naci i u uzorcima zeluca (Heilig i sar., 2002; Walter, 2005). U odnosu na
odrasle osobe, mikrobiota novorodencadi je izuzetno nestabilna, ali se 1 tu mogu naci
laktobacili (Mackie i sar., 1999). Najces¢e izolovane vrste kod novorodencadi su L.
salivarius, L. rhamnosus i L. paracasei (Heilig i sar., 2002), a njihov broj je oko 10° CFU/g
fecesa, dok se taj broj kod beba starih mesec dana kreée od 10° do 108 CFU/g fecesa
(Mackie i sar., 1999). Kod odraslih ljudi broj laktobacila dostiZe i oko 102 CFU/g fecesa
(Rajili¢-Stojanovic i sar., 2007). Medutim, ovaj broj, iako veliki, predstavlja samo mali deo
humane mikrobiote fecesa, odnosno oko 0,01% do 0,6% (Kimura i sar., 1997; Sghir i sar.,
2000; Tannock i sar., 2000; Dal Bello i sar., 2003).

Nasuprot mikrobioti gastrointestinalnog trakta, laktobacili ¢ine dominantnu
komponentu mikrobiote Zenskog urogenitalnog trakta (Redondo-Lopez i sar., 1990; Zhou i

sar., 2007). Najéesce izolovane vrste vaginalnih laktobacila su L. crispatus, L. gasseri, L.



iners i L. jensenii (Burton i Reid, 2002; Vasquez i sar., 2002; Burton i sar., 2003; Anukam
I sar., 2006). Smatra se da zdrava i stabilna populacija vrsta roda Lactobacillus u zenskom
urogenitalnom traktu doprinosi zastiti od infekcija i pojave bakterijske vaginoze (Falagas i
sar., 2007).

Laktobacili nisu patogeni ili im je patogenost ograni¢ena na ljude koji ve¢ pate od
neke bolesti. Infekcije izazvane laktobacilima su veoma retke; procena je da je to 0,05-
0,45% svih slucajeva endokarditisa 1 bakteremija. Medutim, do sada nisu nadeni specifi¢ni

faktori patogenosti kod sojeva izolovanih iz obolelih pacijenata (Hammes i Hertel, 2009).

1.3. Celijski zid laktobacila

PovrSinske karakteristike laktobacila i struktura njihovog ¢elijskog zida (Slika 3) su
od presudnog znacaja za uspes$nu kolonizaciju gastrointestinalnog trakta laktobacilima.
Iako su specifi¢ni biohemijski i geneticki podaci o osobinama ¢elijskog zida laktobacila i
njegove biosinteze jos uvek fragmentarni i nedovoljno objasnjeni, generalno se moze reci
da je on, kao i kod ostalih Gram pozitivnih bakterija, sastavljen od debelog, viseslojnog
peptidoglikanskog sloja sa tejhojnim  kiselinama, asociranim  proteinima i
egzopolisaharidima. Kod nekih vrsta on je okruzen i S-sloj proteinima (Lebeer i sar.,
2008).

Sloj peptidoglikana ima vaznu ulogu u stukturnom integritetu i zastiti ¢elije od lize.
Celijski peptidoglikani su kovalentno i nekovalentno vezani za tejhojnu kiselinu,
polisaharide i proteine (Delcour i sar., 1999). Tejhojna kiselina je anjonski polimer
¢elijskog zida 1 sastoji se od ponavljajucih jedinica poliglicerol fosfata ili poliribitol fosfata.
U zavisnosti od mesta vezivanja, razlikujemo dva tipa tejhojne kiseline: (i) tejhojnu
kiselinu celijskog zida, oznacenu kao WTA (Wall Teicholic Acid), koja je kovalentno
vezana za peptidoglikan, 1 (ii) tejhojnu kiselinu citoplazmatiéne membrane, oznacenu kao
LTA (Lipo Teicholic Acid), koja je kovalentno vezana za lipide citoplazmaticne membrane
(Neuhaus i sar., 2003). Dok WTA poseduju svi laktobacili, LTA je prisutna samo kod
nekih, a generalno moZemo re¢i da su karakteristike molekula WTA i LTA specificne za

soj (Perea Ve'lez i sar., 2007a).
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Slika 3. Celijski zid laktobacila (preuzeto iz Lebeer i sar., 2008)

Dok se neki od egzopolisaharida laktobacila ispustaju u spoljasnju sredinu, drugi
ostaju vezani za cCelijski zid i1 njegov su integralni deo (Roberts, 1996; Sutherland, 1972).
To su kompleksne strukture koje se ne razlikuju samo po Se¢ernim monomerima koji ih
izgraduju, vec 1 po vrsti veza koje medu njima postoje, nacinu grananja i supstitucijama, $to
sve doprinosi strukturnoj raznolikosti Celijskog zida laktobacila (De Vuyst i Degeest,
1999).

Naposletku, povrSinski proteini laktobacila mogu da se sekretuju u spoljasnju
sredinu, ali mnogi od njih ostaju kovalentno ili nekovalentno vezani za ¢elijski zid ili
citoplazmaticnu membranu, te mogu biti odgovorni za neke probiotske karakteristike. Za
¢elijski zid laktobacila se kovalentno vezuju sortaza-zavisni povrsinski proteini (Sortase
Dependent Proteins) koje obraduje enzim sortaza. Sortaza ih specificno sece izmedu
treonina i glicina u molekulu proteina i kovalentno vezuje karboksilnu grupu treonina za
amino grupu prekursora peptidoglikana. Na ovaj nacin, sortaza-zavisni proteini ostaju
kovalentno vezani za peptidoglikan celijskog zida (Marraffini i sar., 2006). Smatra se da

sortaza-zavisni proteini imaju klju¢nu ulogu u interakcijama laktobacila sa domacinima



(Boekhorst i sar., 2005). Znacajno je i prisustvo lipoproteina koji se specificnom N-
terminalnom sekvencom kovalentno vezuju za lipide citoplazmati¢ne membrane. Osnovna
funkcija im je transportna, posto prihvataju specifi¢ne supstrate, kao $to su ugljeni hidrati i
prosleduju ih do transportnih sistema u citoplazmati¢énoj membrani (Sengupta i sar., 2013).
Nekovalentno vezivanje proteina ostvaruje se preko N-ili C-terminalnih delova proteina
koji u svom sastavu imaju hidrofobne aminokiseline (prac¢ene pozitivno naelektrisanim
ostacima) i zahvaljuju¢i njima ostvaruju interakciju sa lipidima citoplazmaticne membrane.
Pored njih, postoje i oni koji su za povrsinu c¢elije vezani protein-protein interakcijama, kao
I oni koji su sekretovani u spoljasnju sredinu, a zatim elektrostatickim interakcijama
reasocirani za ¢elijski zid (Avall-Jaaskelainen i Palva, 2005).

Uz sve gore pomenute proteine, pojedini sojevi laktobacila poseduju jos 1 povrSinski
S-sloj, sastavljen iz proteinskih subjedinica koje grade parakristalni heksagonalni ili
tetragonalni monosloj. Proteinske subjedinice S-sloja su uglavnom mali bazni proteini (40-
60 kDa) sa stabilnom tercijernom strukturom, koji su nekovalentno vezani za tejhojnu
kiselinu ili neutralne polisaharide ¢elijskog zida i ¢ine 10-15% od ukupnih povrSinskih
proteina (Avall-Jaaskelainen i Palva, 2005).

U interakcijama bakterijskih 1 sisarskih celija znacajna je uloga membranskih
proteina lektina, koji poseduju dva ili viSe specificnih domena za vezivanje za ugljene
hidrate. Lektini generalno u€estvuju u meducelijskim komunikacijama 1 opisani su kako
kod bakterija, tako i kod drugih organizama. Bakterijski lektini poseduju hemaglutinaznu
aktivnost, ali je njihova osnovna funkcija olakSavanje vezivanja bakterije za celiju
domacina, Sto je preduslov za kolonizaciju bakterija, vaznu kako za uspostavljanje
simbiontskog odnosa, tako i za nastajanje infekcije. 1z tog razloga, bakterijski lektini se
Cesto nazivaju adhezini, dok ugljene hidrate na povrsini celije domacina nazivamo

receptorskim molekulima (Lakhtin i sar., 2007; Varki i sar., 2009).

1.4. Definicija probiotika
Termin probiotik je prvobitno koris¢en kao suprotnost terminu antibiotik. Re¢ je
izvedena iz grckih reci pro i bios, sto bi u bukvalnom prevodu znacilo "za Zivot" (Hamilton-

Miller i sar., 2003). Ovaj termin Kollath (1953) je koristio da opiSe ozdravljenje
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pothranjenih pacijenata nakon koriS¢enja razli¢itih organskih i neorganskih dodataka.
Vergin (1954) je smatrao da se neravnoteza mikrobiote intestinuma izazvana antibioticima
moze ponovo uspostaviti ishranom bogatom probioticima, Sto mnogi autori oznacavaju kao
prvu upotrebu termina probiotik u smislu u kom se on i danas koristi. U isto vreme Kolb
(1955) je uocio Stetne efekte antibiotika i predlozio preventivno koriSéenje probiotika.
Kasnije, Lili i Stillvell (1965) defini$u probiotike kao supstance koje produkuje jedna vrsta,
a koje promovisSu rast druge vrste mikroorganizma. Slicno ovom pristupu, Sperti (1971) i
Fujii i Cook (1973) opisuju probiotike kao jedinjenja koja ili stimuliSu rast
mikroorganizama ili povecaju rezistenciju domacina prema infekciji, bez direktne inhibicije
rasta patogena in vitro. Parker (1974) ih definise kao organizme i supstance koje doprinose
intestinalnom balansu. Medutim, ovu definiciju je osporio veliki broj autora, jer ovakva
definicija moze da podrazumeva ¢ak i antibiotike. Kasnih 1980-ih i 1990-ih javlja se niz
razli¢itih definicija probiotika, od kojih je najCesée citirana Fulerova (1992), koji je
probiotike definisao kao dodatke hrani koji sadrze zive mikroorganizme, a koji blagotvorno
deluju na zivotinju domacina, tako Sto unapreduju intestinalni balans. Manjkavost ove
definicije se ogleda prevashodno u tome §to se viSe odnosi na zZivotinje, nego na ljude.
Razlic¢ite definicije 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 Sto je ve¢ receno, probiotici su definisani kao zivi mikroorganizmi koji
doprinose zdravlju domacina kada se unose u odgovaraju¢im koli¢inama. U skladu sa ovom
definicijom, veliki broj vrsta i rodova se moZe smatrati potencijalnim probioticima
(Holzapfel i sar., 1998), medutim komercijalno najvazniji su sojevi bakterija mle¢ne

kiseline.

11



Tabela 1. Definicije probitika tokom istorije

Autor, godina
Kollath, 1953

Vergin, 1594

Kolb, 1955

Lilly i Stillwell, 1965
Sperti, 1971

Fujii i Cook, 1973

Parker, 1974
Fuller, 1992

Havenaar i Huisint’Veld,

1992
Salminen, 1996

Schaafsma, 1996
Salminen i sar., 1999

Schrezenmeir i deVrese,
2001

FAO/WHO, 2002

Definicija/Opis
Probiotici se obi¢no javljaju u hrani biljnog porekla kao vitamini, aromati¢ne supstance,
enzimi i eventualno prisutne druge supstance u vezi sa vitalnim procesima
Probiotici su suprotnost antibioticima
Stetni efekti antibiotika mogu biti spre¢eni terapijom probioticima
Supstanca izlu¢ena od strane jednog mikroorganizma koja stimuliSe rast drugog
Ekstrakti tkiva koji stimuliSu rast mikroorganizama

Jedinjenja odgovorna za rezistenciju domacina na infekcije, ali ne inhibiraju rast
mikroorganizmama in vitro

Organizmi i supstance koje doprinose intestinalnom mikrobijalnom balansu

Zivi mikroorganizmi, kao dodaci hrani, koji korisno uti¢u na Zivotinju domacina tako §to
unapreduju mikrobijalni balans

Vijabilne mono- ili mesovite kulture mikroorganizama koje kod Zivotinja i ljudi
pokazuju korsne efekte poboljasenjem autohtone mikroflore

Ziva kultura mikroorganizma ili mle¢ni proizvod koji blagotvorno uti¢u na zdravlje i
ishranu domacina

Zivi mikroorganizmi koji nakon unosa odredenog broja, pokazuju pozitivne zdravstvene
efekte izvan osnovne ishrane

Preparati ¢elija mikroorganizama ili njihovih komponenti, koje imaju blagotvorno
dejstvo na zdravlje domacina

Preparat ili proizvod koji sadrZi Zive definisane mikroorganizme u odgovaraju¢em broju
koji uti¢e na mikrofloru odredenog dela tela domacina (implantacijom ili kolonizacijom)
1 ima blagotvorno dejstvo na zdravlje domacina

Zivi mikroorganizmi koji doprinose zdravlju domacina kada se unesu u odgovaraju¢im
koli¢inama
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1.5. Istorija istrazivanja probiotika

Escherich je prvi, 1885. godine, prepoznao znacaj ispitivanja bakterija prisutnih u
fecesu 1 gastrointestinalnom traktu zdravih ljudi, a koja omogucavaju razumevanje
fiziologije wvarenja, kao 1 patologiju i terapiju crevnih oboljenja izazvanih
mikroorganizmima. Gotovo u isto vreme, 1900. godine, mikrobiolozi Tissier i Moro
objavili su svoje nalaze ispitivanja izolata poreklom iz fecesa dojenih beba. Tissier je
primetio prisustvo anaerobnog organizma po morfologiji i bojenju po Gramu slicnog
laktobacilima, ali je uocio i da se njegove celije granaju. U skladu sa tom osobinom,
nazvao ih je Bacillus bifidus. Moro 1905. godine izoluje novu vrstu koja potic¢e iz dojki
majke, a nalazi se i u usnoj duplji i crevnom sadrzaju novorodenceta. Naziva je Bacillus
acidophilus zbog 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
porodaja, dok je kod beba hranjenih vestackim mlekom dominantna vrsta Bacillus
acidophilus (Vasiljevic i Shah, 2008).

Gotovo istovremeno, dobitnik Nobelove nagrade Mecnikov je primetio izuzetnu
dugovecnost Bugarskih seljaka, koja je bila znacajno iznad proseka karakteristicnog za
pocetak XX veka. Oni su imali prosecan Zivotni vek od 87 godina, a retki pojedinci (u
proseku 1/250 ljudi) su bili stogodisnjaci ili stariji. Jedna od glavnih specifi¢nosti njihovog
nacina zivota bila je visoka zastupljenost fermentisanog mleka u ishrani. U svojoj poznatoj
teoriji auto-intoksikacije, Mec¢nikov je izneo stav da toksini koje produkuju patogeni
polako truju ljudski organizam, ¢ime otpor tela kontinuirano slabi (Metchnikoff, 2004). On
je jos smatrao da se auto-intoksikacija moze spreciti koriS¢enjem kiselog mleka u ishrani,
odnosno unosenjem bakterija mle¢ne kiseline. Njegov rad je zasnovan na organizmu koga
je 1905. godine izolovao Grigorov i nazvao Lactobacillus bulgaricus. Ova vrsta je
koris¢ena kao starter kultura za proizvodnju bugarskog kiselog mleka (yahourth).
Mecnikov je na osnovu svojih eksperimenata dosao do zakljucka da je L. bulgaricus
sposoban da uspes$no kolonizuje crevni trakt i cak smanji broj prisutnih Stetnih bakterija.
Medutim, Herter i Kendall (1908) su pokazali da L. bulgaricus ipak nije u stanju da
uspesno kolonizuje intestinalni trakt, ali jesu uoc€ili odredene znaCajne promene u

intestinalnoj mikrobioti. lako je ovime Mecnikovljeva teorija osporena, brojni naucnici su
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nastavili da istrazuju potencijalne dobrobiti koje bi bakterije mle¢ne kiseline mogle imati
na ljudsko zdravlje. Tako su nesto kasnije izolovani sojevi vrste Lactobacillus acidophilus
sposobni da kolonizuju digestivni trakt.

U svojim radovima Rettger i Horton (1914) i Rettger i Cheplin (1920) su dokazali
da ishrana bogata mlekom ili laktozom kod Zivotinja i ljudi moze da dovede do
transformacije crevne mikrobiote, u smislu povecanja brojnosti korisnih mikroorganizama.
Ovi rezultati su probudili privredni interes za proizvode nastale fermentacijom pomocu L.
acidophilus (Burke, 1938). Grupa istraziva¢a u Japanu okupljenih oko Minoru Shirota
prepoznali su znacaj preventivne medicine 1 modulacije gastrointestinalne mikrobiote.
Godine 1930. oni su izolovali soj sposoban da preZivi prolaz kroz gastrointestinalni trakt i
nazvali ga Lactobacillus casei. Ovaj soj je Shirota iskoristio za proizvodnju fermentisanog
mle¢nog proizvoda pod imenom "Yakult", a koji je 1935. godine inicirao osnivanje
istoimene kompanije. U periodu od kasnih 30-tih do 50-tih godina proslog veka
istrazivanja u ovoj oblasti su usporena zbog vanrednih uslova (depresija, rat) sa kojima se
Citav svet suofavao u to vreme. Medutim, tokom 1950-ih i 60-ih dolazi do ponovnog

interesovanja i intenzivnih istrazivanja, koja i dovode do uvodenja koncepta probiotika.

1.6. Spektar delovanja probiotika na organizam domacina

Probiotici ispoljavaju svoje pozitivne efekte na viSe razli€itth nacina. Opsti
mehanizam njithovog dejstva u gastrointestinalnom traktu se moZe opisati kao mikrobijalna
interferencija, odnosno sposobnost probiotskog mikroorganizma da svojim prisustvom
smanji 1/ili  ograni¢i prisustvo, odnosno Stetno  delovanje enteropatogenih
mikroorganizama (Alvarez-Olmos i sar., 2001; Bansal i Garg, 2008), $to se moze ostvariti
direktno, ili kroz interakciju sa normalnom mikrobiotom. Naime, probiotici i
enteropatogeni se bore za ista mesta vezivanja za epitel, kao i za nutrijente. Ukoliko je
probiotski mikroorganizam prisutan u telu domacina, fizicko blokiranje receptora ili
stericke prepreke mogu mu pruziti kompetitivnu prednost u odnosu na patogene
mikrorganizme. Postoje brojni in vitro dokazi da pojedini probiotski sojevi inhibiraju rast i

adheziju mnogih enteropatogena (Bernet Camard i sar., 1997; Coconnier i sar.,1997;
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Hudault i sar., 1997; Gopal i sar., 2001), a zahvaljuju¢i tome smanjuju duzinu trajanja
infekcije i rizik od nastanka dijareje.

Probiotici utiu na brojnost pojedinih vrsta mikrobiote i dovode do normalizacije
broja mikroorganizama iz rodova Biffidobacterium, Bacteroides i Clostridium (Bansal i
Garg, 2008). Regulacija sastava mikrobiote u velikoj meri se ostvaruje zahvaljujuci
proizvodnji inhibitornih supstanci, poput bakteriocina, mle¢ne kiseline, vodonik peroksida
i dr., koje inhibiraju ili ubijaju alohtone vrste mikroorganizama. Dodatno, vodonik
peroksid u kombinaciji sa laktoperoksidaza-tiocijanatom iz mleka postaje baktericidan za
enteropatogene, zbog Cega je opravdano tradicionalno koriS¢enje probiotika prisutnih u
fermentisanim mle¢nim proizvodima (Mijacevi¢ i sar., 1989; Kaur i sar., 2002).

Osim §to reguliSu brojnost i1 sastav mikrobite, probiotici mogu i direktno ublazavati
razliite patoloske promene u intestinumu. Tako na primer L. rhamnosus i njemu sli¢ni
sojevi mogu da stimuliSu intestinalnu peristaltiku oslobadanjem kiselina (Bansal 1 Garg,
2008), Sto je vazno u prevenciji konstipacije. Zahvaljujuéi probiotskim bakterijama koje
proizvode R-galaktozidazu, ukupna aktivnost ovog enzima u gastrointestinalnom traktu je
poveéana, $to podstiCe razgradnju laktoze (Krack i sar., 2005). Zahvaljujuéi svim
pomenutim  svojstvima, probiotici se mogu koristiti u tretmanu veceg broja
gastrointestinalnih poremecaja. U slu€aju infektivnog gastroenteritisa 1 dijareje, ukljucujuci
I onu izazvanu rotavirusima, efikasnost u tretmanu pokazuju probiotski sojevi L.
rhamnosus GG, L. casei i L. reuteri (Alvarez-Olmos i Oberhelman, 2001; Senok i sar.,
2005; Bansal i Garg, 2008), kao i Saccharomyces boulardii (Guarino i sar., 2008).

Smatra se da sindrom nervoznih creva nastaje kao posledica preteranog
bakterijskog rasta u tankom crevu i povecane proizvodnje gasa (Wilhelm i sar., 2008;
Williams, 2010), a naruSena crevna mikrobiota moze biti izazivac¢ ili dodatno pogorSavati
klinicku sliku (Shanahan, 2000). Vrste L. acidophilus, L. salvarius UCC118 i L.
rhamnosus GG regulisu brojnost bakterija intestinalne mikrobiote i na taj na¢in indirektno
imaju pozitivan efekat u tretmanu ove bolesti (Bansal i Garg, 2008; Williams, 2010).

Zapaljenske bolesti creva (Inflammatory Bowel Diseases) obuhvataju ulcerozni
kolitis, Kronovu bolest i poucitis. Studije koje su se bavile remisijom Kronove bolesti su

pokazale da je stopa relapsa bila znacajno manja kod pacijenata koji su uz standardnu
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terapiju unosili i probiotsku vrstu S. boulardii (Guslandi i sar., 2000). Pored toga, nekoliko
studija ukazuje na pozitivan uticaj probiotika na remisiju ulceroznog kolitisa (Rembacken,
1999; Williams, 2010). Laktobacili imaju i inhibitorni efekat na adheziju Helicobacter
pylori potencijalnog izazivaca gastritisa, ¢ira na zelucu, pa ¢ak i kancera (Bansal i Garg,
2008). Osim toga, oni smanjuju i aktivnost ureaze, koja je neophodna za opstanak H.
pylori u kiseloj sredini (Midolo i sar., 1995; Kabir i sar., 1997; Aiba i sar.,1998;
Coconnier i sar., 1998).

Doprinose¢i normalizaciji mikrobiote probiotici se Cesto koriste i za tretman tegoba
izazvanih antibiotskom terapijom (FAO/WHO, 2002). Jedan od osnovnih problema u vezi
sa koriS¢enjem antibiotika je pojava dijareje izazvane pove¢anom brojnoscu vrsta poput
Clostridium difficile i/ili Klebsiella oxytoca i produkcije toksina. Primena probiotika
dovodi do promene konzistencije stolice i smanjenja trajanja dijareje, a najvecu efikasnost
pokazuju vrste L. rhamnosus GG, L. acidophilus i L. bulgaricus (Bansal i Garg, 2008).

Osim §to deluju u samom gastrointestinalnom traktu, laktobacili mogu da deluju i
na fiziologiju razli¢itth organskih sistema. Spektar potencijalno reverzibilnih
neuropsihijatrijskin abnormalnosti kod pacijenata sa nefunkcionalnom jetrom, poznat kao
hepaticna encefalopatija, obuhvata promene li¢nosti, naruSavanje intelektualnih
sposobnosti, a prate ih 1 poremecen nivo elektrolita, infekcije 1 gastrointestinalno krvarenje
(Riggio i sar., 2005). Pozitivno dejstvo u tretmanu ovog poremecaja uoceno je kod
primene probiotske vrste L. acidophilus (Ziada i sar., 2013).

Laktobacili i proizvodi njihovog metabolizma mogu imati pozitivan uticaj i na
kardiovaskularni sistem (Sonestedt i sar., 2011). Tako oni povecaju nivo intracelularnog
kalcijuma u kardiomiocitima, ¢ime se povecava kontraktilnost miokarda (Sobol i sar.,
2013). Nekoliko studija su pokazale pozitivne efekte probiotika na metabolizam kalcijuma.
Mehanizmi odgovorni za to su povecana rastvorljivost minerala zbog proizvodnje masnih
kiselina kratkih lanaca, povecana ekspresija kalcijum-vezujucih proteina, oslobadanje
kostanih moduliSu¢ih faktora, uvecanje apsorptivne povrSine i degradacija mineralnih
kompleksa ftalne kiseline (Bansal i Garg, 2008).

Hipertenzija se javlja kao posledica konverzije angiotenzina-l u potentni

vazokonstriktor angiotenzin-1l1 (Nakamura i sar., 1995; Seppo i sar., 2003; Liong i sar.,
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2007). Laktobacili proizvode bioloski aktivne peptide koji inhibiraju rad enzima koji
konvertuje angiotenzin-l1 i imaju preventivnu i terapijsku ulogu u leCenju razli¢itih
ishemijskih bolesti srca (Oxman i sar., 2001). Mnogobrojna in vitro i in vivo istrazivanja
su pokazala da dekonjugaciona i hidroksilazna aktivnost probiotskih sojeva prema
konjugovanim zu¢nim solima uzrokuje snizavanje koncentracije holesterola, jer se on
talozi zajedno sa konjugovanim zuénim solima (Suskovié i sar., 2000). L. johnsonii i L.
reuteri su neki od probiotika za koje je utvrdeno da imaju sposobnost da smanjuju nivo
serumskog holesterola (De Roos i Katan, 2000).

Kroz razliite studije je uoceno da probiotici mogu da sprece ili odloze razvoj
kancera. Ovu osobinu duguju svojoj sposobnosti inhibicije rasta nekih od ucesnika
intestinalne mikrobiote koji proizvode enzime ukljucene u promociju kancera, poput B-
glukuronidaze, nitroreduktaze, azoreduktaze i steroid-7a-dehidroksilaze (Vasiljevic i Shah,
2008). Osim toga, proizvodnjom masnih Kkiselina kratkog lanca i smanjenjem pH
laktobacili ometaju aktivnost enzima ukljucenih u proces kancerogeneze. Takode, butirat je
uklju¢en u detoksikaciju elektrofilnih jedinjenja povecanjem ekspresije glutation
transferaze (Bansal i Garg, 2008). Osim toga, razlicite vrste laktobacila, poput L. casei,
imaju sposobnost vezivanja mutagena/kancerogena, $to za posledicu ima supresiju kancera
(Mombelli i Gismondo, 2000; de Roos i Katan, 2000). Postoje podaci da konzumiranje
probiotika moze imati preventivnu ulogu u nastanku kancera debelog creva (Rafter, 2004),
a mehanizmi mogu ukljuciti smanjenje broja patogenih mikroorganizama, fermentaciju
nesvarene hrane, inaktivaciju kancerogenih jedinjenja, poboljSanje imunskog odgovora
domacina, anti-proliferativne efekte povezane sa regulacijom apoptoze i diferencijacije
¢elija i inhibiciju signalnih puteva tirozin kinaze (Uccello i sar., 2012).

Probiotici pokazuju razli¢ite imunomodulatorne i anti-inflamatorne osobine kroz
regulaciju imunskog odgovora, kako lokalnog, tako i sistemskog (Bansal i Garg, 2008;
Sanders i sar., 2013). Njihova znacajna imunomodulatorna uloga se moze razumeti ako se
debelo crevo posmatra kao imunoloSki aktivan organ koji je konstantno izlozen delovanju
¢inioca mikrobiote ukljucujuéi i1 laktobacile, §to nespecificno pokrece imunski odgovor.
Upravo zahvaljujuéi direktnom kontaktu sa mikrobiotom u intestinumu, probiotici uticu na

razvoj intestinalnog limfoidnog tkiva, koje je najvece u ljudskom organizmu. U njemu se
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nalaze T 1 B ¢elije, kao i dendritske, koje predstavljaju heterogenu grupu
multifunkcionalnih antigen-prezentuju¢ih celija. Postoje brojni dokazi u literaturi da
laktobacili znacajno uticu na aktivnost dendritskih ¢elija 1 na odrzavanje balansa izmedu
subtipova T helper ¢elija Thl i Th2. Dok Thl ¢elije proizvode interferon-y i faktor nekroze
tumora-PB ukljucene u celijski odgovor, Th2 ¢elije su odgovorne za produkciju nekoliko
tipova interleukina uklju¢enih u humoralni imunski odgovor. Finom regulacijom balansa
izmedu Thl I Th2 ¢elija, laktobacili uti¢u i na humoralni i na ¢elijski imunski odgovor
(Gill, 1998; Salminen i sar., 2000; Kalina i Mohamadzadeh, 2009). Znacaj
imunomodulatornih svojstava probiotika je posebno istaknut ¢injenicom da oni efikasno
deluju ne samo na imunokompetentne, ve¢ i na imunokompromitovane osobe.

lako mehanizmi kojima laktobacili moduliraju imunski odgovor nisu u potpunosti
razjasnjeni, evidentno je da njihov efekat zavisi od vrste, pa ¢ak i soja probiotskih
bakterija, njihove vijabilnosti, koli¢ine i nacina unosa, kao i od zdravstvenog stanja
domacina (Donnet-Hughes i sar., 1999; Gill i Rutherfurd, 2001; Karlsson i sar., 2002;
Ibnou-Zekri i1 sar., 2003). Tako je klinicka studija pokazala da L. plantarum 299v
poboljsava razvoj dece rodene sa HIV-om (Cunningham-Rundles i sar., 2000). Takode je
pokazano da u slu€aju infekcije rotavirusima, koji izazivaju akutnu dijareju kod dece, L.
rhamnosus povecava broj celija koje luée odgovarajuca antitela specifiéna za rotavirus
(Bansal i Garg, 2008).

Zahvaljujuéi svojim imunomodulatornim svojstvima, probiotici pokazuju pozitivan
uticaj i u sluéaju alergija, kada dovode do supresije inflamatornog odgovora (Pelto i sar.,
1998; lIsolauri i sar., 2001). Razli¢ite studije su pokazale vezu izmedu pojave alergija i
sastava intestinalne mikrobiote (Kirjavainen i Gibson, 1999; He i sar., 2001; Kirjavainen i
sar., 2001; Ouwehand i sar., 2002; Kalliomaki i Isolauri, 2003; Watanabe i sar., 2005;
Penders i sar., 2006). Ovo se moze zakljuditi i iz rezultata istrazivanja koje pokazuje da
davanje laktobacila prenatalno, odnosno trudnicama koje imaju predispoziciju za atopijski
ekcem, alergijski rinitis ili astmu, i postnatalno, bebama do 6 meseci starosti, dovodi do
znacajnog pada u ucestalosti ovih bolesti i kod trudnica i kod beba (Kalliomaki i sar.,
2001). Medutim, kako tatan mehanizam anti-alergijskog delovanja jo§ uvek nije poznat,

kao ni to da li su probiotici efikasni u tretmanu svih vrsta alergija ili samo pojedinih,
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postoje ograni¢enja u koriS¢enju probiotika u tretiranju alergija. Nejasno je i pitanje
njihove efikasnosti u razli¢itim fazama zivota (Bansal i Garg, 2008). Ono oko Cega se
veéina slaze je da je uticaj skroman i da zavisi od ciljne grupe (Michail, 2009). Uz to,
postoje misljenja da mnogi efekti probiotika zavise od epigenetske modulacije genske
ekspresije, koja bi mogla biti vazna tokom Kkriti¢nih perioda ranog razvoja dece (Canani i
sar., 2012).

Reumatoidni artritis je hroni¢na autoimuna bolest koja dovodi do jakih bolova u
zglobovima (Tripathi i sar., 2004) i pratecih oste¢enja hrskavice i kostiju (Tak i Bresnihan,
2000). Na osnhovu imunomodulatornih svojstva, smatra se da bi L. casei mogao imati
antiarteroidni efekat. Medutim, efikasnost zavisi od faktora kao §to su starost, hormonski
status i kapacitet apsorpcije kalcijuma (Bansal i Garg, 2008).

Neka istrazivanja Cak ukazuju da bakterije iz gastrointestinalnog trakta mogu
komunicirati sa centralnim nervnim sistemom (Logan i Katzman, 2005). S obzirom na ove
pojave, ocekivano je da uspostavljanje normalne intestinalne mikrobiote primenom
probiotskih preparata moze ublaziti simptome nekih mentalnih poremecaja, ukljucujuéi
veliki depresivni poremecaj (Canli, 2014).

Postoje podaci da bi se u slu¢aju urogenitalnih infekcija i bolesti bubrega probiotici
mogli koristiti kao alternativna terapija u odnosu na antibiotike. Na primer, antibiotska
terapija urogenitalnih infekcija moze kao nuspojavu imati i antibakterijski efekat prema
anaerobnoj bakteriji mikrobiote Oxalobacter formigenes, odgovornoj za degradaciju
oksalata kod ljudi. Kako je poviSena koncentracija oksalata u urinarnom traktu povezana sa
nastankom kamena u bubregu, alternativna terapija probioticima moze zastititi populaciju
O. formigenes i time smanjiti rizik od nastanka kamena u bubregu (Bansal i Garg,
2008).Takode je pokazano da oralna i vaginalna terapija probioticima ima pozitivne efekte
na asimptomsku (Reid i Bruce, 2001) i simptomatsku bakterijsku vaginozu (Hilton i sar.,
1995; Sieber i Dietz, 1998). Izvedeno je nekoliko studija koje su pokazale da je moguce da
laktobacili, koji su rezistentni na kisele uslove sredine 1 Zu€ne soli, kolonizuju vaginu

nakon oralnog uzimanja (Hilton i sar., 1995).
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1.7. Primena probiotskih preparata

Savremena populacija je zbog izmenjenog nacina Zivota sve izlozenija promenama
sastava intestinalne mikrobiote. Na ove promene utice kako koris¢enje antibiotika, koji
smanjuju diverzitet mikrobiote gastrointestinalnog trakta i mogu imati dugotrajni, pa ¢ak i
stalni uticaj na njen sastav, tako i promene u navikama ishrane, koje podrazumevaju sve
vece ucesce industrijski obradene hrane (Jernberg i sar., 2007; Dethlefsen i sar., 2008;
Jakobsson 1 sar., 2010). Promene u sastavu mikrobiote se dovode u vezu sa nizom
zdravstvenih problema, ali je i dalje otvoreno pitanje da li je to primarna ili sekundarna
pojava (Neish i sar., 2009; Sekirov i sar., 2010). Sve ucestalije abnormalnosti u imunskom
odgovoru coveka, Cesto Cak i na bezazlene antigene, dovode se u vezu sa nedostatkom
izlaganja mikroorganizmima u ranom zivotnom dobu, o ¢emu govori higijenska hipoteza
(Strachan, 1989; Wills-Karp i sar., 2001; Umetsu i sar., 2002). Primeéene znac¢ajne razlike
u ishrani ljudi u industrijski razvijenim zemljama i zemljama u razvoju dovele su do
postavljanja nove hipoteze, hipoteze o mikrobioti (Kirjavainen i Gibson, 1999; Noverr i
Huffnagle, 2005). Ona izrazava stav da su promene gastrointestinalne mikrobiote
poremetile normalno funkcionisanje nekih od mehanizama imunoloske tolerancije, Sto
rezultira nizom poremecaja, kao §to su pojava nerazvijene mikrobiote, nezrelog imunskog
odgovora i povecanja alergijskih reakcija.

S obzirom na znafaj mikrobiote gastrointestinalnog trakta za odrzavanje
homeostaze kompletnog organizma, kao 1 na dCinjenicu da se njen kvalitativni 1
kvantitativni sastav savremenim na¢inom Zivota stalno narusava, veoma je vazno unosenje
probiotskih bakterija. Kako konzumacija funkcionalne hrane cesto nije dovoljna, sve
i1zraZenija je potreba za koriS¢enjem specifi€nih farmaceutskih probiotskih preparata, kako
bi se narusena homeostaza obnovila ili uspostavljena odrzavala.

Na trzistu je sve veci broj probiotskih preparata koji sadrze kako prirodne izolate,
tako 1 rekombinovane, odnosno geneticki modifikovane probiotike. Geneticki
modifikovani probiotici ciljaju na tacno odredena mesta delovanja ili proizvode zeljene
proteine u gastrointestinalnom traktu. Tako, na primer, acidorezistentni probiotici mogu da
posluze kao vektor za isporucivanje proizvoda u tanko crevo. Geneticki modifikovane

laktokoke koje prozvode lipaze (ubacivanjem gena za lipazu iz Staphylococcus hyicus),
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otporne su na dejstvo zucnih soli i koriste se za obezbedivanje dovoljnih koli¢ina lipaza
kako bi se olaksalo varenje lipida. Sli¢an pristup se moze koristiti za laktozu u slucajevima
intolerancije, kao i enzima razgradnje oksalata (poreklom iz Oxalobacter formigenes) u
prevenciji bolesti bubrega (Ahmed, 2003; Bansal i Garg, 2008). Primer jos jednog
rekombinantnog probiotika je i Subalin koji sadrzi transformisani B. subtilis 2335 sa
ubacenim genom za sintezu humanog interferona o-2, a koji ima antibakterijsko i
antivirusno dejstvo (Kaur i sar., 2002).

U cilju poboljsanja efikasnosti kolonizacije i bolje aktivnosti, probiotici se ¢esto
kombinuju sa supstancama oznaCenim kao prebiotici. Prebiotici su definisani kao
"nesvarljivi sastojci hrane koji blagotvorno uti¢u na domacina tako Sto selektivno stimuliSu
rast 1/ili aktivnost jednog ili ograni¢enog broja bakterija u gastrointestinalnom traktu"
(Schrezenmeir i sar., 2001), ukljucujuci i probiotske bakterije. Najnoviji koncept ukljucuje
koris¢enje anti-adhezivnih ugljenih hidrata, koji bi sprecili adheziju i vezivanje patogena.
Prebiotici, a posebno inulin, mogu da uti¢u na smanjenje ucestalosti tumora debelog creva.
U modernoj industriji najéeS¢e koriséeni prebiotici su inulin, oligofruktoza, riboza,
tagatoza, pektin i drugi (Schrezenmeir i sar., 2001).

Termin sinbiotik se odnosi na proizvod koji sadrzi mesavinu probiotika i
prebiotika. U principu, prefiks sin podrazumeva sinergizam izmedu probiotika i prebiotika.
Sinbiotici pospesuju prezivljavanje probiotika u gastrointestinalnom traktu i na taj nacin
doprinose ispoljavanju probiotskog efekta. Probiotici i prebiotici mogu da se nadu u
funkcionalnim namirnicama, koje obuhvataju fermentisane i nefermentisane mle¢ne
proizvode. Pojam funkcionalnih namirnica odnosi se na one namirnice koje dopunjuju
normalnu ishranu i predstavljaju koncentrovane izvore vitamina, minerala ili drugih
supstanci sa hranljivim ili fizioloskim efektom, pojedinacno ili u kombinaciji. Medutim,
probiotici i prebiotici se koriste i kao suplementi ishrani, koje Pravilnik o zdravstvenoj
ispravnosti dijetetskih proizvoda (SI. glasnik RS br. 45/10, 2010) definise kao dodatke
ishrani, koji su u prometu dizajnirani da se uzimaju u doziranim oblicima, odnosno u
odmerenim pojedina¢nim kolicinama (kapsule, tablete, ampule, kesice praska, bocice za

doziranje u kapima i dr.).
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1.8. Karakteristike probiotskih bakterija

Bakterije mle¢ne kiseline, ukljucujudi i laktobacile, nemaju Stetan uticaj na zdravlje
ljudi, S§to im obezbeduje GRAS (Generally Regarded As Safe) status prema US FDA
legislativi (FAO/WHO, 2002). Medutim, iako su generalno prepoznati kao neskodljivi, ne
mogu se svi laktobacili koristiti kao probiotici. Pozeljno je da sojevi laktobacila koji bi se
koristili kao probiotici budu humanog porekla, mada prema vazecoj zakonskoj legislativi
ovo nije formalan zahtev. Uz to, neophodno je da poseduju niz probiotskih svojstava i
zadovolje nekoliko kriterijuma koji su jasno definisani u dokumetima FAO/WHO (2002,
Slika 4). Pre svega, naziv probiotskog soja bi trebalo da bude u skladu sa Medunarodnim
kodeksom nomenklature (International Code of Nomenclature), kako bi se osiguralo
razumevanje na internacionalnom nivou, kao i da se sami sojevi deponuju u medunarodno
priznatim kolekcijama kultura. Takode, neophodno je da identifikacija bude tacna, Sto
ponekad nije slucaj. Tako se u nekim probiotskim jogurtima umesto deklarisane vrste L.
acidophilus nalaze vrste L. johnsonii ili L. gasseri; umesto L. casei bakterija L. paracasei,
a vrsta ozna¢ena kao Bifidobacterium longum &esto je u stvari B. animalis (Suskovi¢ i sar.,
2009). Upravo zato i stoji preporuka FAO/WHO da se sojevi najpre identifikuju
fenotipskim metodama, a nakon toga i genotipski (DNA/DNA hibridizacija, sekvenciranje
16S rRNK gena ili drugim medunarodno priznatim metodama). Obzirom na to da su
probiotske osobine specificne za soj, preporucuje se i identifikacija metodama poput gel
elektroforeze u pulsnom polju (Pulse Eield Gel Electrophoresis, PFGE) (FAO/WHO,
2002).
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Slika 4. Karakteristike probiotskih sojeva

Probiotski soj treba da ima moguénost preZivljavanja u gastrointestinalnom traktu,
ali 1 da zadrzi sposobnost razmnoZzavanja na mestu svog delovanja. To znaci da soj mora
biti tolerantan na Zeluda¢ni sok i na prisustvo Zu¢nih soli u uslovima intestinuma, ili da se
u organizam unosi zajedno sa nosa¢em koji ¢e mu to obezbediti.

Osim ovih osobina koje FAO/WHO smatra osnovnim, pozeljno je da probiotski
sojevi poseduju i neke druge osobine, poput sposobnosti adhezije na epitelijalne povrSine
intestinuma i sposobnosti modulacije intestinalne mikrobiote, ukljuc¢ujuéi i antagonisti¢ko
dejstvo prema patogenim mikroorganizmima, kao $to su Helicobacter pylori, Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Clostridium difficile i drugi. Probiotici moraju da budu
nepatogeni i netoksi¢ni 1 ne smeju da nose geneticki prenosivu rezistenciju na antibiotike
(Mattila-Sandholm i sar., 2002).

Antimikrobno delovanje, posebno prema patogenim mikroorganizmima, vazno je
funkcionalno svojstvo probiotskih bakterija koje im osigurava kompetitivhu prednost za
mesta vezanja 1 hranjive supstance u gastrointestinalnom traktu. Utvrdivanje
antagonistickog delovanja potencijalnih probiotskih sojeva prema mikroorganizmima

izvodi se razli¢itim in vitro metodama na ¢vrstim i te¢nim hranljivim podlogama, kao i in
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Vivo na eksperimentalnim zivotinjama (guékovié, 1996; Kos, 2001; Frece, 2003).

Vazno funkcionalno svojstvo probiotskih sojeva je adhezija na komponente mukusa
ili ekstracelularni matriks crevnog epitela, koja je neophodna za njihovu integraciju u
mikrobiotu gastrointestinalnog trakta, a time i ispoljavanje ostalih probiotskih svojstava,
kao Sto su ekskluzija patogena i pozitivne interakcije sa ¢elijama domacina (Servin, 2004;
Lebeer i sar., 2008). Bakterijska adhezija zapocinje nespecifiénim fizicko-hemijskim
interakcijama izmedu bakterija i cCelija crevnog epitela, Sto omogucéava specificne
interakcije adhezina s povrsine bakterijske ¢elije i komplementarnih receptora na epitelnim
¢elijama intestinalnog trakta. Pojam adhezina obuhvata razli¢ite povrSinske strukture
laktobacila, koje se mogu klasifikovati na viSe nacina, naj¢eS¢e prema ciljevima za koje se
vezuju, nacinu vezivanja i lokalizaciji na povrSini bakterija. Generalno mozemo re¢i da
osobine povrsine ¢elijskog zida laktobacila doprinose njihovoj adhezivnosti. Adhezivnost
probiotskih sojeva se uglavnom ispituje in vitro, na imobilisanom intestinalnom mukusu ili
na nekim ekstracelularnim molekulima (kolagen, fibronektin), ali i na humanim
epitelijalnim intestinalnim ¢elijskim linijama poput Caco-2 i HT-29 (Perea Ve'lez i sar.,
2007D).

Rezultate procene adhezivne sposobnosti dobijene in vitro je teSko ekstrapolirati na
in vivo situaciju u gastrointestinalnom traktu zbog postojanja odbrambenog sistema
domacina, kompeticije sa ve¢ postojecim konstituentima mikrobiote za prostor 1 nutrijente,
kao 1 konstantnog ispiranja epitela creva koje nastaje zbog peristaltickih pokreta (Servin,
2004). Sposobnost novounetih  laktobacila da samo privremeno  kolonizuju
gastrointestinalni trakt se dovodi u vezu sa principom kolonizacionog otpora, koja je
ostvarena kroz zauzimanje postojecih ekoloSkih niSa gastrointestinalnog trakta dobro
adaptiranim vrstama, tzv. ekskluzijom niSa (Walter, 2005). Naime, mikrobiota
gastrointestinalnog trakta zdravih ljudi je stabilna i pokazuje otpor prema kolonizaciji
novim vrstama. Tako su Tannock i sar. (2000) pokazali da je uspeSnost kolonizacije
intestinuma sojem L. rhamnosus DR20 kod zdravih ljudi obrnuto srazmerna prisutnosti
stabilne, autohtone populacije laktobacila. Drugi autori su objavili da je, suprotno odraslim
ljudima, trajnu kolonizaciju probiotskim sojem L. rhamnosus GG moguce posti¢i kod

novorodencadi, ¢ija se mikrobiota tek razvija (Schultz i sar., 2004).
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Iako su neka od pitanja u pogledu sigurnosnih aspekata upotrebe probiotika jos
uvek otvorena, njihova efikasnost i bezbednost je nesumnjivo pokazana u nekoliko
klini¢kih studija, o ¢emu ¢e kasnije biti rec¢i (Filho-Lima i sar., 2000). Kada govorimo o
bezbednosnom aspektu upotrebe probiotika, vazno je spomenuti da postoje i pojedini
negativni izvestaji, ali se oni uglavnom odnose na imunokompromitovane osobe. Naime, U
njima je pojava bakteriemije, dentalnog karijesa i endokarditisa potencijalno povezana sa
upotrebom probiotika, ali ni jedan izveStaj ne identifikuje decidno laktobacile kao
izazivace ovih bolesti (Ishibashi i Yamazaki, 2001; Salminen i sar., 2002; Zé-Zé i sar.,
2004; Matsumoto i sar., 2005; Koretz, 2009). S obzirom na to, negativni izvestaji 0
upotrebi probiotika ne bi trebalo da obeshrabre istrazivace i potencijalne proizvodace, ve¢
je preporuka da se oni iskoriste kao osnova i podstrek za jo§ bolje razumevanje i dalje
proucavanje (Giraffa i sar., 2012). Ono §to i dalje stoji kao Cinjenica je to da je neophodno
precizno dokumentovati procedure koje se tiCu razvoja farmaceutskih probiotskih
formulacija u smislu nacina proizvodnje, obezbedenja i kontrole kvaliteta, evaluacije
bezbednosti, toksikologije, regulatornih zahteva za registraciju i marketing, itd.

Kada je u pitanju narusena intestinalna mikrobiota, proizvodac probiotika bi trebalo
da jasno navede nacin i duzinu primene probiotskog preparata kako bi se njegovom
upotrebom naruseni balans ponovo uspostavio. Definisanje nacina i duZine primene
probiotika bi trebalo da bude rezultat nau¢nog istrazivanja koje je potvrdeno i odobreno u
zemlji u kojoj se preparat prodaje. FAO/WHO (2002) jos§ preporucuje da bi proizvodaci
morali da naznaCe i1 minimalni dnevni unos preparata koji dovodi do poboljSanja
zdravstvenog stanja korisnika, a te podatke bi trebalo da obezbede studije na
laboratorijskim zivotinjama 1 klinicke studije. Medutim, najvaZnije u ovim istraZzivanjima
nije definisanje najboljeg od ispitivanih sojeva, ve¢ najpre validacija metoda kojima se
detektuju i kvantifikuju probiotska svojstva, a zatim i dokazivanje njihovog postojanja kod
ispitivanih sojeva (FAO/WHO, 2002).

Imaju¢i u vidu da je znacaj mikrobiote za odrzavanje opSteg zdravstvenog stanja
organizma ogroman, kao i ¢injenicu da brojna patofizioloska stanja doprinose njenom
naruSavanju, te da konzumiranje funkcionalne hrane nije uvek dovoljno za ponovno

uspostavljanje njene ravnoteze, neophodna je formulacija odgovaraju¢ih farmaceutskih
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probiotskih preparata. Njihovom pravilnom upotrebom moglo bi se intervenisati
preventivno, kako do poremecaja ravnoteze mikrobiote ne bi doslo, ali 1 terapijski,
odnosno onda kada je poremecéen sastav mikrobiote dijagnostifikovan. U svetu su
registrovane brojne probiotske formulacije, ali se neprestano radi na pronalazenju novih,
koje bi bile efikasnije u prevenciji i tretmanu poremecaja koji su uzrokovani ili praceni
disbalansom mikrobiote.

Jedan od nacina da se efikasnost probiotika poveca ukljucuje i pravilan izbor
geografskog porekla probiotskih sojeva. Naime, interakcija probiotskih sojeva sa
organizmom domacina je u velikoj meri odredena fiziologijom gastrointestinalnog trakta i
nac¢inom ishrane. Kako se ova svojstva razlikuju u razli¢itim geografskim podrucjima,
pozeljno je da geografsko poreklo probiotskih sojeva i populacije koja ih koristi bude
zajednicko (Freitas i sar., 2003; Kaushik i sar., 2009; Ghosh i sar., 2012; Maheshwari i
sar., 2012; Tripathy i sar., 2014; Sybesma i sar., 2015). Upravo iz tog razloga nastao je
ovaj rad, kao rezultat potrage za novim probiotskim sojevima autohtonim za podrucje
Srbije. Rezultati dobijeni u ovom radu sluzili bi kao osnova za dalja istrazivanja, Ciji bi

krajnji cilj bio formulacija farmaceutskog probiotskog preparata za domace trziste.
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2. Cilj



Cilj ove doktorske disertacije je izolacija i karakterizacija novih autohtonih sojeva
laktobacila koji poseduju osobine probiotika. U okviru istrazivanja postavljeni su slede¢i

konkretni zadaci:

1. lzolacija novih sojeva laktobacila iz oralnih briseva i fecesa zdravih beba, kao i iz
uzoraka domaceg sira;

2. ldentifikacija izolata do nivoa vrste;

3. Karakterizacija uslova i dinamike rasta izolata, ispitivanje odabranih biohemijskih
0sobina, kao i ispitivanje osetljivosti na antibiotike i enzime;

4. Odredivanje i1 uporedna analiza probiotskih karakteristika odabranih izolata:
tolerancija na niske pH vrednosti sredine i prisustvo zucnih soli, prezivljavanje u
simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta, antimikrobna aktivnost i

adhezivne osobine.

Rezultati ovog rada sluzi¢e kao osnova za dalja istraZivanja, u cilju formulacije novog
domaceg farmaceutskog probiotskog preparata ¢ijom bi se svakodnevnom upotrebom

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



3.1. Materijal

3.1.1. Mikroorganizmi

Mikroorganizmi kori$¢eni u ovom radu su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Sojevi mikroorganizama

Sojevi mikroorganizama

Izvor/Referenca

Pseudomonas aerugiosa ATCC 9027
Escherichia coli ATCC 8739
Klebsiella sp. ATCC 10031
Salmonella abony NCTC 6017
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P
Micrococcus luteus ATCC 93419
Listeria monocytogenes ATCC 19111
Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus pumilus NCTC 8241
Bacillus subtilis ATCC 6633
Lactobacillus acidophilus ATCC 314
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
Lactobacillus lactis ATCC 7830
Lactobacillus plantarum Lacl
Lactobacillus plantarum Lac2
Lactobacillus casei Lac3
Lactobacillus paracasei Lac4
Lactobacillus gasseri Lac5
Lactobacillus plantarum Lac6
Lactobacillus plantarum Lac7
Lactobacillus casei 5s

Candida albicans ATCC 10231
Aspergilus brasiliensis ATCC 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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3.1.2. Celijska kultura
Kori$éena je kultura ¢elija kolorektalnog karcinoma HCT 116 (ATCC CCL-247).

3.1.3. Podloge za kultivaciju mikroorganizama
Kori$c¢ene su dehidratisane podloge (Merck) koje su rastvarane u destilovanoj vodi (dH20)
u skladu sa preporukom proizvodaca. Nakon rastvaranja, proveravan je pH i podloge

sterilisane 15 min na 121°C.

MRS bujon (de Man, Rogosa i Sharp Lactobacillus Broth) pH 5,7

Bakto-proteinazni pepton 10g
Mesni ekstrakt 109
Ekstrakt kvasca 49
D-glukoza 20 ¢
Dikalijum hidrogen fosfat 29
Tween 80 19
Diamonijum hidrogen citrat 290
Natrijum acetat 59
Magnezijum sulfat 0,2¢g
Mangan sulfat 0,04 ¢
dH20 1000 mL

MRS agar (de Man, Rogosa i Sharp Lactobacillus Agar) pH 5,7

Bakto-proteinazni pepton 10g
Mesni ekstrakt 10g
Ekstrakt kvasca 44
D-glukoza 209
Dikalijum hidrogen fosfat 29
Tween 80 19
Diamonijum hidrogen citrat 20
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Natrijum acetat 59

Magnezijum sulfat 0,2¢
Mangan sulfat 0,04 ¢
Agar 14 ¢
dH20 1000 mL

TSB bujon (Tryptic Soy Broth) pH 7,3

Pepton iz kazeina 179
Soja pepton 30
D-glukoza 250
Natrijum hlorid 59
Dikalijum hidrogen fosfat 2549
dH20 1000 mL

TSA agar (Tryptic Soy Agar) pH 7,3

Pepton iz kazeina 159
Soja pepton 59
Natrijum hlorid 59

Agar 15¢
dH20 1000 mL

CA agar (Pseudomonas Selective Agar, CetrimideAgar) pH 7,0

Pepton iz zelatina 209
Magnezijum hlorid 1,49
Kalijum sulfat 10g
Cetrimid (N-acetil-N,N,N-

trimetilamonijum bromid) 0,3¢
Agar 139
dH20 1000 mL
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BP agar (Staphylococcus Selective Agar, Baird Parker) pH 6,8

Pepton iz kazeina
Mesni ekstrakt
Ekstrakt kvasca
Natrijum piruvat
Glicin

Litijum hlorid
Agar

Emulzija Zumanceta u teluritu

dH20

109

54

1g

109

12 ¢

54

159

50 mL
1000 mL

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

Mesni pepton
Pepton iz kazeina
D-glukoza

dH.0

5¢
54
209
1000 mL

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

Pepton
D-glukoza
Agar
dH-0

MCB (MacConkey Broth) pH 7,1

Pepton iz kazeina
Laktoza

Zuéne soli
Bromkrezol purpurno
dH>0

109
209
179
1000 mL

209

109

0,01g
1000 mL
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MCA agar (MacConkey Agar) pH 7,1

Pepton iz kazeina
Mesni pepton
Natrijum hlorid
Laktoza

Mesavina zuc¢nih soli
Neutral crveno
Kristal violet

Agar

dH-0

XLD agar (Xylose Lysine Deoxycholate Agar) pH 7,4

Ekstrakt kvasca
Natrijum hlorid
D-ksiloza

Laktoza

Saharoza

L-lizin

Natrijum deoksiholat
Natrijum tiosulfat
Amonijum gvozde (III) citrat
Fenol crveno

Agar

dH-0

Laktozni bujon pH 7,4
Pepton

Mesni ekstrakt

Laktoza

dH-0

179

39

54

109
15¢9
0,03¢g
0,001 9
135¢
1000 mL

39
5¢
3,759
7549
7549
5¢
1g
6,89
08¢
0,08 g
1459
1000 mL

59
39
59
1000 mL
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Krvni agar pH 7,4

Hranljivi supstrat

(ekstrakt srca i peptoni) 209
Natrijum hlorid 50

Agar 15¢g
Defibrinisana ovcija krv 50-80 mL
dH20 1000 mL

Podloga sa obranim mlekom

Obrano mleko u prahu 100 g
Ekstrakt kvasca 50

Agar 15¢
dH20 1000 mL

3.1.4. Rastvori i reagensi za rad sa mikroorganizmima

Fosfatni pufer - PBS (za ispitivanje proteoliticke aktivnosti)

Dikalijum hidrogen fosfat 2,289
Kalijum dihidrogen fosfat 1,369
Natrijum hlorid 8,76 g
dH20 do 1000 mL

Vodonik peroksid (6%0)
Vodonik peroksid 6 mL
dH20 100 mL

Fizioloski rastvor
Natrijum hlorid 9¢g
dH20 1000 mL



Tris-HCI pufer pH 7,0

Tris-HCI 1,211 ¢
EDTA 0,372 ¢
Natrijum hlorid 8,775¢
dH20 1000 mL

AGF (Artificial Gastric Eluid, vestacki Zeluda¢ni sok) pH 2,0

Pepsin 3 mg/mL
Natrijum hlorid 125 mM
Kalijum hlorid 7mM
Natrijum hidrogen karbonat 45 mM
dH20 1000 mL

AIF (Artificial Intestinal Eluid, Vesta¢ki intestinalni sok) pH 8,0

Pankreatin USP 0,1% (w/v)
Zuéne soli 0,15% (w/v)
dH20 1000 mL

Komercijalni kit za PCR
QIAGENDneasy®Blood&TissueKit

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

2 mM Na EDTA

1,2% Triton X-100

Lizozim 20 mg/mL (dodati neposredno pre koris¢enja)
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0,5 M Fosfatni pufer (za PCR amplifikaciju)

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

U radu su koris¢eni slede¢i enzimi: a-amilaza (26 U/mg, Fluka, Switzerland),
tripsin (3369 U/mg, Life technologies, Inc.Rockville, MD, USA), himotripsin (1300 U/mg,
Life technologies, Inc.Rockville, MD, USA), pronaza E (7 U/mg, Sigma-Aldrich,
Germany), katalaza iz Aspergillus niger (4000 U/mg, Sigma-Aldrich, Germany) i lizozim
(23000 U/mg, Sigma-Aldrich, Germany).

3.1.6. Podloge i reagensi za gajenje kulture sisarskih celija

Korisc¢ene su gotove podloge i puferi, poreklom od PAA Laboratories, GmbH. Za
gajenje je koris¢en DMEM medijum (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; pH 7,2) sa D-
glukozom finalne koncentracije 4,5% i L-glutaminom finalne koncentracije 2 mM.
Medijum je suplementiran fetalnim govedim serumom do finalne koncentracije 10% i
rastvorom antibiotika penicilina (100 1U/mL) i streptomicina (100 pg/mL). Za ispiranje
¢elija koris¢en je Dulbecco’s PBS pufer (bez kalcijuma i magnezijuma, pH 7,0). Za
tripsinizaciju Celija je koriS¢en gotov rastvor 0,05% tripsina (Gibco Life Technologies,

Thermo Fisher Scientific).

3.2. Metode
3.2.1. Uzimanja uzoraka
U ovom radu je sakupljeno ukupno 46 uzoraka. Od toga, 43 je bilo humanog
porekla (11 briseva oralne mukoze i 32 uzorka fecesa), a 3 poreklom iz domaceg kravljeg
sira sa podru¢ja Gornjeg Milanovca. Humani uzorci su, uz saglasnost roditelja, uzeti od
zdravih beba mladih od godinu dana koje nikada nisu primale terapiju antibioticima.
Uzorci su uzimani na aseptiCan nacin i ¢uvani na temperaturi od 4°C u toku

transporta do laboratorije, gde je izolacija zapoceta u narednih nekoliko sati.
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3.2.2. 1zolacija bakterija iz uzoraka

Uzorci oralnog brisa i kravljeg sira su resuspendovani u 5 mL, a uzorci fecesa u 10
mL fizioloskog rastvora i homogenizovani 2 min. Napravljena je serija decimalnih
razblazenja u fizioloskom rastvoru i po 100 uL razblazenja 107, 10° i 107 zasejano na
MRS agar. Podloge su inkubirane 48 h na 37°C u mikroaerofilnim uslovima. lzrasle
pojedinacne kolonije su pokupljene ubodnom ezom, presejane na sveze ploce MRS agara 1
inkubirane u istim uslovima. Na ovaj na¢in su dobijene Ciste kulture potrebne za dalja

ispitivanja.

3.2.3. Uslovi gajenja mikroorganizama

Prekono¢ne kulture laktobacila su gajene u MRS bujonu 18-24 h na temperaturi od
37°C u mikroaerofilnim uslovima (GenBox microaerophilic, BioMerieux, Marcy I'Etoile,
France). Laktobacili su na ¢vrstoj MRS podlozi inkubirani u istim uslovima tokom 48 h.

Prekonoéne kulture indikatorskih sojeva S. aureus ATCC 6538-P, M. luteus ATCC
93419, B. cereus ATCC 11778, B. pumilus NCTC 8241, B. subtilis ATCC 6633, L.
monocytogenes ATCC 19111, S. abony NCTC 6017 i P. aerugiosa ATCC 9027 su gajene
u TSB bujonu, a E. coli ATCC 8739 i Klebsiella sp. ATCC 10031 u MCB bujonu 24 h na
37°C. Kada je u pitanju gajenje na ¢vrstim podlogama, sojevi S. aureus ATCC 6538-P i M.
luteus ATCC 93419 su gajeni na TSA i BP agaru; sojevi B. cereus ATCC 11778, B.
pumilus NCTC 8241i B. subtilis ATCC 6633 na TSA agaru; sojevi E. coli ATCC 8739 i
Klebsiella sp. ATCC 10031 na MCA agaru; soj S. abony NCTC 6017 na XLD agaru i soj
P. aerugiosa ATCC 9027 na CA agaru. Svi sojevi su inkubirani 24 h na 37°C.

Prekono¢ne kulture sojeva C. albicans ATCC 10231 i A. brasiliensis ATCC 16404
su gajene u SDB bujonu 24 h na 25°C. U istim uslovima sojevi su gajeni i na ¢vrstoj SDA

podlozi.
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3.2.4. Odredivanje ukupnog broja vijabilnih mikroorganizama (CFU, Colony
Forming Units)

Ukupan broj vijabilnih mikroorganizama (CFU/mL) odredivan je zasejavanjem 100
uL odgovaraju¢ih razblazenja na c¢vrste podloge u triplikatu. Zasejane podloge su
inkubirane u odgovaraju¢im uslovima, brojane su izrasle kolonije, a ukupan broj zivih
mikroorganizama odreden prema formuli:

CFU/mL = broj kolonija x 10 x (1/razblazenje)

3.2.5. Dugotrajno ¢uvanje bakterija
Izolovani i okarakterisani sojevi laktobacila su ¢uvani zamrznuti na temperaturi od

-20°C u MRS bujonu koji je sadrzao 20% (v/v) glicerola.

3.2.6. ldentifikacija izolovanih sojeva bakterija
3.2.6.1. Preliminarna fenotipska identifikacija bakterija

Preliminarna identifikacija izolovanih bakterija izvrSena je na osnovu bojenja po
Gramu, katalaza testa, hemoliti¢nosti, sposobnosti rasta u anaerobnim uslovima, formiranja

spora i fermentacije ugljenih hidrata.

3.2.6.1.1. Bojenje po Gramu

Bojenje po Gramu (Beri¢ i Nikoli¢, 2014) je koris¢eno kao prva faza u proceduri
identifikacije izolata. Za rad su koriS¢ene dobijene Ciste kulture bakterija gajene u MRS
bujonu uz blago meSanje od 58 rpm/min. Mikroskopski preparati su pravljeni od

prekono¢nih kultura.

3.2.6.1.2. Ispitivanje aktivnosti katalaze
Prisustvo enzima katalaze je ispitivano tako Sto je ezom zahvacena velika koli¢ina
¢elija sa MRS agara 1 nanesena na pripremljenu i obeleZenu mikroskopsku plocicu. Na

¢elije je naneSeno 1-2 kapi 6% vodonik peroksida i prac¢ena je pojava mehuri¢a kiseonika.
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3.2.6.1.3. Test hemolize
Prekono¢ne kulture izolata zasejavane su na krvni agar, inkubirane na temperaturi
od 37°C, 72 h u mikroaerofilnim uslovima, a zatim je pratena pojava zone hemolize

(Lombardi i sar., 2004).

3.2.6.1.4. Test anaerobnog rasta

Prekonoéne kulture izolata zasejavane su na MRS agar, inkubirane na temperaturi
od 37°C 48h, ali u striktno anaerobnim uslovima, koji su obezbedeni upotrebom
GasPack™ anaerobnog sistema (Biomerieux), kako je opisano od strane Beri¢ i Nikoli¢
(2014).

3.2.6.1.5. Test sporulacije

Prisustvo spora kod izolovanih sojeva laktobacila je ispitivano nakon sedam dana
inkubacije na plocama MRS agara na temperaturi od 37°C u mikroaerofilnim uslovima.
Dobijene pojedinacne kolonije izolata su preneSene u 5 mL fizioloSkog rastvora i
homogenizovane. Nakon toga, suspenzija je inkubirana 20 minuta na 80°C (kako bi se
inaktivirale vegetativne celije), da bi se po 100 pL suspenzije zasejavalo na TSA i SDA
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.

3.2.6.1.6. Fermentacija ugljenih hidrata

Krajnja fenotipska identifikacija je izvrSena koriS¢enjem komercijalnog kita API
CH 50 (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), koji se zasniva na obrascu fermentacije
ugljenih hidrata (Charteris i sar., 2001). Test je izveden u skladu sa uputstvom

proizvodaca.

3.2.6.2. Genotipska identifikacija izolovanih sojeva laktobacila
Za genotipsku identifikaciju izolovanih bakterija do nivoa vrste korisc¢ena je

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

Ukupna DNK izolovanih sojeva laktobacila ekstrahovana je pomocu
QIAGENDneasy® Blood&Tissue Kit. Prekonoéne kulture izolovanih sojeva laktobacila su
centrifugirane 10 min na 7500 rpm, odbacen je supernatant, talog je resuspendovan u 180
uL pufera za lizu bakterija i dobijena suspenzija je inkubirana 30 minuta na 37°C. Nakon
inkubacije dodato je 25 uL proteinaze K i 200 uL. AL pufera (bez etanola), dobro
vorteksovano i inkubirano 30 minuta na 56°C. Nakon inkubacije dodato je 200 uL 96%
etanola i snazno promesano, kako bi se dobio homogen rastvor. Proces ekstrakcije je

nastavljen u skladu sa uputstvom proizvodaca.

3.2.6.2.2. UmnozZavanje 16S rRNK gena PCR (Polymerase Chain Reaction) metodom
Umnozavanje 16S rRNK gena PCR metodom radeno je tako $to je pripremljena
reakciona sme$a koja sadrzi: 1 x reakcioni pufer (10 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0,1%
Triton X-100, pH 9), 2,5 mM MgCl,, 200 uM svakog dezoksinukleotida (dNTP), dva
prajmera (10 pmol svaki) i 1U Tag DNK- polimeraze (Tabela 3). Koli¢ina DNK matrice u
eksperimentima bila je 1uL 1:10 razredene ekstrahovane DNK uzorka. Za umnozavanje
16S rDNK koriséeni su prajmeri 27F 5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" (Giirtler i
Stanisich, 1996) i 1523R 5'-AGGAGGTGATCCAGCCG-3" (Gonzales i sar., 1997), koji
umnozavaju region duzine 1550 bp. Da bi se eliminisala mogu¢nost da je tokom pripreme
uzoraka doSlo do unakrsne kontaminacije, na svakih 10 uzoraka stavljana je negativna
kontrola. Negativnu kontrolu je predstavljala dodatna tubica sa svim reagensima potrebnim
za umnozavanje DNK, ali je umesto 1 uL uzorka, sipan 1 pL Qiagen nuclease-free vode.
UmnozZavanje je obavljeno u Eppendorf Mastercycler®ep, po slede¢em protokolu:
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 ekstenzija na 72°C 10 min.
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Tabela 3. Sastav PCR reakcione smeSe

Sastojak Stok konc. Finalna konc. u Koli¢ine za 20pl
reakcionoj PCR smese
smesi

H20 12,85 pL

Buffer A 10x 1x 2,0 uL

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

dNTPs 10 mM 0,3mM 0,6 pL

27f 10 uM 0,75 uM 1,5 puL

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

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

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

Nakon uspesne amplifikacije, PCR produkti su pre¢is¢eni pomocéu QIAGEN
QIAquick® PCR Purification Kit, prate¢i upustvo proizvodaca. Za kontrolu amplifikacije
koriséen je soj 30J Staphylococcus sp. (GenBank Acc. No. GU370938). Provera ¢istoce
precis¢enih uzoraka izvrSena je elektroforezom u 1% agaroznom gelu. Gel je napravljen
rastvaranjem agaroze u 1x TBE puferu (Tris-Borate 90 mM, EDTA 1 mM) uz dodavanje
etidijum bromida (0,5 ug/mL). Za elektroforezu je koriséen 0,5x TAE pufer. Elektroforeza
je tekla pri konstantnom naponu od 100 V/cm? gela. Veli¢ina i koli¢ina DNK u PCR
produktima je odredjena vizuelnim poredenjem sa markerom SERVA DNA 100 bp DNA
Ladder. Gel je vizualiziran na UV transiluminatoru i slikan digitalnim fotoaparatom.

Reakcije sekvenciranja su uradene u BMR Genomics (Padova, Italy) na
automatskom kapilarnom sekvenatoru. Amplifikovani fragment 16S rRNK gena svakog
uzorka je sekvenciran u oba smera upotrebom istith prajmera koji su koriS¢eni za
amplifikaciju DNK.

Kvalitet i8¢itanih nukleotidnih sekvenci je analiziran pomocu progrmama FinchTV
v.1.4.0 (http://www.geospiza.com). Medusobno poredenje i uklapanje sekvenci izvr$eno je

u CLUSTAL W programu integrisanom unutar programa MEGA, verzija 5.10 (Thompson
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i sar., 1994; Tamura i sar., 2011), a dobijene sekvence su zatim uporedene BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) analizom sa dostupnim sekvencama 16S rRNK gena u

GenBank bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

3.2.7. Fizioloska i biohemijska karakterizacija izolovanih sojeva laktobacila

Za fizioloSku i biohemijsku karakterizaciju izolovanih sojeva laktobacila
posmatrane su slede¢e osobine: proizvodnja gasa iz laktoze, rast na razli¢itim
temperaturama, pH vrednostima sredine, u prisustvu razli¢itih koncentracija fenola i NaCl,
proteoliticka sposobnost, dinamika rasta, rezistencija na najcesce koriS¢ene antibiotike,
otpornost na prisustvo enzima gastrointestinalnog trakta, kao i produkcija organskih

kiselina.

3.2.7.1. Proizvodnja gasa iz laktoze

Pripremljene su epruvete laktoznog bujona sa prevrnutim Durhamovim cevcicama,
koje su zatim inokulisane prekono¢nim kulturama (1% v/v) ispitivanih izolata. Epruvete su
inkubirane 5 dana na temperaturi od 37°C u mikroaerofilnim uslovima. Tokom perioda
inkubacije pracena je pojava gasa u cevéicama (pojava gasa je dokaz proizvodnje CO2 iz

laktoze).

3.2.7.2. Rast na razli¢itim temperaturama

Dobijeni izolati su gajeni u MRS bujonu uz blago meSanje od 58 rpm/min.
Dobijene prekonoéne kulture su zasejane na MRS agar, koji je zatim inkubiran sedam dana
na odgovaraju¢im temperaturama (10°C, 15°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C i 50°C).
Nakon inkubacije pracena je pojava rasta. Ispitivana je 1 kratkotrajna otpornost izolovanih
sojeva laktobacila prema ekstremno visokim temparaturama. Za ovaj test su kori$¢eni
talozi prekonoé¢nih kultura (nakon centrifugiranja talog je ispran PBS-om i resuspendovan
u istom puferu). Kulture su inkubirane 10 min uz blago meSanje (na 58 rpm/min) na
temperaturama od 80°C i 100°C. Nakon toga, odredivano je prezivljavanje izolata,

poredenjem broja vijabilnih bakterija na pocetku i na kraju inkubacije.
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3.2.7.3. Rast na razlic¢itim pH

Rast na razli¢itim pH vrednostima sredine kod izolovanih sojeva laktobacila
isptivan je zasejavanjem svezih prekonoé¢nih kultura (2% v/v) u MRS bujon podesene pH
vrednosti (2, 3, 4, 5, 6, 7 1 8). Zasejani bujoni su inkubirani u mikroaerofilnim uslovima 24

h na 37°C. Nakon inkubacije prac¢ena je pojava rasta zasejanih izolata.

3.2.7.4. Rast u prisustvu razli¢itih koncentracija NaCl

Za potrebe ispitivanja tolerancije na soli u MRS bujon je dodat NaCl finalne
koncentracije 2%, 4% 1 6,5% NaCl. Ovako pripremljen bujon je inokulisan prekonoénim
kulturama (2% v/v) ispitivanih izolata i inkubiran 24 h uz blago mesanje od 58 rpm/min.

Nakon inkubacije praéena je pojava rasta zasejanih izolata.

3.2.7.5. Tolerancija na fenol

Za potrebe ispitivanja u MRS bujon je dodat fenol, tako da se dobiju finalne
koncentracije 0,2%, 0,4%, 0,8% i 1%. Ovako pripremljen bujon je inokulisan prekono¢nim
kulturama (2% v/v) izolovanih sojeva laktobacila i inkubiran uz blago mesanje od 58
rpm/min. Uzorci su uzeti neposredno nakon inokulacije, a zatim posle 6 i 24 h inkubacije i

odredivan je ukupan broj vijabilnih mikroorganizama.

3.2.7.6. Ispitivanje proteoliticke aktivnosti

Proteoliticka aktivnost izolovanih sojeva laktobacila ispitivana je na podlozi sa
obranim mlekom kako je opisao Essid i sar. (2009). U podlozi su napravljeni bunarici
precnika 6 mm u koje su sipane sveZe prekonoc¢ne kulture izolovanih sojeva laktobacila.
Ploc¢e su inkubirane u mikroaerofilnim uslovima 24 h na temperaturi od 37°C. Pracena je

pojava bistre zone oko bunari¢a koja nastaje hidrolizom kazeina.

3.2.7.7. Kriva rasta
Za pracenje brzine rasta izolovanih sojeva laktobacila koris¢en je MRS bujon

inokulisan prekono¢nim kulturama izolata (2% v/v). Uzorci su uzeti neposredno nakon
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inokulacije, a zatim posle 4, 8, 12, 14, 16, 18 1 24 h inkubacije i1 odredivan je ukupan broj
vijabilnih bakterija.

3.2.7.8. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike

Ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva laktobacila na antibiotike je radeno u
skladu sa Kirby-Bauer procedurom (Bauer i sar., 1966). Naime, pojedina¢ne kolonije
izolata laktobacila su resuspendovane u 5 mL MRS bujona, snazno homogenizovane i
inkubirane 18-24 h na temperaturi od 37°C uz blago mesanje od 58 rpm/min. Nakon
inkubacije, uzeto je po 100 pL dobijenih prekonoénih kultura, pome$ano sa 5 mL
poluc¢vrstog MRS agara (0,7%), dobro homogenizovano i razliveno na MRS agar (1,5%).
Posto su se podloge stegle, na povrSine su im sterilnom pincetom stavljene standardne
antibiogram tablete pre¢nika 6 mm (Torlak). Plo¢e su najpre ostavljene 2 h u frizideru na
+4°C da bi antibiotik difundovao pre pocetka razmnozavanja bakterija, a nakon toga su
inkubirane 48 h na temperaturi od 37°C.

Po zavrSetku inkubacije izmereni su preénici zona inhibicije rasta bakterija oko
diska sa antibiotikom. Dobijeni rezultati su interpretirani na slede¢i nacin: ako je dijametar
zone inhibicije rasta > 21 mm izolat se smatra osetljivim, ako je 16-20 mm izolat je
umereno osetljiv i ako je < 15 mm smatra se rezistentnim na ispitivani antibiotik (Vikova i
sar., 2006; Liasi i sar., 2009).

3.2.7.9. Ispitivanje osetljivosti na enzime

Dobijeni izolati su gajeni u MRS bujonu uz blago meSanje od 58 rpm/min.
Dobijene prekonoéne kulture su prebacene u 5 mL otopljenog i na 45-47°C ohladenog
polucvrstog MRS agara (0,7%) kojim su prelivene plo¢e MRS agara. Nakon hladenja, u
podlozi su napravljeni bunari¢i pre¢nika 6 mm u koje je sipano po 100 pL rastvora
slede¢ih enzima: pronaze E, katalaze, a-amilaze, lizozima, tripsina i himotripsina, svi u
koncentracijama 1,0 pg/mL, 2,5 pg/mL i 5 pg/mL. Rastvori enzima su pripremljeni u
TRIS-HCI puferu, pH 7. Ploce su najpre drzane u frizideru 2 h, kako bi rastvor enzima
difundovao u podlogu pre pocetka razmnozavanja bakterija. Nakon toga, ploce u ¢ijim su

bunari¢ima ukapani pronaza E i katalaza su inkubirane 18-24 h na temperaturi od 25°C, a
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ostale plo¢e na temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije posmatrano je formiranje svetle
zone odsustva rasta oko bunari¢a. Formiranje ove zone ukazuje na osetljivost izolata na
testirane enzime, a izostanak formiranja zone, odnosno nesmetani rast bakterija, na njihovu

neosetljivost na testirane enzime (Oh i sar., 2000).

3.2.7.10. Odredivanje sadrzaja mle¢ne i buterne Kiseline metodom HPLC

Odredivanje sadrzaja organskih kiselina u bezcelijskom supernatantima
prekono¢nih kultura izolata gajenih u MRS bujonu radeno je primenom HPLC metode sa
Diodaarray detektorom, na jonoizmenjivackoj koloni tip H" (Hewlett Packard, SAD). Za
mobilnu fazu koris¢ena je 0,1% orto-fosforna kiselina. Hromatografski uslovi su
ukljucivali sledece: kolona: Supelcogel C610 H 300 x 7,8 mm; protok: 0,5 mL/min;
injekciona zapremina: 20 pL; detekcija: 210 nm; temperatura: 30°C (Huh i sar., 2006).
Kori$¢eni su referentni standardi organskih kiselina. IzvrSena je spektroskopska analiza
snimljenih pikova i uporedena sa spektrima iz biblioteke. SadrZaj organskih kiselina

izracunat je na osnovu povrsine pika iz standardne prave za pojedine organske kiseline.

3.2.8. Ispitivanje probiotskih osobina izolovanih sojeva laktobacila

Kao osnovne probiotske osobine kod izolovanih sojeva laktobacila ispitivane su
rezistencija na niske pH vrednosti, tolerancija na prisustvo Zu¢nih soli, prezivljavanje
simuliranin  uslova prisutnin u gastrointestinalnom traktu, ispitivanje spektra

antimikrobnog dejstva i adhezivne osobine.

3.2.8.1. Rezistencija na niske pH vrednosti

Za ispitivanje je pripremljen MRS bujon ¢ija je pH vrednost podeSenana 2,314, a
kao kontrola koris¢en je MRS bujon bez podesavanja (pH 5,7). Pripremljeni MRS bujoni
su inokulisani suspenzijom izolovanih sojeva laktobacila (2% v/v, broj bakterija u
inokulumu ~10° CFU/mL), dobro je promesano i inkubirano na 37°C. Uzorci su uzeti
neposredno nakon inokulacije, a zatim posle 2 i 4 h inkubacije i odredivan je ukupan broj

vijabilnih bakterija.
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3.2.8.2. Tolerancija na prisustvo Zu¢nih soli

Ispitivanje tolerantnosti na prisustvo zucnih soli je ispitivano po protokolu Mishra i
Prasad (2005). Rastvori zuénih soli, finalnih koncentracija 0,5%, 1% i 2%, su pripremljeni
u MRS bujonu, dok je MRS bujon bez dodatih Zu¢nih soli koris¢en kao negativna kontrola.
MRS bujoni sa svakom od ispitivanih koncentracija zu¢nih soli su inokulisani
bakterijskom suspenzijom koja je sadrzala ~10°CFU/mL (2% v/v) i inkubirani su uz blago
mesanje od 58 rpm/min na 37°C. Uzorci su uzeti neposredno nakon inokulacije, a zatim

posle 2 1 4 h inkubacije i odredivanje ukupan broj vijabilnih bakterija.

3.2.8.3. Prezivljavanje u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta

Gastrointestinalna digestija je ispitivana kako su opisali Zarate i sar. (2000) i
Fernandez (2003). Prekonoéne kulture izolovanih sojeva laktobacila su centrifugirane 10
min na 5000 rpm, dva puta isprane u PBS-u (pH 7,4) i resuspendovane u istom puferu tako
da se dobije ~ (108-10°% CFU /mL. Dobijene suspenzije su dodate u pripremljeni AGF
medijum pH 2 (2% v/v), dobro je promesano i inkubirano 2 h na 37°C uz meSanje (200
rpm), kako bi se simulirali uslovi crevne peristaltike. Uzorci za odredivanje ukupnog broja
zivih ¢elija su uzimani na svakih sat vremena (0, 1 i 2 h).

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
uslovima jo§ 2 h. Uzorci za odredivanje ukupnog broja Zivih ¢elija su uzimani na svakih

sat vremena (0, 112 h).

3.2.8.4. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti izolovanih sojeva latobacila koriS¢en je
difuzioni metod u bunari¢ima (Harris i sar., 1989). Po 100 pL prekono¢nih kultura svakog
indikator soja koji su sadrzali ~108 CFU/mL je pomesano sa 20 mL odgovarajuée &vrste
podloge otopljene 1 drzane na 44-47°C 1 sadrzaj je sipan u prazne Petri kutije. Supernatant
izolovanih sojeva laktobacila je dobijen centrifugiranjem prekono¢nih kultura 20 min na
5000 rpm na 4°C i podeljen u dve frakcije. Jedna frakcija je ostavljena nepromenjena, dok

je kod druge pH vrednost podeSena na pH 7 (pomo¢u 1M NaOH); obe frakcije su
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sterilisane filtriranjem kroz 0,22 pm celulozno-acetatne filtre (Rotilabo syringe filters,
Roth). U pripremljenim podlogama su izbuSeni bunari¢i precnika 6 mm i u njih je sipano
po 100 pL supernatanta. Ploce su najpre ostavljene 2 h u frizideru na 4°C kako bi se
omogucila potpuna difuzija pre pocetka razmnozavanja bakterija, a zatim su inkubirane u
odgovaraju¢im, ve¢ opisanim, uslovima. Nakon inkubacije posmatrane su zone inhibicije

rasta indikatorskih sojeva.

3.2.8.5. Ispitivanje hidrofobnosti - MATH test

Hidrofobne osobine ¢elijske povrsine izolovanih sojeva laktobacila su ispitivane in
vitro testom adhezije, u kojem je kao rastvara¢ koris¢en n-heksadekan, tzv. MATH testom
(Microbial Adhesion To Hexadecane), koji je opisao Deepika i sar. (2009). Prekonoéne
kulture su centrifugirane 20 min na 5000 rpm na 4°C, dva puta isprane u PBS puferu i
resuspendovane u 10 mmol/L KH2PO4. Podesena je pH vrednost bakterijskih suspenzija na
3, kako bi se neutralisale elektrostaticke interakcije izmedu bakterijskih celija i
heksadekana. Inicijalna absorbanca (A¢) merena na 600 nm je podeSena na ~0,6. Jednake
zapremine bakterijske suspenzije i heksadekana su pomeSane, dobro vorteksovane i
ostavljene 20 min na sobnoj temperaturi bez muckanja, kako bi doslo do razdvajanja faza.
Nakon toga, donja vodena faza, koja sadrzi slobodne bakterije, je pazljivo izdvojena i
izmerena joj je absorbanca (A1). Procenat adhezije za heksadekan (%Ad) je izracunat
prema jednacini:

%Ad = (1 -A1/Ao) x 100

Rezultati su interpretirani u skladu sa dobijenom vredno$¢u procenta bakterija
vezanih za heksadekan (Ocana i sar., 1999) i to na slede¢i nacin: 0-35% - niska
hidrofobnost; 36-70% - srednja hidrofobnost; 71-100% - visoka hidrofobnost.

3.2.8.6. Ispitivanje autoagregacije i koagregacije
Sposobnost autoagregacije i koagregacije izolovanih sojeva laktobacila ispitivana je
spektrofotometrijski, kao $to je opisano u Collado i sar. (2008). Prekono¢ne kulture su

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 se inicijalna absorbanca na 600 nm (Ao) podesi na
~0,6. Nakon inkubacije na 37°C bez muckanja, tokom 24 h, merena je absorbanca (Ax) U
razli¢itim vremenskim intervalima (X = 2, 4, 24 h). Procenat agregacije (%Ag) je izraCunat
prema jednacini:
%Ag = (1 — Ax/Ao) x 100

Za ispitivanje sposobnosti koagregacije, jednake zapremine prekonoé¢nih kultura
izolata laktobacila i patogena (E. coli i L. monocytogenes) su pomesane i inkubirane 24 h
na 37°C bez meSanja. Absorbanca suspenzije pomeSanih kultura (Amix), kao i samih
patogena (Apath) | samih izolata laktobacila (Aiac) je merena u razliCitim vremenskim
intervalima (2, 4, 24 h). Procenat koagregacije (%Co-Ag) je raunat za svaki vremenski
interval posebno prema jednacini:

%C0-Ag = [1 — 2Amix/(Apat + Atac)]x 100

3.2.8.7. Ispitivanje vijabilnosti humanih ¢elija u kulturi

Vijabilnost humanih ¢elija u kulturi je praéena u eksperimentima ispitivanja
sposobnosti adhezije izolata na humane celije kolona u kulturi. Pomesano je 10 puL
suspenzije ¢elija sa 20 pL 0,4% vodenog rastvora trypan-blue i ostavljeno do 3 min. Celije
su posmatrane pod mikroskopom i brojane pomoc¢u hemocitometra, nakon cega je odreden

procenat zivih ¢elija (neobojene).

3.2.8.8. Ispitivanje sposobnosti adhezije izolovanih sojeva laktobacila in vitro

Ispitivanje sposobnosti adhezije izolovanih sojeva laktobacila je izvr$eno u skladu
sa protokolom koji su opisali Sanchez i sar. (2010) uz male modifikacije. Kori§¢ene su
HCT 116 ¢elije, kao model epitela kolona. U svaki od 12 bunari¢a na ploc¢i su dodavane
suspenzije HCT 116 éelija u medijumu, gustine 8x10* ¢elija/bunaru. Medijum je sadrzavao
penicilin (100 U/mL) i streptomicin (100 pg/ml), a ¢elije su u njemu gajene sve do
dostizanja 90% konfluentnosti i potpune ¢elijske diferencijacije. Nakon toga, medijum je
promenjen i ¢elije su gajene dodatnih 24 h bez antibiotika.

Za pripremu suspenzija laktobacila, prekono¢ne kulture izolovanih sojeva su

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 antibiotika. Za pra¢enje sposobnosti adhezije
izolovanih sojeva laktobacila, ¢elijski monosloj je dva puta ispran PBS-om i u svaki
bunari¢ je dodata suspenzija laktobacila u odnosu broj HCT 116 ¢elija/ broj bakterija ~
1/10. Celije su ko-inkubirane sa bakterijama 60 min na 37°C sa 5% COs.

Kako bi se odstranile i sakupile ne-adherirane 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 se sakupile adherirane bakterije monosloj je tretiran 0,1% tripsinom 3 min
na 37°C, da bi se Celije odlepile. Ploce su blago lupkane, a stanje humanih ¢elija nakon
toga proveravano je pod inverznim mikroskopom. Kada je potvrdeno da su se celije
odlepile, dobijena suspenzija je preneta u sterilne epruvete.

Odgovaraju¢a decimalna razblazenja ne-adheriranih (CFUnon-adh) 1 adheriranih
(CFUagn) bakterija zasejana su na MRS agar i odreden je broj ne-adheriranih i adheriranih
bakterija. Procenat adheriranih bakterija(%Ad) je racunat prema jednacini:

%Ad = [CFUadh/ (CFUadh+ CFUnon-adh)]>< 100

3.2.8.9. Ispitivanje efekta postupka tripsinizacije na vijabilnost laktobacila

Posto je protokol za sakupljanje adheriranih bakterija ukljucivao postupak
tripsinizacije celijskog monosloja, bilo je neophodno proceniti uticaj tripsinizacije na
vijabilnost laktobacila. Suspenzija bakterija je sipana u prazne bunari¢ ploce i simulirani su
uslovi tripsinizacije koriS¢eni u eksperimentu ispitivanja sposobnosti adhezije.
Odgovarajuca razblaZenja suspenzije bakterija, pre 1 posle procesa tripsinizacije, zasejana
su na ploce MRS agara koje su inkubirane 48 h na temperaturi od 37°C. Poredenjem

dobijenih vrednosti odreden je ukupan broj bakterija koje su preZivele proces tripsinizacije.

3.2.9.Statisticke analize

Dobijeni rezultati su podvrgnuti Kolmogorov-Smirnov testu radi provere normalne
raspodele, a zatim analizi varijanse. Prezivljavanje izolovanih sojeva laktobacila na niskim
vrednostima pH, u prisustvu Zuénih soli i veStaCkim gastrointestinalnim te¢nostima,

osobine hidrofobnosti povrsine ¢elija, autoagregacije i koagregacije (sa L. monocytogenes i
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E. coli), kao i adhezije na ¢elijsku liniju HCT 116 su analizirani primenom dvofaktorske
ANOVA. Post-hoc analiza je uradena koriS¢enjem Fisher LSD testa. Statisti¢ki zna¢ajnom
razlikom je smatrano p<0,05. Pirsonova analiza korelacije je koriS¢ena za analizu relacija
izmedu osobina hidrofobnosti, autoagregacije, koagregacije i adhezije. Sve analize su
uradene u statistickom programu STATISTICA (data analysis software system), verzija

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 novog farmaceutskog
probiotskog preparata. U prvom koraku su iz razli¢itih izvora izolovani novi sojevi
laktobacila, koji su identifikovani do nivoa vrste. Sojevi su zatim okarakterisani i odreden

je njihov probiotski potencijal, koris¢enjem odgovarajucih in vitro testova.

4.1. Uzorkovanje materijala i izolacija novih sojeva laktobacila

Za izolaciju sojeva laktobacila humanog porekla koris¢eni su uzorci uzeti od
zdravih beba. Naime, prilikom redovne kontrole u Domu zdravlja Novi Beograd, bebama
starim do osam meseci, uz saglasnost roditelja, uzimani su bris usne duplje ili uzorci
fecesa. Uzorci koji nisu pokazivali nikakav patoloski nalaz kori$¢eni su kao materijal za
izolaciju. Ukupno je analizirano 43 uzoraka: 32 iz stolica beba starih od dvadeset dana do
sedam meseci i 11 iz briseva usne duplje beba starih od jednog do osam meseci.
Istovremeno, pored uzoraka humanog porekla, izolovane su i bakterije iz 3 uzorka

domaceg kravljeg sira sa podru¢ja Gornjeg Milanovca (Tabela 4).

4.2. PreciS¢avanje, izolacija i fenotipska identifikacija izolovanih bakterijskih sojeva

Iz uzetih 1 obradenih uzoraka izvrSeno je zasejavanje na MRS agar, a nakon
inkubacije dobijene su meSovite kulture bakterija koje su preciS¢ene uzastopnim
presejavanjem pojedinacnih kolonija na nove ¢vrste podloge. Tek kada je potvrdeno da se
radi o ¢istim kulturama, pristupilo se identifikaciji laktobacila.

Napravljeni su mikroskopski preparati svih preciS¢enih bakterijskih sojeva i
utvrdeno je da su, od ukupno 126 izolata humanog porekla, 104 Gram pozitivne koke, 14
Gram pozitivni bacili i 8 Gram negativni bacili. Od 17 izolata poreklom iz sira 16 su bile

Gram pozitivne koke, dok je 1 bio Gram pozitivni bacil.
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Tabela 4. Poreklo uzoraka za izolaciju laktobacila

Red.

. Poreklo uzorka Redn. Poreklo uzorka
broj .
broj
1. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice 24, Beba stara 7 meseci, uzorak stolice
2. Beba stara 3 meseca, uzorak stolice 25. Beba stara 7 meseci, uzorak stolice
3. Beba stara 3 meseca, uzorak stolice 26. Beba stara 25 dana, uzorak stolice
4, Beba stara 3 meseca, uzorak stolice 217. Beba stara 8 meseci, uzorak stolice
5. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice 28. Beba stara 4 meseca, uzorak stolice
6. Beba stara 20 dana, uzorak stolice 29. Beba stara 6 meseci, uzorak stolice
7. Beba stara 15 dana, uzorak stolice 30. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice
8. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice 31. Beba stara 18 dana, uzorak stolice
9. Beba stara 4 meseca, uzorak stolice 32. Beba stara 8 meseci, uzorak stolice
10. Beba stara 6 meseci, uzorak stolice 33. Beba stara 1 mesec, oralni bris
11. Beba stara 8 meseci, uzorak stolice 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 stolice 36. Beba stara 3 meseca, oralni bris
14. Beba stara 1 mesec, uzorak stolice 37. Beba stara 4 meseca, oralni bris
15. Beba stara 4 meseca, uzorak stolice 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 stolice 40. Beba stara 6 meseci, oralni bris
18. Beba stara 8 meseci, uzorak stolice 41. Beba stara 1 mesec, oralni bris
19. Beba stara 4 meseca, uzorak stolice 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 stolice 45, Kravlji sir
23. Beba stara 8 meseci, uzorak stolice 46. Kravlji sir

Izolovani Gram pozitivni bacili su podvrgnuti preliminarnoj identifikaciji, da bi se

utvrdilo da li pripadaju laktobacilima. Testovi koji su koris¢eni u ovu svrhu su: katalaza

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

Od 15 ispitanih Gram pozitivnih bacila 7 je bio katalaza pozitivno, izazivali su

hemolizu na krvnom agaru, formirali su spore i nisu rasli u anaerobnim uslovima, te je

odbac¢ena moguénost da oni pripadaju rodu Lactobacillus. Preostalih 8 Gram pozitivnih

bacila su preliminarno okarakterisani kao laktobacili jer su bili katalaza negativni,
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nehemoliti¢ni, nesporulativni i sposobni za rast i u anaerobnim uslovima. Od ovih 8
izolovanih potencijalnih laktobacila, 3 izolata su oralnog porekla, 4 fekalnog i 1 poreklom
iz sira. Izolovani sojevi su obelezeni laboratorijskim brojem (Tabela 5) i sa njima su radena

dalja ispitivanja.

Tabela 5. Izolovani sojevi 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
Lach Beba stara mesec dana Oralni izolat
Lac6 Beba stara 20 dana Fekalni izolat
Lac7 Beba stara 15 dana Fekalni izolat
5s Kravlji sir Izolat iz mle¢nog proizvoda

4.3. Fermentacija ugljenih hidrata

Slede¢i korak u karakterizaciji izolovanih sojeva laktobacila bio je ispitivanje
fermentacije ugljenih hidrata, a samim tim i njihova fenotipska identifikacija do nivoa
vrste. U ovu svrhu Koris¢eni su komercijalni kitovi API 50CH (Biomerieux). Dobijeni
rezultati su pokazali da je izolat Lacl pokazivao najvise sli¢nosti sa vrstom L. fermentum
(99,5% pouzdanosti). Izolat Lac2 je pokazivao sli¢nost sa vrstom L.brevis (98,6%
pouzdanosti), izolat Lac3 visok stepen sli¢nosti sa vrstom L. pentosus (99,9%
pouzdanosti), a izolat Lac4 sa vrstom L.paracasei spp. paracasei (98,6% pouzdanosti).
Izolat Lac5 je pokazao sli¢nost sa vrstom L.acidophilus (85,6% pouzdanosti). 1zolati Lac6
i Lac7 su pokazali visok stepen podudarnosti sa vrstom L. plantarum (99,9% i 99,3%
pouzdanosti). Izolat 5s je na osnovu fenotipske identifikacije pokazao najvisi stepen

slicnosti sa vrstom L. paracasei/casei (94% pouzdanosti).
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4.4. Genotipska identifikacija izolovanih sojeva laktobacila

Kako bi se izolovani sojevi laktobacila pouzdano identifikovali do nivoa vrste,
totalna DNK je ekstrahovana, a zatim je region gena za 16s rRNK, duzine 1550 bp,
umnozen PCR reakcijom uz pomo¢ odgovarajuéih prajmera i preciséen. Provera ¢istoce i
veli¢ine uzoraka izvrsena je elektroforezom na 1% agaroznom gelu. Gel obojen etidijum
bromidom je vizualizovan na UV transiluminatoru i slikan digitalnim fotoaparatom (Slika
5).

Lacl Lac2 Lac3 Lac4d Lacs Lac6 Lac7 B 30J M

1500 bp

3 i i : - I | S

i
800 BB
700 bp
600 bp
500 bp

bviid

Slika 5. Fragmenti gena za 16S rRNK umnoZeni pomoc¢u 27f/1523R prajmera.

Lacl do Lac7 - izolati laktobacila; B: negativna kontrola; 30J: pozitivna kontrola Staphylococcus sp.; M:
marker - 100 bp DNA ladder, Serva, UK. Strelicama su oznaéene duzine DNK fragmenata markera.

Uspesno je sekvenciran region gena za 16S rRNK svih 8 bakterijskih izolata.

Veli¢ina sekvenciranog produkta je varirala od uzorka do uzorka i iznosila je od 1445
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do1513 baznih parova (Prilozi 1-8). Svi bakterijski izolati identifikovani sekvenciranjem
16S rRNK gena su Kklasifikovani u rod Lactobacillus.

Izolati Lacl i Lac2 su identifikovani kao Lactobacillus plantarum. Naime,
sekvencirano je 1470, odnosno 1478 baznih parova ovih izolata. Poredenje sa postoje¢im
sekvencama u bazi podataka BLAST analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S
rRNK regionom bakterije Lactobacillus plantarum. Soj sa kojim je izvrSeno poredenje
sekvence izolata Lacl je Lactobacillus plantarum subsp. plantarum TO 1003, ¢iji je
genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod pristupnim brojem
AB713901.1, dok je sekvenca izolata Lac2 identi¢cna sa sekvencom Lactobacillus
plantarum G8, pod pristupnim brojem JX183220.1.

Izolat Lac3 identifikovan je kao Lactobacillus casei. Sekvencirano je 1453 baznih
parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
casei. Sojevi sa kojima je izvrSeno poredenje sekvence izolata Lac3 su Lactobacillus casei
MGB65-2, ¢iji je genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod pristupnim
brojem HMZ218007.1 i Lactobacillus casei IMAU:80793, u bazi podataka registrovan pod
pristupnim brojem HM058958.1.

Izolat Lac4 identifikovan je kao Lactobacillus paracasei. Sekvencirano je 1513
baznih parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
paracasei. Sojevi sa kojima je izvrSeno poredenje sekvence izolata Lac4 su Lactobacillus
paracasei NRIC 1942, ¢iji je genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem AB362763.1, kao i soj Lactobacillus paracasei NRIC 0638, u bazi
podataka registrovan pod pristupnim brojem AB362702.1.

Izolat Lac5 identifikovan je kao Lactobacillus gasseri. Sekvencirano je 1459
baznih parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
gasseri. Sojevi sa kojim je izvrSeno poredenje sekvence izolata Lacb su Lactobacillus

gasseri IMAUFBO061, ¢iji je genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod
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pristupnim brojem JQ805679.1, kao i sa Lactobacillus gasseri NCC2856, u bazi podataka
registrovan pod pristupnim brojem FJ557004.1.

Izolat Lac6 identifikovan je kao Lactobacillus plantarum. Sekvencirano je 1485
baznih parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
plantarum. Soj sa kojim je izvrSeno poredenje sekvence izolata Lac6 je Lactobacillus
plantarum Lp-01, ¢iji je genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem HM130542.1.

Izolat Lac7 identifikovan je kao Lactobacillus plantarum. Sekvencirano je 1445
baznih parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 100% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
plantarum. Soj sa kojim je izvrSeno poredenje sekvence izolata Lac7 je Lactobacillus
plantarum soj MHS58, ¢iji je genom delimié¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem FJ542299.1.

Izolat 5s identifikovan je kao Lactobacillus casei. Sekvencirano je 1497 baznih
parova ovog izolata. Poredenje sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka BLAST
analizom pokazalo je 97% podudarnosti sa 16S rRNK regionom bakterije Lactobacillus
casei. Soj sa kojim je izvrSeno poredenje sekvence izolata 5s je Lactobacillus casei YIT
0180 (= ATCC 334), ¢iji je genom delimi¢no sekvenciran i nalazi se u bazi podataka pod
pristupnim brojem AB008204.1.

Sojevi su deponovani u Sluzbi za bioloska ispitivanja Kontrole kvaliteta, Galenika

a.d., a u bazu podataka uvedeni pod odgovaraju¢im pristupnim brojevima (Tabela 6).

U toku preciS¢avanja 1 identifikacije uo€eno je da izolat Lac5 izrazito slabo raste na
¢vrstoj podlozi, zbog Cega je on iskljucen iz daljeg eksperimentalnog rada, a ostalih 7
sojeva: Lacl, Lac2, Lac3, Lac4, Lac6, Lac7 i 5s podvrgnuti su daljoj fizioloSkoj i

biohemijskoj karakterizaciji.
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Tabela 6. Sekvence izolata laktobacila deponovane u NCBI

Pristupni Homologija sa deponovanim sojevima

Izolat broj

Lacl JN315657 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum TO 1003, ID sekvence: AB713901.1

Lac2 JN315658 Lactobacillus plantarum G8, ID sekvence: JX183220.1

Lac3  JN315659 Lactobacillus casei MGB65-2,1D sekvence: HM218007.1
Lactobacillus casei IMAU:80793, ID sekvence: HM058958.1

Lac4  JN315660 Lactobacillus paracasei NRIC 1942, ID sekvence: AB362763.1
Lactobacillus paracasei NRIC 0638, ID sekvence: AB362702.1

Lac5 JN315661 Lactobacillus gasseri IMAUFBO061, ID sekvence: JQ805679.1
Lactobacillus gasseri NCC2856, ID sekvence: FJ557004.1

Lac6  JN315662 Lactobacillus plantarum Lp-01, ID sekvence: HM130542.1

Lac7 JN315663 Lactobacillus plantarum MH58, ID sekvence: FJ542299.1

5s nije deponovan  Lactobacillus casei YIT 0180, ID sekvence: AB008204.1

4.5. Fizioloska i biohemijska karakterizacija izolovanih sojeva laktobacila

Razli¢ite osobine poput proizvodnje gasa iz laktoze, rasta na razli¢itim
temperaturama, pH vrednostima sredine, u prisustvu razlicitih koncentracija fenola i NaCl,
proteoliticka sposobnost, dinamika rasta, rezistencija na najceS¢e koriS¢ene antibiotike,
otpornost na prisustvo enzima gastrointestinalnog trakta, kao i produkcija organskih

kiselina su ispitivane u okviru fizioloske i biohemijske karakterizacije izolata.

4.5.1. Proizvodnja gasa iz laktoze

Na osnovu sposobnosti sojeva da proizvode CO> iz laktoze izvrSena je
fermentativna karakterizacija izolata. Daljom fenotipskom karakterizacijom je pokazana
produkcija mlecne i buterne kiseline iz laktoze, ali ne i produkcija gasa (podaci nisu
prikazani). Produkcija gasa od strane izolovanih sojeva laktobacila ispitivana je
zasejavanjem u laktozni bujon sa dodatim Durhamovim cev¢icama. Svi izolovani sojevi su
fermentisali laktozu, a ni jedan nije produkovao gas, §to ukazuje na to da su svi izolovani

sojevi homofermentativni.
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4.5.2. Rast na razli¢itim temperaturama

Ispitivan je rast izolovanih sojeva na razli¢itim temperaturama. Dok su izolati Lacl
i Lac2 rasli u opsegu temperature od 10-35°C, izolati Lac3, La4, Lac6, Lac7 i 5s rasli su u
temperaturnom opsegu 15-40°C. Ni jedan od izolovanih sojeva laktobacila nije rastao na
temperaturama od 45°C i 50°C. Ispitivanje otpornosti izolovanih sojeva laktobacila na
kratkotrajno izlaganje (10 min) ekstremno visokim temperaturama (80°C i 100°C)

pokazalo je da ni jedan od izolata nije sposoban da prezivi pomenute uslove.

4.5.3. Rast na razli¢itim pH

Ispitivana je sposobnost izolovanih sojeva laktobacila da rastu na razli¢itim pH
vrednostima MRS bujona, kao hranljivog medijuma. Svezim prekonoénim kulturama su
inokulisani MRS bujoni ¢ija je pocetna pH vrednost bila podesena na 2, 3, 4, 5, 6, 7 i 8.
Ovakav opseg pH vrednosti je izabran jer se poklapa sa pH vrednostima prisutnim u
razli¢itim delovima gastrointestinalnog trakta (od pH 2 u Zelucu do pH 8 u intestinumuy).

Svi izolovani sojevi su rasli na svim ispitivanim pH vrednostima MRS medijuma.

4.5.4. Rast u prisustvu razlicitih koncentracija NaCl

Ispitivana je sposobnost izolovanih sojeva laktobacila da rastu u prisustvu razli¢itih
koncentracija NaCl (2%, 4% i 6,5%). Svi izolovani sojevi su rasli u prisustvu svih
ispitivanih koncentracija NacCl.

4.5.5. Tolerancija na fenol

Fenol je jedna od supstanci prisutnih u gastrointestinalnom traktu sa potencijalno
toksi¢énim dejstvom na laktobacile (Pan i sar., 2009). Zato je ispitivana sposobnost
izolovanih sojeva laktobacila da rastu u prisustvu razli¢itih koncentracija fenola (0,2%,
0,4%, 0,8% i 1%). Rezultati pokazuju da svi izolovani sojevi rastu u prisustvu fenola do
koncentracije od 0,4% (Tabela 7). Kada je fenol prisutan u koncentraciji od 0,8%, izolati
Lacl, Lac4, Lac6, Lac7 i 5s su ostali vijabilni nakon 6 sati inkubacije, ali nakon 24 sata
nije bilo rasta na zasejanim plo¢ama. Izolati Lac2 i Lac3 su ostali vijabilni i nakon 24 sata

inkubacije u MRS bujonu sa 0,8% fenola, ali u izuzetno malom broju. Nakon 6 sati
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inkubacije u MRS bujonu sa 1% fenola preZivljavaju svi ispitivani laktobacili, dok nakon

24 sata prezivljava samo izolat Lac2.

Tabela 7. Tolerancija izolovanih sojeva laktobacila na fenol

Soj Vreme CFU/mi
Testirana koncentracija fenola
0,2% 0,4% 0,8% 1%
CFU/ml  9%S* CFU/ml  %S* CFU/ml  9%S* CFU/ml  9%S?

Oh 2,30x108 1,68x107 1,04x107 1,73x107
6h 8,69x107 2,72x107 4,00x10° 1,00x10°

Lacl 24h 7,90x10®8  106,4 6,23x10"  107,9 <10? 0 <10? 0
Oh 3,21x107 1,34x107 1,28x107 8,80x10°
6h 2,39x107 1,40x107 <103 <103

Lac2 24h 550x10®8 116,4 3,82x10" 106,4  2,00x10' 4,2 1,00x10? 16,8
Oh 5,70x10° 5,50x10° 4,20x106 9,00x10°
6h 1,92x107 1,18x10’ <103 <103

L ac3 24h 1,00x108 1184  1,89x107 107,9  2,00x10* 4,5 <10? 0
Oh 9,50x10° 3,70x10° 4,00x10° 1,20x106
6h 1,47x10° 5,30x10° <103 <103

Lacd 24h 2,43x107  105,8  7,10x10°  104,3 <10? 0 <10? 0
Oh 7,50%x108 7,00x107 2,41x107 2,21x107
6h 4,83x107 2,60x107 2,00x10° <103

L ac6 24h 4,30x108 97,3 2,55x107 94,4 <10? 0 <10? 0
Oh 3,63x107 2,34x107 2,41x107 2,45x107
6h 7,13x107 8,30x10° 2,00x10° 1,00x10°

Lac? 24h 3,00x108  112,1  1,80x10’ 98,5 <10? 0 <10? 0
Oh 1,10x108 6,50x108 6,80x107 6,85x106

5s 6h 5,70x10° 1,85x106 1,11x10° 2,00x10°

24h 1,20x107 88 8,82x10° 78,9 <10? 0 <10t 0

@Prezivljavanje izolata, izrazeno kao procenat log CFU/ml. Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna
eksperimenta.
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4.5.6. Proteoliticka aktivnost izolovanih sojeva laktobacila

Proteoliticka aktivnost izolovanih sojeva laktobacila pracena je indirektno, preko
pojave svetle zone oko bunari¢a u podlozi sa obranim mlekom, kao posledica razgradnje
kazeina od strane ispitivanih laktobacila. Jedino je izolat Lacl pokazao proteoliticku

aktivnost, sa prosvetljenom zonom od 2 mm.

4.5.7. Dinamika rasta izolovanih sojeva laktobacila

Jedna od osnovnih karakteristika svakog bakterijskog soja jeste njegova brzina
rasta. Za odredivanje krive rasta, sveze prekonoéne kulture izolovanih sojeva laktobacila
su inkubirane u MRS bujonu uz blago meSanje od 58 rpm/min. Tokom 24 sata inkubacije
na temperaturi od 37°C uzimani su uzorci u kojima je odredivan ukupan broj vijabilnih
bakterija, a na osnovu detektovane brojnosti konstruisane su krive rasta izolovanih sojeva
laktobacila (Slika 6).
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Slika 6. Krive rasta izolovnih sojeva laktobacila.
Vrednosti standardne devijacije nalaze se u intervalu 0,01-0,04. Na graficima nisu prikazane, zbog toga $to

9.50

9.00

850

8.00

750

700

6.50

6.00

Lac3

10.00

9.50

9.00

8.50

8.00

750

7.00

6.50

6.00

10.00

9.50

9.00

850

8.00

150

7.00

6.50

6.00

Vreme (h)

Lace

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

Vreme (h)

5

o

2 4 6 8 1% 15 16 U

Vreme (h)

log CFU/mI

10.00
9.50
9.00
850
8.00
150
700

6.50

Lac4

10.00

9.50

9.00

8.50

8.00

log CFU/mI

150

7.00

6.50

6.00

su zna¢ajno manje od podataka vidljivih na skali y-ose.

Vreme (h)

Lac7

Vreme ()

60



Kao $to se moze videti na slici 6, izolat Lacl ima izrazenu lag fazu; u
eksponencijalnu fazu ulazi nakon 2 sata, a u stacionarnu nakon 8 sati inkubacije. Kod
izolata Lac?2 je sli¢na situacija po pitanju lag faze, dok eksponencijalna faza traje duze, od
drugog do dvanaestog sata inkubacije.

Kod izolata Lac3 i Lac4 se ne uocava lag faza, posto ovi izolati odmah ulaze u
eksponencijalnu fazu rasta. Oba izolata ulaze u stacionarnu fazu nakon 12 sati inkubacije.

Kod izolata Lac6 prva cetiri sata inkubacije traje lag faza, zatim do osmog sata
eksponencijalna faza, kada ovaj izolat ulazi u stacionarnu fazu. Izolat Lac7 ima najduzu
lag fazu, koja traje sve do Sestog sata. Eksponencijalna faza ovog izolata traje do
dvanaestog sata inkubacije, a nakon toga sledi stacionarna faza rasta.

Izolat 5s ima dugu lag fazu (4 h) i raste mnogo sporije u odnosu na ostale izolate.

Tokom inkubacije od 24 h nije uocen ulazak u stacionarnu fazu.

4.5.8. Osetljivost prema antibioticima

Osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na najcesce upotrebljavane antibiotike je
ispitivana koris¢enjem antibiogram tableta. Prekonoé¢ne kulture sojeva su zasejavane na
plo¢e MRS agara, a onda su na njih dodavane antibiogram tablete i tako pripremljene ploce
su inkubirane.

Dobijeni rezultati (Tabela 8) pokazuju da su svi izolovani sojevi laktobacila
rezistentni prema vankomicinu, amikacinu i gentamicinu. Izolati humanog porekla su
rezistentni i prema streptomicinu, kanamicinu i neomicinu, dok je izolat 5s poreklom iz
sira osetljiv na ove antibiotike. Izolati Lac6 i 5s su rezistentni na penicilin, izolati Lacl i
Lac2 su prema ovom antibiotiku pokazali umerenu osetljivost, dok su izolati Lac3, Lac4 i
Lac7 na njega osetljivi. Ispitivana je osetljivost i prema ampicilinu i ceftriaksonu, kao koji
su takode inhibitori sinteze Celijskog zida. Svi ispitivani izolati su bili osetljivi prema ovim
antibioticima, sa izuzetkom Lac3, Lac4, Lac7 i 5s koji su bili rezistentni na ceftriakson.
Svi ispitivani izolati su osetljivi prema tetraciklinu (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 nukleinskih kiselina, izolovani sojevi su pokazali rezistenciju prema norfloksacinu,

a osetljivost prema rifampicinu.

Tabela 8. Osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na antibiotike

Antibiotik Precnik zone inhibicije (mm)

Lacl Lac2 Lac3 Lac4 Lac6 Lac7 5s

Vancomicin (30 pg)
Amikacin (30 pg)
Streptomicin (30 pg)
Gentamicin (30 pg)
Kanamicin (30 pg)
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
Ampicilin (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 30,67+1,15 _ 30,67+1,15

Tetraciklin (30 pg) 27,33+1,15 28,00+0,00 30,67+1,15 30,00+0,00 31,33+1,15 -
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 pg)

Norfloksacin (10 pg)
Rifampicin (5 pg) 31,33+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 dobijene iz 3 nezavisna eksperimenta: osetljiv (zeleno obojen): d >
21mm, umereno osetljiv (zuto obojen): d = 16-20 mm, rezistentan (crveno obojen): d <15 mm

4.5.9. Osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na enzime

Da bi mogli da ostvaruju svoju funkciju i doprinose zdravlju domacina, laktobacili
moraju da zadrZe svoju vijabilnost tokom prolaska kroz kompletan gastrointestinalni trakt
Coveka gde su izloZeni dejstvu razli¢itih hidroliti¢kih enzima (o amilaza u ustima, pepsin u
zelucu, tripsin i himotripsin u intestinumu).

Otpornost izolovanih sojeva laktobacila je ispitivana prema slede¢im enzimima: o

amilaza, lizozim, himotripsin, tripsin, pronaza E i katalaza. Testirane su koncentracije 1
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mg/mL; 2,5 mg/mL i 5 mg/mL svih nabrojanih enzima. Ni jedan od izolovanih sojeva

laktobacila nije pokazao osetljivost ni prema jednom od ispitivanih enzima.

4.5.10. Tip i sadrzaj organskih Kkiselina u bezéelijskim supernatantima izolovanih
sojeva laktobacila

Za odredivanje tipa i sadrzaja izabranih organskih kiselina koris¢ena je HPLC
metoda. U tu svrhu izolati su gajeni u MRS bujonu tokom 24h, a zatim su bakterije

istalozene centrifugiranjem, a za detekciju je koriS¢en profiltrirani supernatant (Tabela 9).

Tabela 9. Sadrzaj organskih kiselina u supernatantima izolovanih sojeva laktobacila

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

Mleé¢na Kkiselina 14,91 | 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
Odgovaraju¢i hromatogrami su dati u Prilogu 9.

4.6. Probiotske osobine izolovanih sojeva laktobacila

Prvi korak u odabiru potencijalnih probiotskih sojeva su in vitro istrazivanja kao
dobar pokazatelj prisustva probiotskih svojstava, koja bi nakon toga trebalo da se potvrde i
u in vivo uslovima. U skladu sa preporukama FAO/WHO (2002) u ovu svrhu je potrebno
ispitati toleranciju na kiselu sredinu i prisustvo zu¢nih soli, spektar antimikrobnog dejstva i
produkciju antimikrobnih supstanci, kao i sposobnost adhezije sojeva, potencijalnih
probiotika, na crevni epitel.

4.6.1. Rezistencija na niske vrednosti pH

Za prolazak bakterija kroz gastrointestinalni trakt veoma je vazna rezistencija na
niske pH vrednosti. Zato je pracena dinamika rasta na niskim pH vrednostima MRS
bujona.

Dobijeni rezultati (Tabela 10) su pokazali da su svi izolovani sojevi laktobacila

tolerantni na niske pH vrednosti sredine, ali u razli¢itoj meri. Najveci stepen rezistencije na

63



kiselu sredinu pokazuje izolat Lac6, a najmanji izolat Lac4. Procenat prezivljavanja na pH
2 je u slucaju izolata Lac4 37,8%, dok je procenat prezivljavanja ostalih izolata veéi od
60% (61,4-84,3%). Procenat prezivljavanja na pH 3 je u slucaju izolata Lac4 50,4%, dok je
kod ostalih izolata procenat prezivljavanja veéi od 74%. Na pH 4 procenat prezivljavanja

izolata Lac4 je 57,3%, dok je za ostale ispitivane izolate ve¢i od 89%.

4.6.2. Tolerancija na prisustvo Zu¢nih soli

Jos jedan vazan kriterijum u odabiru probiotskih sojeva je njihova otpornost na
prisustvo Zucnih soli. Ova osobina izolovanih sojeva laktobacila je ispitivana pracenjem
rasta laktobacila u medijumu koji je sadrzao 0,5%; 1% i 2% zu¢nih soli.

Dobijeni rezultati (Tabela 11) su pokazali da su svi izolovani laktobacili tolerantni
na prisustvo zucnih soli u svim ispitivanim koncentracijama. Procenat prezivljavanja u
prisustvu Zuc¢nih soli u koncentraciji od 0,5% 1 1,0% je kod svih ispitivanih izolata ve¢i od

88%, dok je pri koncentraciji od 2% nesto nizi (najmanje 79,1%).
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Tabela 10. Prezivljavanje izolovanih sojeva laktobacila na niskim vrednostima pH

Izolati

Lacl

Lac2

Lac3

Lac4

Lac6

Lac7

5s

Sati

A~ N O

A DNO

Va
pH=2

8,153+0,022
6,982+0,018
5,5651+0,015

8,146+0,014
7,563+0,010
5,002+0,006

7,073+0,011
5,373+0,014
4,492+0,010

7,932+0,013
3,002+0,006
3,000+0,000

8,193+0,017
7,747+0,004
6,909+0,006

8,179+0,010
7,540+0,014
6,000+0,013

6,740+0,032
5,578+0,045
3,144+0,056

Rb

1,171
2,602

0,583
3,144

1,700
2,581

4,932
4,934

0,446
1,284

0,639
2,179

1,161
3,594

%S¢

68,1%

61,4%

63,5%

37,8%

84,3%

73,4%

53,3%

Va
pH=3

8,161+0,037
7,491+0,013
6,111+0,042

8,145+0,022
7,677%0,007
7,35240,026

8,179+0,016
8,015+0,030
7,380+0,018

7,934+0,005
5,472+0,087
4,001+0,007

8,193+0,017
7,956+0,007
7,278+0,023

7,070+0,017
6,510+0,006
5,903+0,009

6,721+0,009
6,253+0,048
5,954+0,021

Rb

0,671
2,050

0,468
0,793

0,163
0,709

2,457
3,933

0,237
0,914

0,519
1,168

0,466
0,767

%S°

74,9%

90,3%

90,2%

50,4%

88,8%

83,5%

88,6%

Va
pH=4

8,162+0,018
7,961+0,011
7,447+0,025

8,146+0,006
7,996+0,004
7,990+0,002

7,072+0,010
6,644+0,007
6,361+0,034

7,934+0,002
5,318+0,017
4,544+0,014

8,192+0,031
8,169+0,011
8,134+0,016

8,672+0,011
8,179+0,005
7,910+0,003

7,712+0,043
7,409+0,085
7,388+0,077

Rb

0,201
0,715

0,150
0,156

0,428
0,710

2,616
3,390

0,024
0,059

0,493
0,762

0,298
0,321

%S°

91,2%

98,1%

89,9%

57,3%

99,3%

91,2%

95,75%

2 Vijabilnost izolata, izrazena kao log CFU/m.

b Redukcija vijabilnosti, izra¥ena kao odnos log CFU/ml dobijenih u odredenom vremenu i na pocetku inkubacije.
¢ Prezivljavanje izolata, izraZena kao procenat log CFU/m.

-Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.

Analiza statistiCke znacajnosti data u Prilogu 10A.
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Tabela 11. Prezivljavanje izolovanih sojeva laktobacila u prisustvu zu¢nih soli

Izolati  Vreme \!a R %S°¢ \!a RP %S* \!a RP %S°
(h) Zuéne soli 0,5% Zuéne soli 1% Zuéne 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% 7,32610,025 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  957%
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 7,536+0,010 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%

2 Vijabilnost izolata, izrazena kao log CFU/m.

b Redukcija vijabilnosti izraZena kao odnos log CFU/ml u odredenom vremenu i na pocetku inkubacije.
¢ Prezivljavanje izolata, izrazeno u procentima log CFU/mlI

-Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.

Analiza statistiCke znacajnosti data u Prilogu 10B.
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4.6.3. Prezivljavanje u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta

Ispitivanje otpornosti izolovanih sojeva laktobacila prilikom prolaska kroz
gastrointestinalni trakt je izvrSeno in vitro, simuliranjem uslova koji vladaju u njegovom
proksimalnom, odnosno distalnom delu (Zelucu i duodenumu) i to u realnom vremenskom
periodu koji odgovara vremenu zadrzavanja hrane u hjemu tokom varenja.

Procenat prezivljavanja izolovanih sojeva laktobacila nakon izlaganja vestatkom
zeludacnom soku pH vrednosti 2 (AGF) u trajanju od 120 minuta prikazan je na Tabeli 13.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da je otpornost na uslove koji vladaju u proksimalnom
delu gastrointestinalnog trakta najmanja kod izolata Ss, a najveca kod izolata Lac6 i Lac7.
Dobijeni rezultati se medu sobom znacajno ne razlikuju, a procenat prezivljavanja kod svih
sojeva je veci od 79,8%.

Uzorci koji su preziveli izlaganje zeludacnom soku, izlozeni su dejstvu zucnih soli
u vestackom intestinalnom fluidu (AIF) u trajanju od 120 minuta. Procenat prezivljavanja
izolata Lacl bio je 98,9%, izolata Lac2 98,9%, izolata Lac3 89,1%, izolata Lac4 98,4%,
izolata Lac 6 98,6%, izolata Lac7 99,0% i izolata 5s 88,9% (Tabela 12). Dobijeni rezultati
su pokazali da je otpornost na zucne soli najmanja kod izolata 5s i Lac3, a najveca kod
izolata Lacl, Lac6 i Lac7, kod kojih je ona skoro identi¢na (98,9-99,0%). Kod svih

ispitivanih laktobacila procenat prezivljavanja bio je veci od 88,9%.
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Tabela 12. Prezivljavanje izolovaih sojeva laktobacila u vestackim gastrointestinalnim

te¢nostima
1zolati Vreme V2 RP 0S¢ V2 RO %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 10,756+0,015 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%

aVijabilnost izolata, izrazena kao logCFU/ml.
bRedukcija vijabilnosti, izrazena kao odnos logCFU/ml u odredenom vremenu i na podetku inkubacije.
Prezivljavanje izolata, izraZzeno u procentima logCFU/ml, u poredenju sa odgovaraju¢om 0 vrednoscéu.

-Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.

Analiza statisticke znacajnosti data u Prilogu 10C.
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4.6.4. Antimikrobna aktivnost izolovanih sojeva laktobacila

Za ispitivanje spektra antimikrobnog dejstva izolovanih sojeva laktobacila
koriS¢ena je difuziona metoda (well diffusion test), a za indikatorske sojeve su izabrani
patogeni sojevi bakterija, kvasaca i plesni, kao i sojevi laktobacila. Antimikrobnu aktivnost
izolata na druge sojeve laktobacila je vazno ispitati zbog procene njihovog uticaja na vec
prisutne laktobacile, kao korisne ¢lanove mikrobiote domacina, kao i zbog potencijalnog
koriS¢enja dve ili viSe vrsta laktobacila u jednom probiotskom preparatu.

Za test su koriS¢eni nepuferisani i puferisani supernatanti izolata. U prvom slucaju
koris¢en je nepromenjen supernatant (pH 3,5-4), dok mu je u drugom pH vrednost
podesena tako da bude u opsegu 6,8-7,2. Na ovaj nacin supernatant je neutralisan, odnosno
eliminisan je antimikrobni efekat mlecne kiseline i eventualno prisutnog vodonik
peroksida. Prisustvo antimikrobnog efekta u testu sa neutralisanim supernatantom ukazalo
bi na mogucu produkciju bakteriocina ili bakteriocinima sli¢nih supstanci, od strane
izolovanih sojeva laktobacila. Neposredno pred izvodenje testa, supernatanti su
profiltrirani kroz sterilne mikrobioloske filtere pre¢nika pora 0,45um.

Dobijeni rezultati (Tabela 13) pokazuju da svi ispitivani izolati imaju antimikrobno
dejstvo prema pojedinim Gram pozitivnim i Gram negativnim vrstama. lzolat Lacl je
pokazao najizrazenije antimikrobno dejstvo prema M. luteus ATCC 93419, Lac2 i Lac4
prema B. pumillus NCTC 8241 i B. subtilis ATCC 6633, Lac3 prema S. aureus
ATCC6538-P i B. subtilis ATCC 6633, Lac6 prema B. subtilis ATCC 6633 i E. coli ATCC
8739, Lac7 prema E. coli ATCC 8739 i S. abony NCTC 6017 i izolat 5s prema S. abony
NCTC 6017. Ni jedan od ispitivanih izolata nije pokazao antimikrobnu aktivnost prema C.
albicans ATCC 10231, niti prema A. brasiliensis ATCC 16404. Takode, rezultati su
pokazali da izolovani laktobacili nemaju antimikrobni efekat prema drugim laktobacilima.

U testu sa neutralisanim supernatantima ni jedan od izolovanih sojeva laktobacila
nije pokazao antimikrobnu aktivnost ni prema jednom od ispitivanih mikroorganizama.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da je antimikrobna aktivnost najverovatnije posledica

dejstva mlecne kiseline.
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Tabela 13. Antimikrobna aktivnost izolovanih sojeva laktobacila

Zona inhibicije (mm)?

Indikatorski sojevi Lacl Lac2 Lac3 Lac4 Lac6 Lac7 5s
S. aureus ATCC 6538-P 0,0 0,0 3.740.2 0,0 3.540.1 3.5+04 1.840.2
M. luteus ATCC 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, cereus ATCC 11778 3,240,3 3,340,3 3,240,3 3,440,1 3,5#0,1 3,0£0,2 0,0
B. pumilis NCTC 8241 3,540,3 3,710,3 3,440,2 3,6£0,1 3,6+0,2 4,0+0,2 0,0
B. subtilis ATCC 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. rhamnosus ATCC7469 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L. lactis ATCC 7830 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P. aerugiosa ATCC 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. coli ATCC 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. pneumoniae ATCC 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. abony NTCC 6017 3,240,3 3,310,2 3,1+0,1 3,0+0,2 3,740,1 4,5+0,3 2,840,3
C. albicans ATCC 10231 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A. brasiliensis ATCC 16404 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

@Zona inhibicije je merena od ivice bunara do ivice zone inhibicije. Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
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4.6.5. Hidrofobnost povrsine cCelija izolovanih sojeva laktobacila

Za ispitivanje hidrofobnosti povrsine celija izolovanih sojeva laktobacila koriS¢ena
je MATH metoda. Ovom metodom se odreduje odnos broja ¢elija koje se vezu za organski
rastvara¢ i broja celija koje ostaju u vodenoj fazi. Kao nepolarni rastvara¢ kori$éen je
heksadekan.

Prema dobijenim rezultatima (Tabela 14) najmanju hidrofobnost je pokazao izolat
5s (47,26%). lzolat Lac7 pokazuje srednji stepen hidrofobnosti (66,51%), dok su ostali
ispitivani izolati pokazali visok stepen hidrofobnosti (preko 70%). Test je izveden i na soju
L. rhamnosus ATCC 7469, a stepen hidrofobnosti koji je on pokazao je iznosio svega
5,67%.

Tabela 14. Hidrofobnost izolovanih sojeva laktobacila

Izolat %Ad

Lacl 70,56+0,41
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 statisticke znacajnosti data u Prilogu 11.

4.6.6. Sposobnost autoagregacije i koagregacije izolovanih sojeva laktobacila
Sposobnost  autoagregacije izolovanih  sojeva laktobacila ispitivana je

spektrofotometrijski, uporedivanjem vrednosti apsorbanci na 600 nm bakterijskih

suspenzija na pocetku i nakon odredenog perioda inkubacije bez agitacije. Na osnovu

dobijenih vrednosti optiCke gustine na poc€etku i na kraju inkubacionog perioda izracunat je
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procenat agregiranih ¢elija. Uoceno je da procenat agregacije raste sa vremenom. Dobijeni
rezultati (Tabela 15) pokazuju da je najvisi stepen autoagregacije nakon 24 sata uo¢en kod
izolata Lac6 (73,31%).

Na slican nacin ispitana je i sposobnost koagregacije, pravljenjem meSovitih
bakterijskih suspenzija i merenjem vrednosti apsorbanci na pocetku i na Kraju
inkubacionog perioda. Ispitivana je sposobnost koagregacije izolovanih sojeva laktobacila
sa 2 patogena soja L. monocytogenes ATCC 19111 i E. 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 patogena (Tabela 15).

U testu sa sojem L. monocytogenes ATCC 19111 najvisi stepen koagregacije je
pokazao izolat Lac6 (55,49%), a najnizi izolat Lac4 (16,48%). Sli¢an stepen koagregacije
su pokazali izolati Lac2 i Lac3 (35,11%, 33,33%).

U testu sa sojem E. coli ATCC 8739 najvisi stepen koagregacije je pokazao izolat
Lac3 (47,55%), a najnizi izolati 5s i Lacl (17,85 % i 22,98%). Slican stepen koagregacije
su pokazali izolati Lac2, Lac6 i Lac7 (44,37%, 42,44%, 45,41%).
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Tabela 15. Stepen autoagregacije i koagregacije izolovanih sojeva laktobacila.

Izolat Vreme Autoagregacija Koagregacija sa Koagregacija sa
(h) (%) L. monocytogenes (%) 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 16,30+0,01
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 33,3310,14 47,55+0,30
Lac4 2 13,07+0,36 3,52+0,22 5,0940,15
4 21,13+0,57 7,41+0,18 7,93+0,04
24 52,60+0,40 16,48+0,03 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+0,59 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 17,85+0,02

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 4 nezavisna eksperimenta.
Analiza statisticke znadajnosti data u Prilogu 12.
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4.6.7. Sposobnost adhezije izolovanih sojeva laktobacila na HCT 116 éelijsku liniju
Sposobnost adhezije laktobacila na humane Celije pracena je in vitro koriS¢enjem
¢elijske linije kolorektalnog kancera HCT 116, kao modela intestinalnog epitela. U
literaturi adhezija se uglavnom predstavlja kao odnos broja adheriranih bakterija i ukupnog
broja unetih bakterija. Medutim, tokom izvodenja eksperimenata primeéen je znacajan
gubitak broja bakterija, odnosno zbir broja adheriranih i neadheriranih bakterija je bio uvek
znac¢ajno manji od broja unetih bakterija na pocetku eksperimenta. U pokusaju da
ustanovimo razloge, ispitan je efekat procesa tripsinizacije monosloja humanih c¢elija, Koji
je neophodan korak u eksperimentalnom protokolu. Dobijeni rezultati su ukazali na
znacajan baktericidni efekat procesa tripsinizacije (Tabela 16), pri ¢emu se procenat

prezivljavanja izolata kretao od 37,20 do 65,57%.

Tabela 16. Prezivljavanje izolovanih sojeva laktobacila nakon tripsinizacije

Izolat Inokulum Nakon tripsinizacije %S*
CFU/plogi? CFU/plogi®

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

8Razblazenje 10
b Razblazenje 105

¢ Prezivljavanje izolata nakon procesa tripsinizacije

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
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Imajuci to u vidu procenat adhezije u nasSim eksperimentima je ra¢unat kao odnos
ukupnog broja adheriranih bakterija i sume adheriranih i neadheriranih bakterija. Dobijeni
rezultati ukazuju da ispitivani izolati poseduju umeren adhezioni potencijal (Tabela 17).
Najveci procenat adhezije je uocen kod izolata 5s, dok je kod izolata humanog porekla on

najvedi kod izolata Lac2, Lac6 i Lac7.

Tabela 17. Adhezija izolovanih sojeva laktobacila na HCT 116 celijsku liniju

Izolat Adherirane ¢elije Neadherirane ¢elije %Ad°
CFU/plo¢i? CFU/plogi®
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

2 RazblaZenje 10

b Razblazenje 105

¢Adhezija izolata

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta.
Analiza statistiCke zna¢ajnosti data u Prilogu 13.
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5. Diskusija



Gastrointestinalni trakt coveka je kompleksan sistem, kako sa anatomskog, tako i sa
funkcionalnog stanovista. To je prostor sa razliitim ekoloSkim niS§ama pogodnim za
kolonizaciju mikroorganizmima koji omogucava pravilan proces prerade uneSene hrane
(varenje), sa ukupnom povrsinom Kkoja iznosi 150-400 m? (Chin i sar, 2000; Rajili¢-
Stojanovi¢ i sar., 2007). Pretpostavlja se da gastrointestinalni trakt odraslog ¢oveka ima do
104 zivih bakterija, $to je 10 puta vise od ukupnog broja éelija Eovekovog tela. Neosteéen
intestinalni epitel sa optimalnom mikrobiotom predstavlja veoma vaznu barijeru za
kolonizaciju patogenim mikroorganizmima, ali i1 za antigene i opasne materije koje se
mogu naci u lumenu creva (Rajli¢-Stojanovic i sar., 2007; He i sar., 2010)

Deo mikrobiote gastrointestinalnog trakta su i laktobacili, kod kojih su uocéene i
opisane probiotske osobine (Fernandez i sar., 2003; Suskovié i sar., 2009). Probiotici su
definisani kao “Zivi mikroorganizmi koji, kada se unesu u odgovaraju¢im koli¢inama,
doprinose zdravlju domacina®“ (FAO/WHO, 2002). Postoje ¢vrsti nauéni dokazi da
odrzavanje zdrave mikrobiote doprinosi zastiti od razli¢itih gastrointestinalnih tegoba,
poput infekcija ili zapaljenja. Razli¢iti autori (Senok i sar., 2005; Szajewska i sar., 2007;
Bansal i Garg, 2008; Williams, 2010) su pokazali efikasnost probiotika kao alternative
antibioticima u tretmanu enteri¢nih infekcija ili smanjenju intenziteta dijareje, koja je
posledica koriS¢enja antibiotika. Bakterije sa probiotskim osobinama suprimiraju rast
potencijalno patogenih mikroorganizama i pojacavaju prirodne odbrambene mehanizme
organizma.

Duga tradicija upotrebe bakterija mle¢ne kiseline, u koje se ubrajaju i laktobacili,
bez Stetnog uticaja na zdravlje Coveka, obezbedila im je GRAS (Generally Regarded As
Safe) status prema US FDA, odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status prema
legislativi Evropske Unije. Odabir potencijalnih probiotskih sojeva temelji se na in vitro
istrazivanjima koja su dobar pokazatelj za utvrdivanje probiotskih svojstava koja Dbi
bakterijski sojevi pokazali u in vivo uslovima. U ovu svrhu se koriste razli¢iti staticki i
dinamicki modeli koji simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu (De Boever i sar.,
2000).

Prednost probiotskih sojeva autohtonih za Coveka poti¢e iz Cinjenice da su

izolovani iz okruZenja koje je slicno ekosistemu ¢iji ¢e deo postati onda kada se unesu u
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organizam korisnika. Ova osobina im daje ve¢u mogucnost uspeSne adaptacije i visok
stepen upotrebljivosti njihovih korisnih karakteristika (Marques i sar., 2010). Mesto
delovanja probiotika je gastrointestinalni trakt, ¢ije je razvijanje i sastav pod velikim
uticajem nacina ishrane, koji se razlikuje kod razli¢itih osoba, ali i medu razli¢itim
geografskim regionima. Zbog toga treba voditi racuna i o geografskom poreklu probiotskih
bakterija koje su u upotrebi, obzirom da je naCin ishrane u velikoj meri odreden
geografskim podru¢jem, odnosnO raspolozivim namirnicama 1 dijetetskim navikama
pojedinih etni¢kih grupa i zajednica. Komercijalno dostupne probiotske kulture su
uglavnom poreklom iz zapadnih zemalja ili Japana. U odnosu na efekte koje pokazuju u
zemaljama porekla, stepen kolonizacije i blagotvorni efekti su po pravilu manji kada se
primenjuju u prevenciji i tretmanu gastrointestinalnih oboljenja pacijenata drugih
geografskih podrucja, Sto je utoliko izrazenije, ukoliko su razlike u ishrani vece. Smatra se
da autohtoni sojevi mogu da pokazu intenzivniju i dugotrajniju kolonizaciju
gastrointestinalnog epitela, kao i da su bolja opcija za efikasnije delovanje u supresiji
razli¢itih intestinalnih tegoba (Ghosh i sar., 2012).

Kako je ogromna vecina probiotskih preparata komercijalno dostupnih na srpskom
trziStu stranog porekla, smatramo opravdanom potragu za novim probiotskim sojevima
autohtonim za ovo podru¢je i upravo to je bio motiv za istraZivanje obuhvaceno ovim
radom. Njegov cilj je bilo izolovanje, identifikacija i ispitivanje probiotskih osobina novih
izolata laktobacila autohtonih za podrucje Srbije, kako bi se medu njima izdvojili izolati sa
potencijalom za poizvodnju novog probiotskog preparata. Najpre su iz razli¢itih izvora
izolovani novi sojevi bakterija, za koje je utvrdeno da pripadaju laktobacilima, a zatim su
oni okarakterisani i ispitivana su njihova probiotska svojstva.

Ispitivanja su zapoceta sa 130 bakterijska izolata, a pripadnost rodu Lactobacillus
je utvrdena kod njih 8. Relativno mali udeo laktobacila u ukupnom broju izolovanih
bakterija u skladu je sa literaturnim podacima da laktobacili predstavljaju samo mali deo
humane mikrobiote gastrointestinalnog trakta (Kimura i sar., 1997; Sghir i sar., 2000;
Tannock i sar., 2000; Dal Bello i sar., 2003).

Kako bi se analizirao probiotski potencijal izolovanih laktobacila koris¢eni su

razliciti testovi, sa ciljem da pokazu i kvantifikuju prisustvo zeljenih karakteristika. Kako
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bi se mogle pratiti i porediti potencijalne probiotske osobine, kao i eventualni uticaj
porekla izolata, za ispitivanja su izabrani izolati laktobacila izolovani iz gastrointestinalnog
trakta beba (Lacl, Lac2, Lac3, Lac4, Lac5, Lac6, Lac7) i iz domaceg sira (5s). Medutim,
treba imati u vidu da jasno razgrani¢enje porekla izolata laktobacila nije moguce, s
obzirom na to da vecina vrsta laktobacila nije autohtona za gastrointestinalni trakt ¢oveka,
iako ga naseljavaju. S druge strane, sojevi izolovani iz humanog gastrointestinalnog traka
se koriste za proizvodnju kako probiotskih preparata, tako i za proizvodnju mle¢no-
kiselinskih proizvoda (Corcoran i sar., 2005). Zato je veoma vazno ispitati ekoloske
karakteristike svakog soja, ukljucujuéi i njihovu interakciju sa domacinom.

Kako je osnovni preduslov za probiotsku primenu bakterija njihova adekvatna
identifikacija, dobijeni izolati su najpre pomocu niza morfoloskih, fizioloskih i
biohemijskih testova identifikovani do nivoa roda. Zbog velike heterogenosti ovog roda,
fenotipska identifikacija zasnovana na fermentaciji Secera ¢esto dovodi do dvosmislenih
rezultata, tako da je identifikacija do nivoa vrste klasi¢énim mikrobioloskim metodama
Cesto nemoguca (Felten i sar., 1999; van Kerchoven i sar., 2008). Rezultati fenotipskih
metoda uopste, pa tako i APISO CH, mogu biti teski za interpretaciju ili mogu davati
dvosmislene rezultate, zbog Cega zahtevaju dodatnu potvrdu. Ograni¢enja fenotipskih
metoda su posledica promenljivosti bakterija i uslova spoljaS$nje sredine koji mogu uticati
na gensku ekspresiju (Bezekova i sar., 2013).

lako su komercijalni kitovi za identifikaciju laktobacila, poput API 50 CH u Sirokoj
upotrebi, pokazalo se da ovako dobijeni rezultati nisu uvek precizni. Razvojem metoda
zasnovanih na DNK homologiji, uo¢eno je da nekoliko vrsta koje su fenotipski
identifikovane kao L. acidophilus, u stvari predstavljaju 6 razli¢itih vrsta koje se
biohemijski medusobno ne mogu razlikovati. Ove su vrste potom genotipski identifikovane
kao L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri i L. jensenii
(Pavlova i sar., 2002). Zbog svega ovoga, smatra se da samo kombinacija fenotipskih i
genotipskih metoda mozZe pruziti najpouzdanije 1 najtacnije rezultate identifikacije
laktobacila, pri ¢emu se prednost daje genotipskim metodama, jer one direktno ispituju

geneticki materijal i razlike u genskoj ekspresiji ne uticu na dobijene rezultate.
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Postoji nekoliko odgovaraju¢ih molekularnih metoda za identifikaciju laktobacila,
kao S$to su nasumi¢na amplifikacija polimorfne DNK (randomly amplified polymorphic
DNA, RAPD analiza), restrikciona analiza amplifikovanih regiona ribozomalne DNK
(amplified ribosomal DNA restriction analysis, ARDRA analiza), ribotipizacija
(ribotyping) i sekvenciranje 16s rRNK gena (Velraeds i sar., 1996; Maidak i sar., 2001;
Zhou i sar., 2004). Koliko identifikacija laktobacila do nivoa vrsta moze biti komplikovana
vidi se u radu Brolaazo i sar. (2011) koji su pokazali da je ¢ak i referentni soj koris¢en za
standardizaciju Multiplex PCR bio biohemijski pogresno identifikovan.

Kao metodu izbora za genotipsku identifikaciju izolovanih sojeva laktobacila
odlucili smo se za sekvenciranje 16s rRNK gena, kao naj¢esce koris¢enu metodu u ove
svrhe. Dobijeni rezultati pokazuju da se fenotipska identifikacija ne poklapa u potpunosti
sa genotipskom. Identi¢ni rezultati su dobijeni kod izolata Lac 4 koji je identifikovan kao
L. paracasei, kao i kod izolata Lac6 i Lac7, koji su identifikovani kao L. plantarum.
Genotipskom identifikacijom pokazano je da vrsti L. plantarum pripadaju i izolati Lacl i
Lac2 (fenotipski identifikovani kao L. fermentum i L. celobiosus). Pripadnost vrsti L. casei
je identifikovana kod izolata Lac3 i 5s, dok su oni fenotipski okarakterisani kao L.
pentosus i L. paracasei/casei. Izolat Lac5 je fenotipski identifikovan kao L.acidophilus, a
genotipski kao L. gasseri. Zajedno sa jo§ nekoliko fenotipski veoma sli¢nih vrsta (L.
acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus, L. gallinarum i L. johnsonii) L. gasseri pripada L.
acidophilus grupi (Berger i sar., 2007). Stoga nije neobi¢no §to fenotipske metode nemaju
moguénost jasnog razlikovanja ovih vrsta.

Jo§ tokom preliminarne identifikacije, a 1 kasnije prilikom ispitivanja osnovnih
osobina izolata roda Lactobacillus, izolat Lac5 je pokazao slab porast na ¢vrstoj podlozi i
time u znacajnoj meri oteZzao izvodenje eksperimenata. Zato je ovaj izolat iskljucen iz
daljih ispitivanja.

Da bi za neku vrstu moglo da se tvrdi da ima probiotska svojstva i da kao takva
moze da pokaze pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje, ona mora da zadovolji nekoliko
kriterijuma. Uputstvo FAO/WHO (2002) za procenu probiotika za humanu upotrebu kaze
da bi probiotici trebalo da budu u stanju ne samo da prezive prolazak kroz digestivni trakt,

ve¢ da imaju mogucnost da se tu i razmnozavaju. Pre svega, moraju da imaju sposobnost
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prezivljavanja tokom prolaska kroz gornji deo gastrointestinalnog sistema (usha duplja i
jednjak). Osim toga, poznato je da je veci deo gastrointestinalnog trakta kisela sredina,
tako da je neophodno da probiotski sojevi poseduju i toleranciju na niske pH vrednosti, a
zatim moraju biti otporni na Zeluda¢ne enzime. Kada dospeju u intestinum moraju biti
tolerantni prema zu¢nim solima, StaviSe, moraju imati sposobnost da rastu u prisustvu Zuci.
Alternativno, oni se mogu unositi u organizam zajedno sa nosa¢em koji ¢e im omoguciti da
prezive prolazak kroz zeludac i izlaganje zu¢nim solima.

Nakon konzumiranja probiotika, prvi stresni faktor za probiotike su enzimi prisutni
u usnoj duplji (amilaze, lizozim) kojima su izlozeni u kratkom vremenskom periodu
(Havenaar i sar., 1992). lzolovanim sojevima laktobacila je ispitivana otpornost prema
dejstvu a-amilaze i lizozima, i svi su pokazali otpornost prema prisustvu ovih enzima u
koncentraciji visestruko vecoj od fizioloske. Sledeca prepreka za bakterije koje dospevaju
u intestinalni trakt je nizak pH u Zelucu. Vreme zadrZzavanja moze biti manje od jednog
sata do nekoliko sati, zavisno od fiziologije domacina, kao i1 vrste i1 koli¢ine unete hrane.

Vrednosti pH u zelucu se krecu od 1,5 kada je zapremina hrane mala, pa do 5,5
kada je zapremina hrane velika (Giannella i sar., 1972; Peterson i sar., 1989). Svi
izolovani sojevi laktobacila su pokazali sposobnost rasta i razmnoZavanja na pH
vrednostima u intervalu 2-4, sto im daje mogucnost prezivljavanja u zelucu. Dodatno,
ispitano je prezivljavanje izolata laktobacila u vestackom zeludacnom soku (pH 2) i to
izlaganjem koje bi vremenski odgovaralo periodu njihovog realnog zadrzavanja u Zelucu
(120 minuta). Procenat prezivljavanja se kretao od 79-87%, sto pokazuje visoku i
medusobno sli¢nu otpornost svih testiranih izolata na uslove koji vladaju u proksimalnom
delu gastrointestinalnog sistema.

Za one bakterije koje uspeju da prezive uslove U Zelucu, slede¢i stresni faktor je
sekrecija zuc¢i i zu¢nih soli u gornjm delovima intestinalnog trakta (duodenumu).
Koncentracija Zu¢nih soli u duodenumu se kre¢e od 0,15 do 0,6%, u zavisnosti od unosa
hrane (Fernandez i sar., 2003), tako da je u ovom radu posebno ispitivana tolerancija na
poviSene koncentracije zucnih soli. Rezultati su pokazali da svi ispitivani izolati pokazuju

toleranciju na prisustvo zuc¢nih soli i u koncentraciji 4 puta vecoj u odnosu na fiziolosku.

80



Osim toga, kada su uzorci izolata koji su preziveli uslove proksimalnog dela
gastrointestinalnog trakta (vestacki Zeluda¢ni sok) izlozeni dejstvu vestackog intestinalnog
soka, odnosno zu¢nim solima u trajanju od 120 minuta, procenat prezivljavanja bio je veci
od 88%, a kod izolata Lacl, Lac2, Lac4, Lac 6 i Lac7 on je iznosio gotovo 100%.
Poredenjem dobijenih rezultata sa ranije objavljenim vrednostima za sli¢ne izolate
laktobacila (Zavisi¢ i sar., 2012) vidi se da su svi laktobacili izolovani u ovom radu
izrazito otporni na uslove prisutne u gastrointestinalnom sistemu.

U intestinumu probiotici, pored Zu¢nih soli, treba da prezive i dejstvo pankreasnog
soka, koji sadrzi proteaze i druge enzime (Ouwehand i Salminen, 2003). U skladu sa tim, u
ovom radu je ispitivana osetljivost izolovanih sojeva laktobacila na enzime: pronaza E,
katalaza, tripsin i himotripsin i to u koncentracijama od 1,0 ug/mL, 2,5 pg/mL i 5,0 pg/mL.
Rezultati su pokazali da ni jedan od ispitivanih izolata nije osetljiv na ove enzime.

U gastrointestinalnom traktu su prisutne i odredene supstance sa toksi¢nim
efektom, poput fenola koji mogu imati bakteriostaticko dejstvo na laktobacile (Pan i sar.,
2009). Fenol je jedan od produkata intestinalne mikrobiote i produkuju ga razlicite
bakterijske vrste, ali mozZe nastati i kao posledica deaminacije nekih aromati¢nih
aminokiselina poreklom iz hrane ili deaminacijom ve¢ prisutnih proteina u
gastrointestinalnom traktu (Suskovié i sar., 1997). Detoksikaciju fenola i drugih toksi¢nih
supstanci obavlja jetra, pre njihovog izlu€ivanja u urin i1 feces (Rasi¢ 1 Kurmann, 1983).
Paulo (1991) je uocio odsustvo laktobacila na podlogama sa 0,5% fenola, dok su
Xanthopoulos i sar. (2000) prijavili bakteriostaticki efekat na koncentraciji fenola od
0,4%. Obzirom na konstantnu prisutnost fenola u gastrointestinalnom traktu i na njegovo
inhibitorno dejstvo na bakterije, tolerancija na prisustvo fenola daje laktobacilima,
potencijalnim probioticima, veée moguénosti prezivljavanja i ispoljavanja korisnih
osobina. Izolati ispitivani u ovom radu su otporni na prisustvo fenola u koncentraciji 0,4%,
s tim da je izolat Lac2 prezivljavao, iako u malom broju, ¢ak i koncentraciju od 1%.

Antimikrobna aktivnost probiotskih bakterija, posebno prema patogenim vrstama
mikroorganizama, vazno je funkcionalno svojstvo probiotskih bakterija, koje im osigurava
prednost u kompeticiji za mesta vezivanja i hranjive materije ugastrointestinalnom traktu.

Izrazeno antagonistiCko dejstvo prema patogenim mikroorganizmima, kao Sto su
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Helicobacter pylori, Salmonella spp., Listeria monocytogenes i Clostridium difficile,
detektovano je za mnoge probiotske sojeve, Sto znaCajno doprinosi stabilizaciji i
moduliranju intestinalne mikrobiote (Suskovi¢ i sar., 1997; Reid i Bruce, 2001; Servin,
2004).

Antimikrobna aktivnost laktobacila je posledica sinteze supstanci poput organskih
kiselina, vodonik peroksida, etanola, ali i bakteriocina (Servin, 2004). Posebna paznja je
poslednjih godina posvecena bakteriocinima, s obzirom na njihov znacajan udeo u
antimikrobnom potencijalu bakterija mle¢ne kiseline (Jamuna i Jeevaratnam, 2004).

U ovom radu je ispitivana antimikrobna aktivnost nativnog supernatanta izolovanih
sojeva laktobacila prema Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama, medu kojima
su 1 neki izazivaci bolesti kod ljudi, kao i prema kvascima i plesnima. lzolati Lac6 i Lac7
su bili efikasni prema svim ispitivanim bakterijskim sojevima, dok je kod izolata Lacl,
Lac2, Lac3, Lac4 i 5s uoceno odsustvo antimikrobne aktivnosti prema nekim bakterijama.
U vecini sluCajeva, uoCen je izrazeniji antibakterijski efekat izolata prema Gram
pozitivnim bakterijama, medutim antibakterijski efekat Lac6 je podjednako izraZzen prema
obe grupe bakterija, dok je efekat Lac7 ¢ak snazniji prema Gram negativnim bakterijama.
Imajuéi u vidu da su intestinalni patogeni ¢esce iz grupe Gram negativnih bakterija, izolate
Lac6 i Lac7 mozemo istaci kao najpotentnije u pogledu antibakterijske efikasnosti, dok je
antibakterijski potencijal izolata 5s najslabiji. Sa druge strane, ni jedan od izolata nije
pokazao antimikrobnu aktivnost prema kvascima i plesnima (C. albicans ATCC 10231, A.
brasiliensis ATCC 16404). Bitno uo¢eno svojstvo izolata je i odsustvo antagonistickog
delovanja prema drugim testiranim laktobacilima (L. rhamnosus ATCC 7469, L. lactis
ATCC 7830), sto ukazuje na mogucénost njihove primene u probiotskom preparatu koji bi
sadrzao viSe sojeva laktobacila.

Analiza prirode agensa odgovornog za antibakterijsko delovanje je pokazala da
antimikrobna aktivnost izostaje u eksperimentu sa supernatantom cija je pH vrednost
podeSena na 7 (neutralisan efekat kiselina i inaktivisan eventualno prisutni vodonik
peroksid). Ovakvi rezultati ukazuju da izolati najverovatnije ne produkuju bakteriocine,
kao glavne antimikrobne agense laktobacila, ve¢ da je antimikrobna aktivnost bazirana na

sintezi organskih kiselina, ¢ime bi se moglo objasniti odsustvo antifungalnog efekta.
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Vrste roda Lactobacillus poseduju proteoliticke enzime koji razgraduju proteine
mleka do peptida, prevodeci ih tako u biodostupni oblik, zbog ¢ega smanjuju potencijalno
negativan uticaj proteina mleka na zdravlje domacina. Proteoliticka aktivnost je opisana
kod vrsta L. helveticus, L. delbrueckii, L. bulgaricus, L. Lactis, L. cremoris i drugih.
Strukturne komponente proteolitickog sistema bakterija mle¢ne kiseline se mogu podeliti
u tri grupe na osnovu svojih funkcija: proteinaze, koje razlazu kazein do peptida;
peptidaze, koje hidrolizuju peptide i transpotni sistem koji prenosi produkte razgradnje
kroz membranu (Kunji i sar., 1996; Gilbert i sar., 1997; Dib i sar., 2014). Zna se da
proteinaze laktobacila doprinose smanjenju alergija izazvanih mlekom i mle¢nim
proizvodima kod beba, a koje mogu dovesti do ozbiljnih problema u ishrani zbog
nedostatka proteina (Yuan, 2009; Hadji Sfaxi i sar., 2012). Prisustvo ovakvih proteinaza je
opisano kod vrsta L. brevis, L. cellobiosus, L. fermentum i L. plantarum (Mugula i sar.,
2003). Kod izolata ispitivanih u ovom radu, proteoliticka aktivnost je uocena jedino kod
izolata Lacl i u daljem radu bi je trebalo detaljnije ispitati, jer bi proteoliticka aktivnost
mogla imati prakti¢nu primenu i u regulaciji krvnog pritiska. Naime, do povecanja krvnog
pritiska dolazi konvertovanjem angiotenzina-I u potentne vazokonstriktore, za Sta je
odgovoran angiotenzin I-konvertuju¢i enzim (Angiotensin I-converting enzyme, ACE).
Inhibicija aktivnosti ACE kao posledicu ima snizenje krvnog pritiska. Laktobacili svojom
proteolitiCkom aktivno$¢u mogu da proizvedu ACE inhibitore, $to su pokazali i Shuang i
sar. (2008). Naime, oni su pokazali da fermentisano mleko kome je dodat soj L. helveticus
130B4, za koji je pokazano da sadrzi ACE inhibitorni peptid k-CN 107-115, poseduje
potencijal snizavanja krvnog pritiska. Bioaktivni peptidi se mogu koristiti u formulaciji
funkcionalne hrane, predstavljaju¢i zdraviju prirodnu alternativu regulaciji krvnog pritiska.

Zbog ve¢ prisutne Siroke upotrebe laktobacila kao starter kultura i probiotika za
humanu upotrebu, kao i sve vete primene novih sojeva, posebno u probiotske svrhe
(Temmerman i sar., 2003), postoji snazna potreba za postojanjem Kkriterijuma za
bezbednosnu procenu sojeva laktobacila pre njihove komercijalne upotrebe. Trenutno,
postoji nekoliko nezvani¢nih smernica, koje se razlikuju u svojim preporukama, ali ako se
sagledaju sve zajedno, vidi se da predlazu procenu osobina koje se odnose na sistemske

infekcije, stetnu metabolicku aktivnost, preteranu stimulaciju imunskog odgovora i
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prenosivost gena rezistencije na antibiotike (Adams, 1999; Marteau, 2001; FAO/WHO,
2002; Mattila-Sandholm i sar., 2002). Jedan od aspekata bezbednosti je ispitivanje
produkcije hemolizina, kao bitnih faktora patogenosti mnogih bakterija. Nasa ispitivanja su
pokazala da ni jedan od ispitivanih sojeva laktobacila ne produkuje hemolizine, $to ih ¢ini
bezbednim sa ovog aspekta.

Novije smernice smatraju da je prenosivost rezistencije na antibiotike glavna
opasnost u vezi sa komercijalno koris¢enim laktobacilima (Bernardeau i sar., 2008;
Vankerckhoven i sar., 2008; EFSA, 2011;). Ove smernice trenutno nisu obavezujuce, jer
nisu usvojene od strane ni jednog autoriteta i stoga je na samim proizvodac¢ima starter
kultura ili probiotika da donose zaklju¢ke o bezbednosti sojeva koje koriste. EFSA
(European Food Safety Authority, 2011) smatra da laktobacili koji se dodaju ishrani ne bi
trebalo da nose prenosive gene antibiotske rezistencije. Sre¢om, laktobacilima se
odgovaraju¢im postupcima mogu ukloniti plazmidi na kojima su smeSteni geni za
rezistenciju na neke antibiotike (Huys i sar., 2006; Rosander i sar., 2008), tako da je
moguce i takve sojeve uciniti bezbednijim. Jedan takav primer je komercijalni probiotik L.
reuteri soj DSM17938, izveden iz L. reuteri ATCC 55730 uklanjanjem dva plazmida, bez
gubljenja probiotskih karakteristika (Rosander i sar., 2008).

Osetljivost na antibiotike je ispitivana i u ovom radu. Kao §to rezultati pokazuju,
izolovani sojevi laktobacila su rezistentni na veliki broj antibiotika. Zahvaljujuéi ovoj
osobini, na izolate ne bi znaCajno uticala terapija ovim antibioticima, §to bi doprinelo
odrZanju balansa intestinalne mikrobiote tokom antibiotske terapije. Medutim, ukoliko bi
ta rezistencija bila prenosiva, sojevi bi se mogli smatrati nebezbednim. Svi ispitivani sojevi
su pokazali rezistenciju na vankomicin, $to je osobina opisana kod svih vrsta roda
Lactobacillus, s tim da ova rezistencija nije prenosiva (Klein i sar., 2000). Uz to, razli¢iti
autori su pokazali da je rezistencija na aminoglikozide, kinolone i glikopeptide Cesta
osobina laktobacila (Klein i sar., 2000; Danielsen i Wind, 2003; Temmerman i sar. 2003;
Ammor i sar., 2007), $to je pokazano i u ovom radu. Medutim, geni za rezistenciju na ove
grupe antibiotika (sem na kinolone), kao i na peniciline, cefalosporine i hloramfenikol su
smesteni na plazmidima i transpozonima (van Hoek i sar., 2011). U literaturi je opisana i

rezistencija vrste L. plantarum na tetracikline (Danielsen, 2002), Sto je slu¢aj i sa izolatom
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Lac7 ispitivanim u ovom radu. Sa aspekta zdravstvene bezbednosti ovo je potencijalno
nepovoljno, jer su i geni za rezistenciju na tetraciklin smesteni na plazmidu (van Hoek i
sar., 2011). Generalno, Sirenje gena smeStenih na mobilnim genetickim elementima je
verovatnije u sredinama bogatim mikroorganizmima, u kojima su vrste fizi¢ki blizu, §to
jeste slucaj sa gastrointestinalnim traktom (van Hoek i sar., 2011). Da bi se razumeo
potencijal laktobacila za transfer gena mobilnim genetickim elementima, neophodno je
poznavanje njihovih molekularnih osobina, kao i ekologije humanog gastrointestinalnog
trakta (van Hoek i sar., 2011), zbog ¢ega je neophodno posvetiti posebnu paznju daljim
istrazivanjima u ovom pravcu.

Da bi se pozitivna probiotska svojstva izolovanih sojeva bakterija ispoljila,
neophodna je njihova integracija u mikrobiotu gastrointestinalnog trakta. Za vezivanje i
kolonizaciju crevnog epitela veoma su bitne adhezivne karakteristike probiotskih bakterija
(Goldin i Gorbach, 1992). Naime, nakon dolaska u kolon, probiotici se vezuju za epitel i
privremeno kolonizuju njegovu mukoznu povrSinu, $to im omogucava duzi opstanak u
intestinalnom traktu. Sto duze probiotik ovde opstaje, veée su moguénosti da ispolji
antimikrobno delovanje prema S$tetnim bakterijama, ali i druge korisne interakcije sa
mukoznom povr$inom, poput imunomodulatornog delovanja (Goldin i Gorbach, 1992;
Ouwehand i sar., 1999). Pored toga, adhezija probiotskih sojeva za intestinalni epitel
obezbeduje prednost u kompeticiji sa patogenima za kolonizaciju gastrointestinalnog trakta
(Vinderola i Reinheimer, 2003). Mozemo generalno reé¢i da je sposobnost adhezije blisko
povezana i korelisana sa svim pozitivnim efekatima probiotika, o kojima smo govorili u
prethodnom tekstu. Razli¢ite studije su pokazale da je adhezija na epitelijalne celije
intestinuma ne samo preduslov za kolonizaciju bakterija, ve¢ 1 kljuéni mehanizam
odgovoran za njihovu probiotsku aktivnost (Servin, 2004). Sojevi sa najviSim stepenom
sposobnosti adhezije imaju i najvedi uticaj na zdravlje domaéina (Majamaa i sar., 1996;
Shornikova i sar., 1997; Kirjavainen i sar., 1999; Ouwehand i sar., 1999). U skladu sa tim,
sposobnost adhezije bi se mogla posmatrati kao jedan od najvaznijih Kriterijuma za
procenu probiotskih osobina laktobacila. Rezultati razli¢itih studija ukazuju da je ova
osobina specificna karakteristika vrste, pa ¢ak i soja (Jacobsen i sar., 1999; Jonsson i sar.,
2001; Ouwehand i sar., 2001; Servin, 2004).
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Bakterijska adhezija zapo€inje nespecifi¢nim fizicko-hemijskim interakcijama, koje
onda omogucavaju specificne interakcije adhezina s povrSine bakterijske celije 1
komplementarnog receptora na epitelijalnim ¢elijama u intestinalnom sistemu. Adhezivna
svojstva laktobacila ¢ine razlicite vrste interakcija kao $to su pasivne sile, elektrostaticke
interakcije i hidrofobne sterne sile, a zavise izmedu ostalog i od karakteristika tejhojne
kiseline citoplazmaticne membrane i lektinskih proteina (Servin, 2004). Generalno
mozemo reci da je stepen hidrofobnosti bakterijske povrsine jedan od faktora koji odreduju
njena adhezivna svojstva, a od njih zavisi proces vezivanja za povrSinu intestinalnog
epitela, ali i sposobnost medusobnih interakcija bakterijskih celija, ukljucujuéi
autoagregaciju i koagregaciju. Agregacija bakterija oznatava sposobnost grupisanja
bakterijskih ¢elija u te¢noj kulturi. Kada su u pitanju celije istog soja, ova pojava se
oznaCava kao autoagregacija, a kada se radi o celijama razli¢itih vrsta bakterija kao
koagregacija.

Postoji vise eksperimentalnih modela koji se koriste za detekciju i kvantifikovanje
adhezivnog potencijala probiotskih sojeva. U in vitro testovima koji se koriste pri proceni
stepena adhezivnosti potencijalnih probiotskih sojeva, razlicite povrSine mogu imitirati
uslove koji vladaju u gastrointestinalnom sistemu i odrazavati morfoloske i funkcionalne
karakteristike zrelih enterocita (Bianchi i sar., 2004). Jedan od testova koji se Kkoriste je
odredivanje hidrofobnosti bakterija u in vitro uslovima. U testu se koristi nepolarni
rastvara¢ heksadekan za koji se ¢elije svojim hidrofobnim povrSinama vezuju. Rezultati
dobijeni u ovom radu pokazuju da je najmanji stepen vezivanja za heksadekan, odnosno
najmanji stepen hidrofobnosti uo¢en kod izolata 5s (47,26%), a najveci kod izolata Lac4
(80,51%). Medutim, u analizi rezultata treba biti oprezan, posto razli¢iti autori pokazuju da
postoji pozitivna korelacija izmedu hidrofobnosti i adhezije za hidrofobnu povrSinu
intestinalne mukoze (Wadstrom i sar., 1987; Lichtenberger, 1995; Ehrmann i sar., 2002;
Kos i sar., 2003), ali ne i izmedu hidrofobnosti i adhezije za intestinalni mukus (Ouwehand
i sar., 1999; Mufioz-Provencio i sar., 2009). Ovi podaci ukazuju da hidrofobnost ¢elijskog
zida ne mora uvek da bude precizna mera adhezivnog potencijala (Maxwell i Miller,
2011). Iz svega navedenog se moze uociti da postoje odredene poteskoce u utvrdivanju

adhezivnog potencijala in vitro, sto je posledica razlika u sojevima, u mehanizmu adhezije
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i uticaja uslova ispitivanja u pojedinim eksperimentima. Zbog toga se smatra da analiza
stepena adhezije za heksadekan nije dovoljna, pa smo shodno tome i saglasno sa
ispitivanjima koja su izvrsili Del Re i sar. (1998), u daljim eksperimentima kao meru
sposobnosti  adhezije probiotskih bakterija za crevni epitel analizirali sposobnost
agregacije. Dobijeni rezultati ukazuju da izolovani sojevi laktobacila pokazuju razlidit
stepen autoagregacije, najnizZi je uocen kod izolata 5s (33,70%), a najvisi kod izolata Lac6 i
Lac7 (73,31%, 70,26%).

Da test autoagregacije moze biti vazan pokazatelj adhezivnih svojstava probitoskih
sojeva potvrdili su Boris i sar. (1998), pokazavsi da sojevi L. acidophilus, L. gasseri i L.
jenseni, kod kojih se javlja fenomen autoagregacije Celija, imaju jako izrazenu sposobnost
adhezije za ¢elije vaginalnog epitela, sto doprinosi mogucnosti kolonizacije. Pored toga §to
je merilo adhezivnog potencijala, osobina autoagregacije je pozeljna i sa stanovista dobrog
prezivljavanja nepovoljnih uslova koji vladaju u gastrointestinalnom traktu, sa ¢im je u
vezi i Cinjenica da ona predstavlja prvi korak u formiranju mikrozajednica laktobacila (Gil
I sar., 2010). Da autoagregacija povecava stepen prezivljavanja u gastrointestinalnom
traktu vidi se i iz rada Miettinen i sar. (1998) koji pokazuje da ona doprinosi zastiti od
nepovoljnog delovanja Zuci. Inafe stepen autoagregacije je izraZeniji u kiseloj sredini, $to
je vazno kada se uzme u obzir da u gastrointestinalnom traktu vladaju kiseli uslovi (Gill i
sar., 2010).

Sa druge strane osobina koagregacije laktobacila moze da spreci ili oteZa infekcije
patogenima, S§to u krajnjoj instanci moze da doprinese uklanjanjanju patogena iz
gastrointestinalnog trakta (Schachtsiek i sar., 2004; Garcia-Cayuela i sar., 2014).
Koagregacija kod ispitivanih izolata laktobacila je posmatrana na primeru dva patogena
soja, L. monocytogenes ATCC 19111 i E. coli ATCC 8739. Svi izolati koagregiraju sa oba
test soja, ali je stepen koagregacije varirao zavisno od ispitivanih sojeva, kako laktobacila
tako i patogena. U testu sa sojem L. monocytogenes ATCC 19111, najviSi stepen
koagregacije je pokazao izolat Lac6 (55,49%), a najnizi izolat Lac4 (16,48%). U testu sa
sojem E. coli ATCC 8739, najvisi stepen koagregacije je pokazao izolat Lac3 (47,55%), a
najnizi izolati 5s i Lacl (17,85 % i1 22,98%).
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Pored modela za utvrdivanje stepena hidrofobnosti i stepena agregacije, bitno je i
direktno ispitati i sposobnost probiotskih sojeva da se u in vitro uslovima adheriraju za
razlicite celijske linije. U ovu svrhu se najce$¢e koriste one celije koje odrazavaju
strukturne i funkcionalne karakteristike normalnog humanog crevnog epitela (Chauviere i
sar., 1992; Wang i sar., 2008; Moussavi i Adams, 2009; Gilden i sar., 2013). PovrSinske
¢elijske komponente laktobacila (adhezini, polisaharidi i proteini) igraju glavnu ulogu u
adheziji laktobacila na intestinalni epitel (Velez i sar., 2007; Kravtsov i sar., 2008). Kod
laktobacila je uocena velika raznolikost povrSinske arhitekture ¢elije, a poznato je i da oni
mogu da menjaju svoje povrSinske osobine kao odgovor na promene Zivotne sredine
(Taranto i sar., 2003; Fozo 2004). Razli¢iti makromolekuli koji ¢ine ¢éelijski zid laktobacila
doprinose ocuvanju integriteta celija za vreme sredinskog stresa (Guerzoni i sar., 2001).
Arhitektura povrSine celija laktobacila 1 njihova sposobnost sekrecije odredenih
povrSinskih komponenti ili specifi¢nih jedinjenja, koja deluju direktno na domacina, daju
laktobacilima posebne soj specifiéne fizicko-hemijske osobine Celije (Sengupta i sar.,
2013). U ovom radu je ispitivana i sposobnost adhezije izolovanih sojeva laktobacila na
humanu celijsku liniju kolona HCT 116. U testu adhezivnosti, najveci stepen adhezije
uocen je upravo kod izolata 5s, a najmanji kod izolata Lac4.

Sumiranjem rezultata svih primenjenih testova za procenu adhezivnosti moze se
uociti da su svi humani izolati pokazali visok stepen hidrofobnosti, sposobnost formiranja
autoagregata i koagregata, ali umereni stepen adhezivnosti na ¢elije HCT 116. S druge
strane, izolat iz sira (5s) je pokazao nizak stepen hidrofobnosti, umereno formiranje
autoagragata i koagregata, ali znacajno vecu adhezivnu sposobnost. Uocljiva je pozitivna
korelacija izmedu osobina hidrofobnosti i agregacije, ali rezultati adhezije sa oba ova
svojstva pokazuju negativnu korelaciju, $to je neoc¢ekivano (Prilog 14). 1z ovih rezultata
mozemo zakljuciti da je kod humanih izolata hidrofobnost ¢elijskog zida osnovni faktor
odgovoran za formiranje agregata, ali ne i za adhezivnost na humane celije. Za visok
stepen adhezivnosti izolata 5s moze biti odgovorna njegova relativno visoka otpornost u
procesu tripsinizacije. Dodatno, ovaj izolat mnogo sporije raste nego ostali, §to moze
uticati na ekspresiju specificnih povrsinskih struktura koje mogu uticati na stepen razlicitih

interakcija sa ¢elijama intestinuma, ali svakako zahteva dodatna istrazivanja.
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Dok vecina autora smatra adhezivnost pozitivnom osobinom probiotskih sojeva,
ima i literaturnih podataka koji isti¢u da sposobnost adhezije laktobacila za tkivo domacina
potencijalno moze biti i negativha osobina (Ouwehand i Salminen, 2003). Prijanjanje na
tkiva, naroCito oStecena, Cesto predstavlja prvi korak u patogenezi (Finlay i Falkow, 1997;
Wilson i sar., 2002). U skladu sa tim postoji mogucnost da se izborom probiotika sa
izuzetno viskim stepenom adhezije, izabere u stvari potencijalno patogeni soj. Medutim,
veéina probiotika koji se danas koriste pripadaju rodovima Lactobacillus i
Bifidobacterium, koji se generalno smatraju bezbednim i vrlo retko su povezivani sa bilo
kakvim bolestima (Salminen i sar., 2002; Borriello i sar., 2003). Zato se moze tvrditi da
kolonizacija oStec¢enog tkiva laktobacilima, ne samo da nije faktor rizika, ve¢ donosi korist
domacinu. Osim toga, Apostolou i sar., (2001) su pokazali da u in vitro uslovima ne
postoje znacajne razlike u adhezionom kapacitetu klini¢kih izolata laktobacila 1 laktobacila
izolovanih iz fecesa zdravih osoba.

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da osobine poput nehemoliti¢nosti,
antimikrobne aktivnosti prema razli¢itim Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama,
ali i odsustva iste prema drugim sojevima laktobacila, dobro prezivljavanje simuliranih
uslova gastrointestinalnog trakta, kao i sposobnost adhezije za crevnu mukozu, a koje su
potvrdene kod svih izolovanih sojeva laktobacila, ukazuju na to da se oni mogu smatrati
probiotiskim sojevima. Pri tome, razlike u poreklu izolovanih sojeva laktobacila samo
delimi¢no uti¢u na njithove probiotske karakteristike. Pokazano je da uslove humanog
gastrointestinalnog trakta u najmanjem procentu prezivljava upravo izolat 5s koji nije
humanog porekla. Imajuci to u vidu, moze se re¢i da humano poreklo ispitivanih sojeva
probiotika moze obezbediti bolju kompetitivnost u odnosu na ostale, kao i vecu sposobnost
prezivljavanja nepovoljnih uslova humanog gastrointestinalnog trakta, sto se objasnjava
boljom adaptirano$c¢u na njih. Medutim, sa druge strane, izolat 5s je pokazao najvisi stepen
adhezije na epitel kolona, $to je osobina posebno vazna za dugotrajnu kolonizaciju i
ispoljavanje korisnih efekata probiotskih sojeva. Ovo svojstvo ga ¢ini konkurentnim u
odnosu na izolate humanog porekla, jer iako bi on loSije prezivljavao nepovoljne uslove
gastrointestinalnog trakta, dobra adhezivna svojstva bi mu omogucila da se, iako prisutan u

manjem broju, bolje veze za intestinalni epitel. Uz soj Lactobacillus casei 5s, po svojim
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adhezivnim osobinama, spektru antimikrobnog dejstva i sposobnosti prezivljavanja uslova
gastrointestinalnog trakta kao najbolji kandidati za dalja ispitivanja se izdvajaju i humani
izolati Lac2, Lac6 i Lac7, koji pripadaju vrsti Lactobacillus plantarum.

Odabir  jednog ili  viSe probiotskih sojeva je prvi korak u
procesu razvoja probiotskog preparata. Budu¢i da su u ovom radu detektovana osnovna
probiotska svojstva ispitivanih izolata, dalja evaluacija bi mogla da uklju¢i in vitro
ispitivanje kompetitivne inhibicije adhezije enteropatogena na Celije crevnog epitela, kao i
karakterizaciju povrSinskih struktura laktobacila koje su odgovorne za uocena adhezivna
svojstva. Kako su sojevi pokazali da poseduju rezistenciju prema pojedinim antibioticima,
neophodno je ispitati prenosivost uocene antibiotske rezistencije. U slucaju plazmidno
kodirane rezistencije prema pojedinim antibioticima, neophodno je uraditi plasmid curing i
na taj nacin ukloniti geneticke determinante koje bi se mogle horizontalno prenositi unutar
mikrobiote.

Dalji tok istrazivanja bi uklju¢io ispitivanja in vivo na eksperimentalnim
zivotinjama, kao i klinicke studije, kojima bi utvrdili eventualnu toksi¢nost i gastri¢nu
podnosljivost. Uz to, ovakvim istrazivanjima moguce je ispitati efekat probiotika na
regulaciju sastava i brojnosti intestinalne mikrobiote, njihovu sposobnost ublazavanja
patoloskih promena u intestinumu, imunomodulatorne i anti-inflamatorne osobine, kao i
efekat na kardiovaskularni sistem. Deo ovih ispitivanja je ve¢ zapocet, pa je tako u do sada
sprovedenim in vivo ispitivanjima na Wistar pacovima koji su bili na dijeti bogatoj
mastima izolat 5s pokazao znacajan hipolipidemijski efekat (kroz smanjenje ukupnog
holesterola i triglicerida), kao i sposobnost adhezije i kolonizacije tankog creva. Uz to, u
studiji oralne toksi¢nost na miSevima pokazana je zdravstvena bezbednost ovog soja.

Drugi pravac daljeg istrazivanja odnosio bi se na analizu tehnoloskih aspekata
proizvodnje, kako bi se definisali optimalni uslovi pripreme i ¢uvanja proizvoda. Radi
dobijanja stabilnih probiotskih preparata najceS¢e se koriste tehnoloski postupci
liofilizacije (susenje zamrzavanjem na izuzetno niskim temperaturama) i spray-
drying (susenje u struji toplog vazduha). Ovim tehnikama se smanjuje aktivnost vode u
proizvodu, ¢ime se obezbeduje zadrZavanje vijabilnosti ¢elija tokom pripreme finalnog

proizvoda i omogucava njegova stabilnost.
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Medutim, kako sam postupak liofilizacije ili suSenja ipak utiCe na vijabilnost,
neophodno je koriS¢enje razlicitih supstanci sa protektivnom ulogom. Najcesc¢e koris¢eni
zaStitni agensi su laktoza i obrano mleko, ali se pored njih koriste jo§ i askorbinska
kiselina, glicerin, sorbitol, manitol, skrob, dekstrin, trehaloza i drugi. Najsavremenija
metoda zastite bakterijskih sojeva od negativnih uticaja zamrzavanja i susenja je postupak
mikroinkapsulacije, koji koristi razli¢ite sisteme na bazi polisaharida ili proteina. Osim S$to
Stiti  vijabilnost probiotskih sojeva u toku pripreme proizvoda, mikroinkapsulacija
pospesuje i1 prezivljavanje uslova humanog gastrointestinalnog trakta.

Osim pitanja zastite sojeva prilikom pripreme proizvoda, vazan faktor stabilnosti su
i uslovi ¢uvanja gotovog proizvoda u toku roka trajanja. Vijabilnost sojeva je veéa kada se
proizvod ¢uva na 2-8°C nego na sobnoj temperaturi. Medutim, cuvanje na niskim
temperaturama povlaci dodatna pitanja koja nisu uvek ostvariva, niti prakticna. Pre svega,
nije uvek moguce ispostovati hladan lanac od proizvodaca do prodavca, posebno kada se
radi o izvozu, a to dodatno uti¢e na cenu proizvoda. Potreba da se probiotik ¢uva na
hladnom nije komforna ni za korisnike, koji onda takve proizvode izbegavaju.

Probiotski preparati pripadaju grupi dijetetskih proizvoda koje regulatorna tela,
poput Agencije za lekove 1 medicinska sredstva u nasoj zemlji i Americke asocijacije za
hranu 1 lekove u svetu, ne kontroliSu pre izlaska na trziSte. Neki od probiotskih preparata
imaju na pakovanju ili u uputstvu naznacen spektar dejstva i efektivnost, ali se samo mali
broj proizvoda moze pohvaliti klinickom studijom na ljudima, koja bi potvrdila njihove
efekte 1 zato bi svaki ozbiljan proizvoda¢ trebao da ima sprovedenu klini¢ku studiju za
probiotski proizvod pre izlaska na trziSte. Uz klinicke studije, za pravilnu upotrebu
probiotika potrebna je 1 dodatna edukacija lekara koji preporucuju ove proizvode, kako bi
pacijentima mogli pruZiti pouzdane informacije o probiotiku koji bi bio najefikasniji u

tretmanu njihovih tegoba.
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6. Zakljucci



Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

Iz ukupno 43 gastrointestinalna uzorka (uzorci fecesa i briseva usne duplje),
poreklom od zdravih beba starih do osam meseci koje nisu primale antibiotsku
terapiju, izolovano je 126 bakterijskih sojeva, od ¢ega 104 Gram pozitivnih koka, 8
Gram negativnih bacila i 14 Gram pozitivnih bacila.

. Iz ukupno 3 uzorka domaceg sira sa podru¢ja Gornjeg Milanovca izolovano je
ukupno 17 bakterijskih sojeva, od ¢ega 16 Gram pozitivnih koka i 1 Gram pozitivni
bacil.

. Medu izolovanim Gram pozitivnim bacilima njih ukupno 7 iz gastrointestinalnog
trakta i 1 iz sira su bili nesporogeni, katalaza negativni, nehemoliti¢ni i sposobni da
rastu i razmnozavaju se u anaerobnim uslovima, te su preliminarno determinisani
kao pripadnici roda Lactobacillus. Sojevi humanog porekla su oznaéeni kao Lacl-
Lac7, dok je soj iz sira oznacen kao 5s.

. Fenotipska identifikacija, zasnovana na ispitivanju fermentacije ugljenih hidrata
fermentum (99,5% pouzdanosti), Lac2 sa L. brevis (98,6% pouzdanosti), Lac3 sa L.
pentosus (99,9% pouzdanosti), Lac4 sa L. paracasei spp. paracasei (98,6%
pouzdanosti), Lac5 sa L. acidophilus (85,6% pouzdanosti), Lac6 i Lac7 sa L.
plantarum (99,9% i 99,3% pouzdanosti), a 5s sa L. paracasei/casei (94%
pouzdanosti).

. Genotipskom identifikacijom, izvrSenom sekvenciranjem 16s rRNK gena, izolati su
identifikovani do nivoa vrste i to Lacl, Lac2, Lac6 i Lac7 kao L. plantarum, Lac3 i
5s kao L. casei, Lac4 kao L. paracasei, a Lac5 kao L. gasseri.

. Soj Lac5 je zbog sporog rasta iskljucen iz daljih istraZivanja.

. Fizioloska i biohemijska karakterizacija izolata je pokazala da ne proizvode gas
toko fermentacije, rastu u opsegu temperature od 10°C do 40°C, tolerisu pH
vrednosti u intervalu 2-8, a NaCl u koncentracijama od 2% do 6,5%. Koncentraciju
fenola do 0,4% toleriSu svi ispitivani izolati, Lac3 prezivljava i 0,8%, a Lac2 cak i

1% fenola. Proteoliticku aktivnost pokazuje samo izolat Lacl.
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10.

11.

12.

13.

Dinamika rasta svih izolata humanog porekla je sli¢na, dok 5s soj pokazuje vidno
sporiji rast.

Svi izolati su rezistentni prema vankomicinu, amikacinu, gentamicinu i
norflokscinu, a osetljivi prema ampicilinu i rifampicinu.

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

Svi izolati su tolerantni na niske pH vrednosti podloge (pH 2-4). Najveci stepen
rezistencije pokazuje izolat Lac6, a najmanji izolat Lac4. Dodatno, u vestackom
zeluda¢nom soku (pH 2) nakon 120 minuta procenat prezivljavanja svih sojeva bio
je veci od 79,8%.

Svi izolati su izrazito tolerantni na prisustvo Zu¢nih soli u podlozi (0,5%-2%), s
obzirom da je njihovo prezivljavanje vece od 79,1%. Dodatno, u vestatkom
intestinalnom fluidu nakon 120 minuta procenat prezivljavanja svih sojeva bio je
veci od 88,9%.

Svi izolati su pokazali antimikrobno dejstvo prema pojedinim Gram pozitivnim i
Gram negativnim bakterijama, dok je ono izostalo prema kvascima i plesnima, kao
i prema drugim vrstama laktobacila. Antimikrobni efekat se pripisuje proizvodnyji

organskih kiselina, odnosno sniZzenju pH.

14. Na osnovu sposobnosti vezivanja za organski rastvara¢ heksadekan, srednji stepen

15.

16.

hidrofobnosti ¢elijskog zida pokazali su izolati 5s (47,26%) i Lac7 (66,51%), dok
su ostali izolati pokazali visoku hidrofobnost, koja se kretala u intervalu 70,56%-
80,51%.

Najmanji stepen autoagregacije uocen je kod izolata 5s (33%). Izolati Lacl, Lac2,
Lac3 i Lac4 su pokazali srednji stepen autoagregacije (oko 50%), a izolati Lac6 i
Lac7 visoku autoagregaciju (oko 70 %).

U testu koagregacije sa L. monocytogenes najveéu sposobnost je pokazao izolat
Lac6 (55,49%), a najnizu izolati Lac4 i 5s (oko 17%). Umereni stepen koagregacije
su pokazali izolati Lacl, Lac2, Lac3 i Lac7 (22,65% - 35,11%). U testu sa sojem E.

coli najvisi stepen koagregacije je pokazao izolat Lac3 (47,55%), a najnizi izolati

93



5s, Lacl i Lac4 (17,85% - 27,86%). Umereni stepen koagregacije su pokazali
izolati Lac2, Lac6 i Lac7 (42,44% - 45,41%).

17.Svi ispitivani izolati pokazali su sposobnost adhezije na ¢elijsku liniju debelog
creva HCT 116. Najvisi adhezioni potencijal uocen je kod izolata 5s (12,4%) 1 Lac2
(9,06%), a najmanji kod izolata Lac4 (4,32%).

18. Statisticka obrada rezultata je ukazala na postojanje pozitivne korelacije izmedu
osobina hidrofobnosti i agregacije, ali negativne izmedu oba ova svojstva i
adhezivnosti na humane celije.

19. lako svi izolovani sojevi poseduju probiotske osobine, kao izolati sa najvisim
stepenom prezivljavanja u humanom gastrointestinalnom traktu, najSirim
antimikrobnim spektrom i najboljim adhezivnim svojstvima, izdvajaju se humani
izolati Lac2, Lac6 i Lac7, koji svi pripadaju vrsti L. plantarum, kao i soj 5s, koji

pripada vrsti L. casei, kao najbolji kandidati za dodatna ispitivanja.

Ovaj rad predstavlja osnovu za dalja istrazivanja, u cilju formulacije novog domaceg
farmaceutskog probiotskog preparata. 1zolovani sojevi laktobacila su adekvatno
identifikovani i okarakterisani i njihove osnovne probiotske osobine su potvrdene. Dalji
koraci ka dobijanju konkretnog probiotskog preparata trebalo bi da budu provera porekla
rezistencije na antibiotike, sposobnosti kompetitivne inhibicije adhezije enteropatogena,
kao i in vivo istrazivanja kojima bi se ispitao spektar delovanja probiotika i aspekti
zdravstvene bezbednosti. Drugi pravac daljeg istrazivanja odnosio bi se na definisanje
tehnoloskih aspekata proizvodnje, kako bi se utvrdili optimalni uslovi pripreme 1 ¢uvanja

preparata.
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8. Prilozi



Prilog 1. Sekvenca 16S rRNK gena izolata Lacl, GenBank: JN315657.1

GAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGAT
TGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACA
CGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAAT
ACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTA
TCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA
CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATT
GACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGG
AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATC
TAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAA
GCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAG
TCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGG
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Prilog 2. Sekvenca 16S rRNK gena izolata Lac2, GenBank: JN315658

GAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGAT
TGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACA
CGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAAT
ACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTA
TCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA
CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTC
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 rRNK gena izolata Lac3, GenBank: JN315659

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

ATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATT
CAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTT
AAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAA
CCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCC
GCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTA
GCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGA
GAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT
GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAT
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTC
CCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGC
CATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCC
TTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGGATCAC
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Prilog 5. Sekvenca 16S rRNK gena izolata Lac5, GenBank: JN315661

AGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTGGTGCTTGCACCAAATGAAACTAGA
TACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGA
CTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGC
ATGTCTAGAGTTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAG
TTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAA
AGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGC
CTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
CATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTC
GGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
GGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTGAAAGCCGTTC
TCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAGTCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATA
GGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGATTAG
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Prilog 6. Sekvenca 16S rRNK gena izolata Lac6, GenBank: JN315662

AAGCCCCGCTTGGCGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATT
GATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT
AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGG
CTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGC
TCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGG
CTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGT
ATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCAT
CGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATG
CAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA
GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACAC
CCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGGTGAACAGGT
ATAGGG
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Prilog 7. Sekvenca 16S rRNK gena izolata Lac7, GenBank: JN315663

ACATGCAGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATG
GTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGC
GTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGA
ACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGA
AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGAT
GAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTT
CGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATT
CTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTA
GGAACCAGCCGCTAATGGTGA
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Prilog 8. Sekvenca 16S rRNK gena izolata 5s

GGCCGACGTGGGCTATCTGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTG
CACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAG
ATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTG
GATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGA
TGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGG
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTG
TTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCG
CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGA
TCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACT
AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGG
CGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAAAGATTAGGGGAA
GTCTACAGAGCGCCAA
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Prilog 9. Spektroskopska slika sadrzaja mle¢ne i buterne Kiseline

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

Hromatogram mle¢ne kiseline, standard 1 mg/mL
DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ010.D)
mAU I

140 1

120 1

100 1

801

60 1

401

7.754

201

0

] 5 10 15 20 25 30 rrin)

Hromatogram mlecne kiseline, standard 2 mg/mL

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGACILACJJ012.D)
mAU 2

250 1

200 1

150 1

100 1

501

17.488

<3
3]
.
S
[
o
Y
=3
)
3]
o
I3

minl
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Hromatogram mlecne kiseline, standard 3 mg/mL
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ014.D)
mAU 8
400 4

350
300
250
200
150
100

50 1

i { 7.753

0

Q 5 10 15 20 25 30 rrin

Hromatogram buterne Kiseline, standard 5 mg/L

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\PROBJ010.D)

mAU

40

30

20

10

o
> 28,957

Hromatogram buterne kiseline, standard 10 mg/L
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\PROBJ008.D)
maU ] N
207
1754
154
125

3]
I
7.731
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Prilog 9. Spektroskopska slika sadrzaja mlecne i buterne Kiseline (nastavak)

Hromatogram buterne kiseline, standard 20 mg/L
DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\PROBJ009.D)
mAU 1 o
40 -
35
30
25
20
154
10

7.748

Hromatogram, izolat Lac 1

DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LAC1J019.D)
mAU J 8 8
200 A
1754
150 4
1254
100 4

Hromatogram, izolat Lac 2

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGACILACJI024.D)
mAU g
200 i

186

1754
150 4
1254
100 4
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Prilog 9. Spektroskopska slika sadrzaja mlecne i buterne Kiseline (nastavak)

Hromatogram, izolat Lac 3
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ032.D)
" :

=188

175+
150
125
100
75
50

25

Hromatogram, izolat Lac 4
DADL1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ042.D)
mAU a

-188

175+
150 H
125
100

75

50

Hromatogram, izolat Lac 5

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGACILACJI052.D)
mAU g

200
175 4
150
125
100

75

50
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Prilog 9. Spektroskopska slika sadrzaja mlecne i buterne Kiseline (nastavak)

Hromatogram, izolat Lac 6
DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ062.D)
mAU 4 Ay

200 1
175+
150
125+
100
75
50
25

Hromatogram, izolat Lac 7

DADL C, Sig=210,8 Ref=360,100 (ORGAC\LACJJ072.D)
mAU 1 o ©

200
175+
150
125
100
75
50
25
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Prilog 10. Statisticka znacajnost razlika u prezivljavanju laktobacila u razli¢itim
uslovima spoljasnje sredine

A. Na niskim vrednostima pH (u svakom periodu merenja medu izolatima)

pH=2 pH=3 pH=4
0 2h 4h 0 2h 4h 0 2h 4h

Lacz *kk *k*k *k*k *kk *kk

LaCS * *kk *k*k *kk *kk * *k*k *kk

Lac4 * )k ***k ***k **k*k *k*k * *k*k *kk *kk
Lacl vs

LaCG *kk ***k *kk *k*k *kk *k*

Lac7 *k*k ***k * *k*k *kk *kKk *kk *k*

55 *k*k *kk * k% * kK *kk ** *kk *kk *

Lac3 *kk * k% *kk *k*k *k*

Lac4 *k*k *kk *kx *kk *kx *kk *kx *k*k *kk
Lac2 VS LaCG *kk *kx ** *k*k *%x

Lac7 *kk *kx *kk *kx *k*k

58 *k*k *kk *kk *kk *kx *kk *kx *k*k *kk

Lac4 ** *kk *kk *kk *kx *kk * *k*k *kk

Lac6 ** *kk *k*k *k*k ** *kk * )k
Lac3 vs

Lac7 ** *kk * k% ** *kk *k*k *kk *kk *k*k

55 *k*k *kk *k*k *kk *kk *k*k *kk ** *

Lac6 * )k *kk * kK *kk *kk *k*k *kk *kk *k*k
Lac4 VS Lac7 * )k *kk *kk * *kk *k*k *kk *kk *k*

5S *kk *kk *kk *% *kk *kk *kk *k*k *kk

Lac7 *kk * *% *kk *kk *kk *kk
Lac6 vs

5S *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *k*k *kk
Lac7 VS 5S *kk ** *kk *kk *kk *kk *k*k *kk

* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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B. U prisustvu Zuénih soli (u svakom periodu merenja medu izolatima)

Zuéne soli 0,5%

Zuéne soli 1%

Zuéne soli 2%

0 2h 4h 0 2h 4h 0 2h 4h
Lac2 FkKk * Kk Kk FkKk KKk FkKk Fkk FkKk
Lac3 Kk *% Kk Kk FkKk Kk FkKk *kk
Lac4 * Kk * Fkk Fk Fkk * Fkk Fkk
Lacl vs
Lacé * FkKk *% Fkk Fkk Fkk FkKk Fkk *
Lac7 Fkk Kk FkKk Kk FkKk Fkk Kk
55 FokKk FkKk Fkk Fokk Fkk Fkk Kk Fkk K%k
Lac3 Kk * Fkk Kk Fkk Kk Fkk Kk
Lac4 Fkk * Fkk Fkk Kk Kk Kk Fkk
Lac2 vs Lacé * * *k*k *k*k kK *kk kK *kk
Lac7 Kk Kk Kk KKk Kk Kk Fkk Kk
5s Fkk Kk *%k * KKk Kk *% Kk
Lac4 FkKk Fkk Fkk * FkKk Fkk FkKk
Lac6 Kk Fkk Fkk Kk Kk Fkk *
Lac3 vs
Lac7 Kk *kk Fkk Fkk Kk Kk Kk Fkk Kk
55 FkKk FkKk * Fkk Fkk Fkk Fk Fkk Fkk
Lac6 Fkk Fkk Kk Kk Kkk *kKk
Lacdvs Lac7 FkKk FkKk *%k Fkk FkKk Fkk FkKk *%k FkKk
55 FkKk FkKk Fkk Fkk FkKk Fkk FkKk Fkk FkKk
Lac7 FkKk Fkk Fkk FkKk Fkk FkKk Fkk FkKk
Lac6 vs
55 FkKk FkKk Fkk Fkk FkKk * Fkk EE 3 EE 3
Lac7vs b5s *kk Fkk Fokok Fokok Fokk Fokok Fokk *kk Fokk

* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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C. U vesta¢kim gastrointestinalnim teénostima (u svakom periodu

merenja medu

izolatima)
AGF AlF

0 1h 2h 0 1h 2h
Lac2 * *kk KKk *hk *kk
Lac3 *kk *kk *kk
Lac4 Fkk Fkk Fkk *hk Fkk
Laclvs Lacé Fkk *hk Fkk Fkk *hk Fkk

Lac7 Fkk *hk Fkk * *

5s Fkk Fkk Fkk Fkk *hk *
Lac3 Fkk Fkk *hk *hk

Lac4 *kk *% *%
Lac2 vs Lacé *kk *kk *% *kk *kk *kk
Lac? *kk *hk *% Fhk *hk Fkhk
5s *kk *hk *hk Fhk Fkhk

Lac4 *kk Fhk *hk *
Lacé Fkk *hk * Fkk *hk Fkk
Lac3 vs Lac7 Fkk *hk * Fkk *k Fkk
55 Fkk *k Kk Fkk *hk Fkk
Lacé Fkk *hk Kk Fkk *hk Fkk
Lac4 vs Lac7 Fkk *hk *hk Fkk *hk Fkk
5s Fhk *% *hk Fhk Fhk Fhk

* * *
Lac vs |5_: o *hk *%k *hk Fhk
Lac7 vs 5s *hk *%k *hk Fhk

* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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Prilog 11. Statisticka znac¢ajnost razlika u hidrofobnosti ¢elijskog zida medu izolatima

Lacl vs

Lac2 vs

Lac3 vs

Lac4 vs

Lac6 vs

Lac7 vs

Lac2
Lac3
Lac4
Lac6
Lac7
5s

Lac3
Lac4
Lac6
Lac7
5s

Lac4
Lac6
Lac7
5s

Lac6
Lac7
5s

Lac7
5s

5s

**k*k

*kk

**k*k

**

**k*k

*kk

*kk

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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Prilog 12. Statisticka znacajnost razlika u sposobnosti autoagregacije i koagregacije

A. Svako

g pojedinacnog izolata u funkciji vremena

Autoagregacija

0vs 2h

0 vs 4h

0 vs 24h

2vs 4h

2 vs 24h

4 vs 24h

Lacl
Lac2
Lac3
Lac4
Lac6
Lac7
5s

*k*k

**k*k

*kk

*%x

*%x

*k*k

**k*k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kx

*kk

*kx

*kx

*kx

*kx

*kx

*

*%*

*kk

*%x

*kk

*k*k

**k*k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

**kx

*

*

*kk

*kk

*kk

Koagregacija sa L. monocytogenes

0vs 2h

0vs 4h

0 vs 24h

2 vs 4h

2 vs 24h

4 vs 24h

Lacl
Lac2
Lac3
Lac4
Lac6
Lac7
5s

**

*

*

*%x

**k*k

*kk

*kk

*%x

*kk

*kk

*kk

**k*k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kx

*kk

**k*k

*

*kk

**k*k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*

*kk

**%

*kk

*kk

*kk

*kk

Koagregacija sa E. coli

0vs 2h

0 vs 4h

0vs 24h

2vs 4h

2 vs 24h

4 vs 24h

Lacl
Lac2
Lac3
Lac4
Lac6
Lac7
5s

L I I

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*k*k

*h*k

*k*k

*k*k

*h*k

*k*k

*k*k

*kx

*kk

*kxk

*kk

*kk

*kk

*kk

**k%k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

**k%k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

**k%k

* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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Prilog 12. Statisticka znacajnost razlika u sposobnosti autoagregacije i koagregacije
(nastavak)

B. U svakom periodu merenja medu izolatima

Autoagregacija Koagregacija sa L. monocytogenes Koagregacija sa E. coli
0 2h 4h 24h 0 2h 4h 24h 2h 4h 24h

Lac2
Lac3

Lacl Lac4 * *

VS LaCG ** * **x
Lac7 * * * *
55 ** *kk ** * * * **
Lac3

Laco Lac4 *

VS Lac6 *kk * **
Lac7 ** *kk *
55 * * * * **
Lac4 *

Lac3  Lac6 Fkk * *

VS Lac7 *% KKk *
58 * * * * **x
LaCG ** ** *

Lac4

Vs Lac7 ** ** *
55 ** **

Lac6é  Lac7 *

VS 5s *kKk *kk *hk

Lac7

VS 5S *k*k ** *kk *%* * *k*k

* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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Prilog 13.

Statisticka znacajnost razlika u sposobnosti adhezije medu izolatima

Lacl vs

Lac2 vs

Lac3 vs

Lac4 vs

Lacb vs

Lac7 vs

Lac2
Lac3
Lac4
Lac6
Lac?
5s

Lac3
Lac4
Lac6
Lac?
5s

Lac4
Lac6
Lac?
5s

Lac6
Lac7
5s

Lac7
5s

5s

*k*k

***x

*k*k

**%x

*k*k

*k*k

**k*

*kx*k

*kx*k

**k*

**

*kx*k

**k*

**k*

**k*

*k*x

*k*k

*k*x

*k*k

*k*k

**p<0,01, ***p<0,001 (dvofaktorska ANOVA za ponovljena merenja, Fisher LSD test).
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Prilog 14. Analiza korelacije izmedu svojstava hidrofobnosti, autoagregacije, koagregacije (sa L. monocytogenes i E. coli)
i adhezije na ¢elije kolona HCT 116

Koagregacija sa Koagregacija Adherirane bakterije
Hidrofobnost Autoagregacija | L.monocytogenes sa E.coli na ¢elije HCT 116
Hidrofobnost Pearson 1 0,465" 0,383" 0,431" -0,609™
Correlation (r)
Sig. (2-tailed) 0,034 0,044 0,022 0,003
N 28 21 28 28 21
Autoagregacija  Pearson 0,465 1 0,730™ 0,724™ -0,530"
Correlation (r)
Sig. (2-tailed) 0,034 0,000 0,000 0,013
N 21 21 21 21 21
Koagregacijasa  Pearson 0,383" 0,730™ 1 0,937 -0,412
L.monocytogenes  Correlation (r)
Sig. (2-tailed) 0,044 0,000 0,000 0,064
N 28 21 28 28 21
Koagregacijasa  Pearson 0,431° 0,724™ 0,937 1 -0,478"
E.coli Correlation (r)
Sig. (2-tailed) 0,022 0,000 0,000 0,028
N 28 21 28 28 21
Adherirane Pearson -0,609™ -0,530" -0,412 -0,478" 1
bakterije na ¢elije  Correlation (r)
HCT 116 Sig. (2-tailed) 0,003 0,013 0,064 0,028
N 21 21 21 21 21

Pirsonov koeficijent korelacije ukazuje na korelisanost osobina i to na slede¢i nacin:

r <0 negativna korelacija;

r=0 ne postoji korelacija;

>0 pozitivna korelacija.
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1. AytopcTBo - [lossorbaBate yMHOXaBarbe, AUCTPUOYLMjY W jaBHO caoniuTaBatbe
Aena, 1 npepaje, ako Ce Hasege MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH o4 CTpaHe ayTopa
WK Aasaolia nuueHue, Yak 1 y komepumjante cepxe. OBo je HajcrnobogHuja of cBux
NNLEHLM.

2. AyTOpCcTBO — HEkoMepLujanHo. [lo3sorbasate yMHOXaBake, UCTPUBYLM)Y U jaBHO
caonwiTasake fena, 1 npepaje, ako ce HaBeae WMe ayTopa Ha HauuH ogpefieH oa
CTpaHe ayTopa Wnu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03Borbasa KomepLujanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopctBO - HekomepuujanHo - 6e3 npepage. [103BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
AncTpubyunjy » jaBHO caonwTasawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoawa wnu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOSbaBa KOMepLmjanty
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane NULEHLE, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajehu 06um npasa kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuMjamHO — JenuTW nop MCTUM ycrnosuma. [lo3BorbaBarte
YMHOXaBate, AUCTPUBYLMjy W jaBHO caoniiTaBate Aena, U npepage, ako ce Haeae
“Me ayTopa Ha HauuH oapefieH Of CTpaHe ayTopa unK fasaoua NUUEHUE U ako ce
npepaga AucTpubynpa NOA WCTOM MMM CrMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHUua He
A03BOSbaBa koMepLwjanHy ynoTtpeby aena v npepaga.

5. Aytopcteo — Ge3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBarbe, AUCTPUOYLMY W jaBHO
caonwrasare fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarsa unm ynotpebe fena y cBom Aeny,
ako ce Hasede WMe ayTopa Ha HauuH oapefieH of CTpaHe ayTopa unu fasaoua
nuueHue. Osa nuueHLa A03B0SbaBa komepuujanty ynotpeby aena.

6. AyTtopcTBO - AenuTi nog WUCTMM ycnoeuma. [lo3Borbaate YMHOXaBabe,
ANCTpUbYLMjy 1 jaBHO caonLuTaBare Aena, U Npepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauMH oapefeH O CTpaHe ayTopa WnM fasaola NUUEHUE W ako ce npepaga
auctpubyupa nog MCTOM MMM CnuYHOM nuueHuom. OBa nuueHUa [o3sorbasa
komepuvjanHy ynotpeby fena u npepaga. CnuuHa je cothTBEPCKUM NMUEHUama,
O[HOCHO NULIEHLIamMa OTBOPEHOr KoAa.



