HACTABHO HAYYHOM BERY
IHOJbONTPUBPETHOI' PAKYJITETA
YHUBEP3UTETA Y BEOI'PAZY

IIpeamer: M3Bemraj Komucuje 3a oueny u ondpany ypahene nokropcke aucepraunuje Hemame
MupxkoBuha, UIUI. HHXK.

Onnykom HacraBHo-nayuyHor Beha IlossonpuBpensor ¢akynrtera, YHuBep3utera y beorpamy
op. 33/7-4.12. on 30.03.2016. rogune, nmeHoBaHa je Kommcwuja 3a oneny ypaheHne DOKTOpCke
muceprauuje auiul. uHk. Hemame MupkoBuha, mox HacnmoBom ~Kapakrtepuzamuja wu
JIeTepMHuHaIja OaKTepHUOIMHA ayTOXTOHMX JIAKTOKOKA™” y cactaBy: np 3opumna Pamymosuh,
BaHpeHH rpodecop Ilossonpuspennor pakyntera Yausepsutera y beorpany, ap Munaun Kojuh
HayyHM CaBeTHUK VHCTUTyTa 3a MOJIEKyJlapHy T€HETHKY M TE€HETHMYKO HHXKEHEPCTBO, P
Muomup Huxkmmh, penoBHu mnpodecop, I[lossonpuBpenHor daxkynrera YHHBEp3UTEeTa Y
beorpany, np Jenena Jlo3o, Banpemuu mnpodecop buosomkor ¢dakynrera YHuBepsurera y
beorpany, np [parocmaBa Pamaun, penoBHu mnpodecop, IlossonpuBpenHor ¢dakynrera
VYuusep3uteta y beorpany. Ha ocHOBY aHanmm3e nmpuiioKeHe JOKTOPCKE AUCEPTAIH]e IO THOCUMO
cnenehu:

N3BEIITAJ

1. onmTHU NoJAIMN O JOKTOPCKOJ JTUCEPTALIUIHN

Jloktopcka aucepraumje numul. uHxk. Hemame Mupkosuha noa HaciosoMm ,,Kapakrepusanuja u
JeTepMHUHaIja OaKkTepuoLMHA ayTOXTOHMX JIAKTOKOKa™ HamucaHa je Ha 135 crpane (mpopen
1,5) y okBupy Kojux ce Hanaszu 21 tabena, 18 cnuka u 2 rpadukoHa. Y JOKTOPCKO] AUCEPTAIHjH
je uutupano 187 m3Bopa nutepatype. JlokTopcka nucepranuja caapxku: HacioBHy crpany Ha
CPIICKOM W EHIJIECKOM je3uKy, [lomaTke o MeHTOpMMa W WiaHOBHMa KoMmucHje, Pesume Ha
CPIICKOM M €HIJIecKoM je3uky, Cnmcak ckpahenuna, Canpikaj, Tekct mo mnoriaBjbuma,
Jlutepatypy, M3jaBe u buorpadujy ayropa. Texcr mucepraruje caapxu cieneha moriaBiba:
VBox (ctp. 1-4), Ilpernen aureparype (ctp 5-31), HusseBu pama (ctp. 32-33), Marepujan u
metone (ctp. 34-59), Pesynratu (ctp. 60-99), Jduckycuja (ctp. 100-111), 3akpyurmm (ctp. 112-
115) u Jluteparypa (116-135). Ilopen naBeneHor caapxkwu: M3jaBy o ayropctBy, M3jaBy O
WCTOBETHOCTH INTAaMIIAaHE M €JIIEKTPOHCKE Bep3Wje OKTOpcKe nuceprammje u M3jaBy o
Kopuihemy.

2. IPUKA3 1 AHAJIU3A TUCEPTALIUJE

VY nornaBby YBOA KaHAWAAT je HajOpe Ja0 OMMC OMINTHX KapaKTepuCcTHKa Oakrepuja
MJICYHE KUCEJIMHE U aHTUMUKPOOHUX CYTICTAHIM KOje OHE CHHTETHIIY, a KOje Cy OWiIe mpeaMeT
BCTOBOI HCTpakMBamba. KaHIuIar je moceOHO o0paTMo Haxmy Ha MOjAeNy OaKTepHUOIMHA
OakTeprja MIIEYHE KHCEJIMHE, TZIe je Oommucao mojeny OakrepuonumHa: Oakrepuonuan Kiace |



Moceyjy AaTUIIMYHE aMUHOKHCEIMHE, KOje C€ jaBibajy Kao pe3yiTaT IMOCTTPAHCIAUOHUX
Moaudukanyja cepuna u TpeonuHa. Kmacu | nmpumanajy 6akTepuOIMHN KOJU HOCE 3ajeTHHYKH
Ha3uB JaHTUOMOTHLM. JlaHTHOMOLM ce Jene Ha YeTHpH MOJKIAce, O] KOjuX Cy moakinaca [ u
noakiaca Il HajazacTyrmibeHHMje W HajBUIIE UcTpakeHe. JlantuOnoTum moakiace I Gpopmupajy
CTPYKTYpY HAyTaukor JIaHIIAa W TPEACTaBHUK UM j€ HU3WH, TOK JAaHTHOMOTHIM mojkiace Il
(bopMHpajy CTPYKTypy AyTradkor perna M MpCTeHa, a MPEeACTaBHULM cy JakThLu 481, HyKaluH
NCK-1 u ocramu. bakrepuonnnu Knace Il cy HemoaudpukoBaHu NeNTHAN WM NENTUIH Ca jaKo
ManuM wmoaudukanujama. Kmaca Il OGakrtepuornmHa je moje/beHa Ha YETHPU TOJKIAce:
neauonuH-ciinaHn - Oaktepuorman  (Ila); nBomentumam OGakrepuormau  (I116); UWKIUYHH
Ooakrepuornan  (II); nmHEapHM OakTepUONMHW KOJU HE JUYEe HA IEIUOIUH-CIINYHE
oakrepuornuae (Ilx). Kangurat je moceOHy naxmy oOparno Ha OakTepHOLMHE KOjU CY
IIPOAYKOBaHMU OJi CTpaHE ayTOXTOHMX JIAKTOKOKA, Ka0 M Ha HUXOB CHEKTAp aHTUMUKPOOHOT
JIeNioBakba M MpHUMEHEe y mpexpaMOeHoj uHAycTpuju. Ha kpajy yBOOHOT 1ena JOKTOPAHT je
yKa3ao Ha ONINTe OcOOWMHE MaroreHe Oakrtepuje Listeria monocytogenes, ca OCBPTOM Ha
npobiemMe Koje u3a3uBa y MPOM3BOIIBM PA3TUUUTHX CHPEBA, KaO LITO Cy CHPEBU ca IYTHM
3peHEeM, MEKH CUPEBU, CUPEBH O] yITpadUATPUPAHOT MIICKa y caiaMmypu. Takohe, TOKTOpaHT je
yKa3ao Ha MOTEHIHMjaJHy MPHUMEHY 0 CaJa OKapaKTepHCaHUX OaKTepHOLMHA Yy MPOU3BOIIHHU
cupeBa, y MHWJbY KOHTposie L. monocytogenes. Jlo cama je oOKapaKTepHCaH BEIUKH Opoj
OaKTepHOIMHA, aJIi caMO HeKonulnHa, Mel)y kojuma cy nenuouns AcH/PA-1, naktuuun 3147 u
HEKM EHTEpOLMHHU Cy IMOKa3zalnu J1o0pe pesyiarare y KOHTpoiau L. monocytogenes TOKOM
npou3Bomke cupa. C 003UpoM Ha CTaJHy TEXHIbY /1a Ce OKapaKTEpUIly HOBU OaKTEPUOLIMHH,
UCTAKHYT j€ W JONPHHOC pe3yiTaTa HEroBe AOKTOPCKE Te3e y WACHTU(QUKAIM]M HOBUX
OaKkTepuOIMHA jep j€ JOKTOPaHT OTKPUO HOBU OaKTEpUOIMH, Kao M OaKTEpHOIMH ca
AHTUJIMCTEPU]ATHOM aKTUBHOIINY.

[Tornassbe Ilpersen Jutepartype ce cactoju o aeBeT (9) moxamoriasiba y KojuMa cy
ONUCaHMU 10 caja 00jaBJb€HH pE3yJTaTH APYTUX ayTopa KOjU Cy AUPEKTHO WM HHIUPEKTHO
BE3aHU 3a MpeMeT NpoyyaBama OBE JOKTOPCKE JUcepTalje, Kao M 32 METOJO0JIOMIKE IPUCTYIIe
Koju cy xopumhenu. [IpBo moamnoriaBsbe MOYMKHE ca Pa3MaTpPambeM OCHOBHUX KapaKTEPUCTHKA
OakTeprja MJEUHE KUCEIHHE, lbUXOBUX Haj3HAYAJHUjUX POJOBA KOJU Cy OCTBAPWUIIU MPUMEHY Y
npexpaMOeHO0] MHIYCTPHjH, Ca TOCEOHNM OCBPTOM Ha POJI JIAKTOKOKa (Lactococcus), ¢ 003upom
HAa TO Ja je Hajehum KoMepIjallHO OOCTYMHHUX OaKTepUOIIMHA CHUHTETHCAHO OJ CTpaHe
HaBEJICHOT poja. Y HapeIHOM MOAMNOriIaB/by, AHTUMMKPOOHA jelumemha 0aKkTepuja MileuHe
kuceauHe (bMK), onmcana cy cBa, 10 caja omnucaHa, jeaumewa BMK (oprancke kucenune,
IMALETHII, YIJeH TUOKCH], BOJOHUK MEPOKCH/I, MACHE KHCEINHE), KA0 U ’UXOBA NOTEHIINjaTHA
IIpUMEHa U aHTUMHMKPOOHHU CIIeKTap JejoBama. Y MOJNOIIaB/by, BakTepHONMHHN, HA OCHOBY
JUTEpaTypHUX MoJIaTaKa KaHIUAAT je 1a0 nH(POpMAIHje O HCTOPH]CKOM Pa3BOjy HCTPAKUBAHA Y
o0yacTu OaKkTEepHUOIMHA, Ka0 U jeHY OMIITY AeUHHUIIN]Y OaKTEpUOIIMHA KOja 00yXBaTa HajIInpe
OKBUpE TENTUIHUX AaHTUMUKPOOHUX KOMITOHEHTH. C 003MpOoM J1a OAKTEpUOIIMHU UCIIOJhABAjy
aHTUMUKPOOHO JIEJI0OBamke CIMYHO aHTUOMOTHLIMMA KaHAWAT j€ HaBeO CBE MapameTpe KOju UX
MelycobHo pasnukyjy. Ilopen Tora, HaBeleHW Cy JHMTEPATypHH MONAIM KOjU IOJPKABAjy
ynoTpedy OakTepHOIMHA Kao Mpe3epBaTHBa XpaHEe Kao U MPEJIHOCTU KOje UX IMpernopydyjy Kao
areHce 3a yrnorpeOy Kao TepareyThka OWJIO CaMOCTalTHO WM Y CaJIejCTBY Ca aHTHOMOTHIIMMA.
Kanaunat je kpo3 JuTepaTypHe HaBOJIe Aa0 UCTOPHU)CKHU Hperies kiacudukanuje 6akrepuonuHa
moueB oJ1 mpBe 1993 110 HajHOBH]jE IJIe CY CBU JI0 Caja ONKMCAHU OAKTEPUOIIMHU CBPCTAHU Y JIBE
rpyne. Kanauaar je ucrakao NpeHOCTH U MaHe pa3IMuUTHX Kilacu(uKaluja U HOCeOHy NaxKmby
MOCBETHO KJIacu(UKAIMjH KOjy cy npemioxkmin Rea et al. (2011), a xojy je KOpHCTHO Y TaJbeM



pany MOIITO HajajJieKBaTHHUje omucyje U kinacupukyjy Oakrepuonmaa BMK. Hakon Tora je
JIETaJbHO OIMCA0 CBaKy TpyIy OaKTepHUOIlMHA TOYEB OJI MPEICTABHHKA KOJU j€ YMHE, 3aTHM
CTPYKType TOJTUMNENTH I, 1a JIM UMa TIOCTTPAHCIAIIMOHO MOAN(PUKOBAHE AMHHOKHUCEINHE, KOjU
Cy CBE€ I'€HHU YKJbYUYEHH y CHHTE3y OaKTepHOLMHA, TeHH 32 UMYHOCT U MEXaHU3MeE JeJioBama. Y
noanoriasey, M3oanuja u npeynnrhaBame 0aKTepHONMHA, KaHAMIAT je TIHCA0 O METoJama
n3ojamnyje OakrepuonHa koje nmpoaykyjy bBMK. Jlo cama cy omucana Tpu HauymHaA M30JIAIH]e
Oakrepuornmaa BMK: mpBu HauMH moapa3syMeBa METONy TalOXema MPOTEenHA KopulThemeM
aMOHHjyM-cyJi(haTa, a HacTaB/ba C€ HEKUM THIIOM XpomaTorpaduje M Ha Kpajy c€ 3aBpllaBa
peBep3Ho-(hazHOM TeuHOM Xpomartorpadujom Bucokux neppopmancu (RP-HPLC); apyru nHaunn
Ce 3aCHHBA Ha TaJOXKCHY MPOTEHHA aMOHH]YM-CyJI(haToM, a 3aTUM CJIeJIH EKCTPaKIHja MPOTEHHA
XJI0po(hopMOM MM METAHOJIOM, a Kao J1oaTHO npeunithaBame ce kopuctd HPLC; tpehu naunn
nmoApasyMeBa TmojemaBamke pH BpeqHOCTH MeaujyMa y KOjeM je paciia OakTepHjcka KyaTypa, a
KOHIIETpallMja OaKTepUOIMHA je JOBeJAeHa 10 MaKCMMyMa, a HEKOH TOra ce KOPHUCTH
xuapododbHa xpomarorpaduja. Koja on HaBenenux meroma he Outu kopumiheHa, 3aBUCH Off
BpCTe OakTepHOIIMHA W YIIIABHOM ce omxabup meroma oapehyje emmupujcku. buoxemujcke
MeToze 3a JMoOWjamke YMCTUX OaKTepHOllMHAa CBe 4emhe ce KOPUCTE Yy YTBphUBamy HUXOBE
MOTEHIIMjaJTHE TPUMEHE Yy KOH3EepBUCAky XpaHe. Y HapeaHOM MoAnoriaBby, Ilpumena
0aKkTepHOLUMHA, KaHAWIAT j€ Ha OCHOBY JIMTEPAaTypHUX IOJlaTaka, IHCA0 O MLIUPEHY
0aKTepHjCKUX PE3UCTEHIINja HA AHTUOMOTHKE, Ka0 M O TEXKIHH 32 MPOHATAKEHE AaHTUMUKPOOHUX
jenumema Koja he OMTH anTepHaTHBa 3a aHTUOMOTHKE. [IpBM BENHMKH MOMakK y HMCTpaXKHBAamY,
om0 je oTpKMBamke HU3MHA. Ha 0OCHOBY MexaHM3Ma J1eJI0Balkha HU3MHA, MOTY CE HAlPaBUTH HOBU
AHTUOMOTHIIM KOjU he ce Be3WBaTH 3a IUJBHU MOJICKYJI M HCIOJbaBaTH CBOJy aHTUMHUKPOOHY
aktuBHOCT. [lopen Tora mTO Cy MexaHM3MHU JelioBama OaKTepHOLMHA HWCKOpUITheHu 3a
MpaBJ/bEHE HOBUX AHTUOMOTHKA, OAKTEPUOIMHU CE€ MOTY KOPUCTUTH M Kao alTepHATHBA 3a
antuOuoTuke. Jlo cama cy Hu3MH W naktuuuH 3147 mokazanm W3y3eTHE pe3yiTaTe Ha
BAaHKOMMUITMH W OKCAIIWJIMH PE3UCTEHTHE OakTepuje. Y cien moTpede a ce XpaHa cauyBa 3a Iy KU
BPEMEHCKM MEpPHOJ y MpexpamMOeHO] HMHIYCTPHjU C€ XpaHU J10/a)y KOH3EPBAHCU XEMHjCKE
MIPUPOIE KOjU TYTOTPAjHUM YHOIIICHEM MOTY UCTIOJBUTH HETaTHBHE eEeKTe Ha 3/IPaBJbe JbYIH H
KUBOTHUIbA. M3 HaBeJeHMX pa3jiora IojaBuia ce morpeda 3a HalaKemeM MOJIEKyJa KOjU MOTY
outn euKacHU Mpe3epBaTHBH XpaHE a Ja He WCIOJbaBajy HEraTHBHE e(eKTe Ha KOH3YMEHTE
Tako Ja Ccy OakTepHOLMHHU TOCTanu jeaHu of HajobehaBajyhux kanmupmata. Tako cy naBa
OakTepHoIHa Beh HamuIa TPUMEHY Y KOH3EpBUpAly XpaHe: HU3WH IO/ KOMEPIHjaTHIM
umenom ,,Nisaplin“, a meguouumn PAl kao ,,ALTA2431“. ¥V mnocneameM MOANOTIABIbY,
AHTHIHCTepHjcKkH edeKaT 0OAKTEPHOLMHA, KAaHAWIAT j€ OINMCA0 OIIITe KapaKTEPUCTHKE
Oaxtepuje Listeria monocytogenes. Ha ocHOBy nuTepaTypHHUX MoJaTaka, 1ao je uHhopmaije o
3a0ee)KeHUM  clydajeBUMa HMH(EKIMje ca CMPTHUM HCXOJuMa, KOje H3a3uBa OBaj
OTOPTYHUCTHYKH MATOT€H. Y JajbeM TEeKCTY, OMHCAao je MpexpamMOeHe MPOU3BOJIE KOJU MOTY
OWTH KOHTAMHHUPAHU JIMCTEPHjOM, Ka0 M HAuWHE J0Jacka y KOHTAKT OBOT TaToreHa ca
npexpamMOeHnM mpousBoauMa. Ha kpajy oBOr moAmnoriasiba, KaHIUAAT j€ Ja0 MpUMepe MPUMEHe
0aKTEepPHOIMHA y PA3IMYUTUM TpexpamMOeHIM MTPOU3BOINMA, Ca TIOCEOHUM OCBPTOM Ha CHPEBE.

VY nornasspy lusb paga, kaHauaaT je UCTaKao HEKOJUKO IUJbEBA: IMPBO je 3a LUJb MOCTaBHO
M30JIalA]y ¥ KapaKTepU3alHjy COjeBa JIAKTOKOKA Ca aHTHMHKPOOHHM ITOTCHIIM]aJIOM M FHXOBA
uaeHTuduKanja KopumhemeM KIaCUYHUX M MOJIEKYJIApHUX METOfa JeTepMUHAIMje A0 HUBOA
Bpcre. Jlaske, yTBphHBame mpucycTBa OaKTEpHOIMHA KOJ TECTHPAaHUX cojeBa. Y MNUIbY
KapakTepH3alyje NCIUTUBAaHNX 0aKTepPHOLIMHA, 33 IIHJb j€ TOCTaBHO O/ipehiBame JIOKaIuje reHa
OJITOBOPHOT 33 CHHTE3Yy OaKTepHOIIMHA KOJI COjeBa KOjH Cy OaKTepUOIHMH MO3UTHUBHH. Takohe,



HaBOJIU C€ Ja je jelaH Off IMJbeBa OMOXEMHjCKa KapaKTepHsalMja U YTBpHUBame CIEKTpa
aHTUMHKPOOHOT [eJoBala HCIHUTUBAHUX OakTepuouuHa. Ha kpajy, mocieamu LUIBEBU CY
u3onanyja u npeuynmhaBame OaKTepUOLMHA KOje MPOAYKYj]y OaKTEpHOLMH MO3UTHBHU COjEBH,
Kao W UCIUTHUBAaWkE aHTWIMCTEPU]CKOT JelloBama OakTepuolnmHa coja Lactococcus lactis ssp.
lactis BGBU1-4 y monmen cuctemy cupa. 3a CBakd OJf IHJbeBA KAHIUIAT j€ TPEICTaBHO
aZICKBaTHY METOJ0JIOTH]y KOja oMoryhyje kKopak mo Kopak JoJjia3ak A0 pe3yJsiTara KOju TadyHO
ne(pUHUITY CBaKH OJ1 IIUJHEBA.

VY nornassy MaTepujan u MeToae, KaHIUIAT j€ OMKUCA0 BEIUKH OpOj METOAa KOje j€ KOPUCTHO
TOKOM H3pajie Te3e. Y MOJNOINIaBJjbuMa BE3aHUM 3a Paj ca KUBUM OakTepujama KaHAMIAT je
Hajrpe HaOpojao MeArjyMe KOjU Cy KOPUITNEHHW 3a PacT Pa3IMUYUTHX COjeBa OakTepHja, 3aTHM
METOZIE 3a H30JIAllMjy AyTOXTOHUX JIAKTOKOKAa M METOJe Koje Cy KopuirheHe 3a HUXOBY
KapakTepu3alujy U celiekiujy. HakoH kapakrepuzanmje, KaHIUIaT HABOIUW METOJE Koje je
KOPUCTHO 32 HIEHTH(UKALM]y CEIeKTOBAaHMX H30jara, ogHOocHO API cuctem u MonekynapHe
MeTole. Y HACTaBKy KaHIUAAT HABOIM COjeBe OakTepwja, IUTa3MUIa M KOHCTpyKara
KopuitheHux y oBoM paay. Jlasee cy npukazaHe KopuiheHe MeTojie 3a IpUIpeMy KOMIIETETHUX
henmmja 3a Tpanchopmanmjy pa3znuuutux cojeBa E. coli m maktokoka. Takohe, mpukaszaHe cy
MeTozie yuIIheHa Iuia3Mua CeJIeKIIMOHNCaHUX COjeBa JIAKTOKOKA. Y IMOJIOIIaBJbUMa BE3aHUM
3a kopumtheHy mMerozojorujy 3a paa ca JIHK omucane cy kopumihene Metoje: 3a M30JaIujy
totanae u wiasMuane JJHK u3 pasnuuutux cojeBa GakTepuja u METOJIe HEHOT IpeunihaBama,
murectrje JIHK pectpuknmonum ensummma, nurammje JIHK ¢dparmenara, koHCTpykumja
IUTa3MUAHUX BeKTopa, ymMHOXkaBamwe JJHK meromom nandane mommmepusamnuje (PCR), meroma
MecTo cremuduie MmyTareHese reHa, enekrtpodopese JIHK (xmacwmuHa XOpu3oHTaHA Uy
nyncupajyhem nospy), metone npunpeme [IHK, npenoc Ha HajnoHcky memOpany u Southern
xubpuauzamnuja ca odenexxennm JIHK mpoGama, metonme cekBenimupama JJHK (xmacwuna mo
Canrepy ¥ CEKBEHIMpAmkE HOBE TIeHepalMje IeNOKYITHUX TeHOMa). Y TOANOTrIaB/bHMa
HCTIUTHBaka OMOXEMHU]JCKMX KapaKTEPHUCTHKA OaKTEpHOIMHA Ofa0paHMX COjeBa, MPUKa3aHE Cy
METOJIe TecTHpama aHTUMUKPOOHE aKTUBHOCTH OAKTEpHUOIIMHA HAKOH HHXOBE MHKYyOaluje Ha
pa3NMYUTAM TeMIleparypama, pa3nudutuM pH BpemHocTHMa M TpEeTMaHMMa PA3IUYUTHM
eH3uMUMa. Y TIOJIOrIaB/biuMa pajia ca MpoTEUHNMa, PUKa3aHe Cy METOJIe aMOHHjyM cydarTHe
npenunuTanyje OaKkTepHoIlMHAa HWCTIHTUBAHUX CojeBa, NpeunmhaBama Oakrepuornmua (RP-
HPLC) u onpehuBame monekyincke mace npeunnthenor 6akrepuonuna (LC-MS ESI-TOF). Ha
Kpajy, y TIOJNOIIaB/bUMa WCIHTHBAkhA AHTWINCTEPUCJKOT edekTa OakTepuolnHA Coja
Lactococcus lactis ssp. lactis BGBU1-4, npahen je 6poj henuja coja Listeria monocytogenes
ATCC19111 y npucycTtBy ucnutuBanor 6akrepuonnaa y GM17 OyjoHy 1 MOJIEN CUCTEMY CHpa,
KopumhemeM KJIAaCHYHUX MHUKPOOMONONUIMX METOJa U CeNeKTUBHE mojanore 3a Listeria
monocytogenes.

Pe3yaTaTu uctpakvuBama MpUKa3aHH Cy Y JIBa MOIUIaBJba U Behu Opoj moAnoriaBba ¢ 003UpoM
Ja je KaHauaatT oopaano noOujeHe pe3yiTare JToOHMjeHe u3 JBe MoceOHe menuHe: M3omanmja u
uaeHTU(UKAIja JIaKTOKOKa OakTepHouuH-TipoayleHata u Kapakrepuzanuja OakTepuoIHA
UCIUTUBAHUX cojeBa. Y noriasiby M3oanmja u maeHTHPHUKALNja JIAKTOKOKA 0aKTepHOIUH-
NpOAyLeHATa, KaHAWIAT HAaBOAM Ja j€ M30J0BAaHO YKYMHO 52 MpHUpPOAHA HM30JlaTa YUCTHX
KyJITypa, 0/ KOjuX je 9 m3o5aTa 1mokasaio CIIOCOOHOCT MpoAyKuuje Oakrepuornmaa. Ha ocHOBY
MHTE3UTeTa OAKTEpUOIIMHCKE aKTUBHOCTH, OJ0apaHO je TpW MPHUPOJHA M30JaTa 3a JNajbu paj
(BGBM50, LMG2081 u BGBU1-4). Kopumhewem API cucrtema u MosekymapHUX MeToAa
(YMHOXaBameM Jiena KoH3epBupaHor peruoHa resa 16S rDNK) cBa Tpu mpupojHa uzonata cy
unentudukoBana kao Lactococcus lactis ssp. lactis. Y HapenHowm mnornasiby, Kapakrepuszanuja



0aKTepHMOLMHA MCNUTHBAHMX COjeBa, KaHAMIAT T[pHUKa3zyje  pe3yinrare  CHEeKTpa
AHTUMUKPOOHOT JIeJIOBaka HCIUTHBAHUX OaKTepUOIMHA, TMPU YEeMy j€ TIOKa3aHo Ja Cy
6akrepuonau cojeea BGBMS50 u LMG2081 yckor cnekTpa JienoBama, OTpaHHYeHO CaMo Ha
JAKTOKOKe, oK OaktepuonH coja BGBU1-4 moka3syje mmpu cniekrap jaenoBama, Ha Listeria
monocytogenes ATCCI19111 wu Lb. paracasei ssp. paracasei HNI14. Y mnoamnornasiby,
Kapakrepu3anuja Oaxtepuonuna coja Lactococcus lactis ssp. lactis BGBM50, nakon
excrepuMeHara yumhema miazmuna coja BGBMS0, nokazaHo je na ce reHH 3a CHHTE3Yy H
TpaHCIOPT OaKTEpUOILIMHA, KA0 U T€HU OJTOBOPHU 32 UMYHOCT Ha MCTH, Haja3e Ha IJIa3MUIy O
145,5 kb. bakrepuommu coja BGBMS50 je nazan BacBMS50. Jlasbe, kKaHaumaT je NpHKa3ao
pe3yaTaTe UCTIMTUBAHUX OMOXEMH]CKUX KapakTepucThka OaktepuonrHa BacBMS50 mpu uemy je
MOKa3aHO J1a je UCIIUTUBAHHU OakTepHoUUH 3aapxkaBa 50% akTUBHOCTH HAaKOH MHKyOaIuje Ha
temmneparypu ox 90°C tokom 60 muH. McnutuBameM akTUBHOCTH OaktepuormHa BacBMS0
HaKOH TpeTMaHa y omicery pH Bpeanoctu oxn 1-12, moka3aHo je /1la MCIIMTUBAHU OAKTEPHOIMH
3anpxkaBa 60% axkTUBHOCTH Ha HakoH TpeTMmaHa Ha pH Bpennoctu 1. Ha kpajy ucnutubama
OMOXEMHjCKUX KapakTepucTuka OakrepuourHa BacBMS50, kangupar mnpukasyje pesynraTe
JIeJIOBamkba IMPOTEOIMTUYKUX €H3MMa Ha HCIUTHUBAaHU OaKTEpPHOLUWH, MPH YeMy HCIUTUBAHU
OaKTEepHOIMH MOTIYHO T'yOM aKTHUBHOCT. TecTHpameM aHTHMMUKPOOHOT CIIEKTpa JelloBama
OakrepuonHa BacBMS50, kanauaar je ycTaHOBHO Ja UICTUTUBAHU OaKTEPUOIIMH JIeTyje caMo Ha
JAKTOKOKe. Y IMiby uAeHTH(uKanuje OaktepuounHa BacBMS50, kaHmuaar je HCHHTHBAO
MPUCYCTBO crenuuuHuX TeHa 3a cuHTedy OakrtepuonmHa PCR wmeromom, kopumthemem
npajMepa 3a Hajuenthe jJakTOKoKanHe OakrepuounHe. HakoH aHammse pesynirara, KaHAWIAT je
nneatudukoao BacBM50 kao nakrtokokmuH I' OGaktepwonuH. Y HapeaHOM MOATMOTIABIbY,
Kapakrepu3anuja 6akrepunonnna coja Lactococcus lactis ssp. lactis LMG2081, kanauaar je
MPEACTaBUO Pe3yJiTaTe YHAKPCHUX OAKTEPUOIMHCKUX TecToBa cojeBa BGBMS50 (stakTokokiuH I”
npoayuent) 1 LMG2081 (makroxkokuuH I' mpoayiieHT), npu yeMy je mokaszano na coj LMG2081
nHXuOMpa pact coja BGBMS50. YnopeaHom aHaimM30M CEKBEHIIE TEHOMA OBa JIBa COja, KaHIUAAT
je yctaHoBHO Jga o0a coja TOcenyjy KOMIUIETHE OINEpPOHE 3a CHHTE3y OaKTepuOIMHA
naktokokiuHa [. Jlaseom amamu3om reHoma coja LMG2081, y koHTHTY 62 je mpoHaheH meo
OTIEpOHA 3a CHHTE3y TMOTEHIMjaIHO HOBOT, 1O CaJa HEOKapaKTepHUCaHOT, OaKTepUOIIMHA.
Metonom wmuBep3Hor PCR, kopumhemeM mpajMepa KOHCTPYHCAHHX Ha OCHOBY IIO3HATE
CEKBEHIIe KOHTUTa 62, cacTaBJbeH je 11eo onepoH (Ha3zBaH IctLMGQG), a Hana3u ce Ha QparMeHTy
BenmunHe 8 kb. Ha ocHOBY mperpakmBama OaHKe IM0jaTaka, yCTAaHOJHEHO j€ /1a ce ONEepOH
IctLMG cactoju o 1ecT OKBUpa 4uuTamwa Ha3Bauu [mgA, ImgM, ImgT, ImgF, ImgE i ImgG, a
KOjH Cy OJITOBOPHH 32 CHHTE3y M TPAHCIOPT OAKTEPHUOIMHA, KA0 U 32 UMYHOCT Ha UCTH. In silico
aHaJIM30M, YTBpHEHO je Ja ce HU3BOAHO oj omepoHa IctLMG Hama3u cekBeHIa Koja KoAupa
JIHK-unHBepTasy, TOK PerHoH KOju ce Hajasu uchpes onepoHa IctLMG Huje ucrmrad. Y Uiy
notBpae Aa coj LMG2081 cunteruie OGakTEpHOIUH JAKTOKOKIMH I ¥ HOB OaKTepUOLMH
(1a3Ban maktumud LMG), xoHcTpyncanu cy ,knock-out myrtanta, LMG2081/ pG hostLenG
(UlecnG) m LMG2081/ pG hostlctLMG  (4lctLMG). HakoH G6GaKTepHOIMHCKHX TECTOBA,
pesyntartn ykasyjy aa je myrant LMG2081/ pG hostlctLMG u3ry6uo criocoGHOCT JeIoBama Ha
coj BGBMS50, unme je kanauaatr HeABocMUCIEHO MOTBpauo aa coj LMG2081, mopen cuntese
JMAaKTOKOKIMHA [, cuHTeTHIIIe U HOBOOTKpHUBEHHU OakTepuoruH gaktuiima LMG. Kanaunar je y
HACTaBKy TIPEACTaBUO pe3ynraTte npeuninhaBama OakTepUOIMHA Yy IWJby ofpehuBama
MoJiekyJsicke Mace. HakoH mpeunimhaBama aMOHHjyM-CyJI(aTHOT MPEHUIUTATa CylepHaTaHTa
npekoHohHe Kkyntype coja LMG2081, aktuBHOCT mnpeuumiheHe @pakuuje je TecTHpaHa
OAaKTEpUOIIMHCKUM TECTOBMMA, a Kao MHAMKATOp coj je kopumrthen coj BGBMS50. Jlobujena



MOJIEKYJICKA Maca MeNTHaa y akTUBHO) (ppakiuju je 2759 Da, mro je y ancoiayTHO] KOpelauju
ca MPEeTNOCTABJbEHOM MOJIEKYJICKOM MacoM HCIMTHBAaHOI OAKTEpHOLMHA, JOOMjeHa HAa OCHOBY
AMHHOKHCEIIMHCKE CEKBEHIe. AHaTU30M J00MjeHE MOJIEKYJICKE Mace M aMHUHOKHCEIHMHCKE
CEKBEHIIe, KaHIUJaT je YCTAaHOBHO Aa ce OakTepuouuH Jaktuind LMG pasnukyje ox cBUX JI0
cajzla OKapakTepucaHux OaKTEepHOIIMHA, a Ja je Hajcin4yHuju OaktepuounHuma Kiace I, rpyma
naktunuH-481. Kanaunar je nmpeactaBuo pesyiraTte OMOXEMHUJCKUX KapaKTepUCTHUKA JIAKTHIIMHA
LMG, Ha OCHOBY KOjUX C€ MO)K€ YCTAaHOBHTH Jla je UCIIUTUBAHU OAKTEPUOLIMH 33pKaBa TOTOBO
100% axktuBHOCTH HakoH uHKyOaruje Ha 100°C tokom 60 muH. Takole, ucnuruBameM yTHiaja
pasnmuuntux pH BpeIHOCTH HAa aTKUBHOCT OakTepHOLIMHA, YCTAHOBJHEHO j€ Ja je OaKTepHuOLuH
3anpxkaBa 60% arktuBHOocTH Ha pH BpenHoctu 1 u ckopo 80% Bpeanoctu Ha pH Bpeanoctu 12.
VcnutruBameM yTHIIaja €H3UMa Ha JiesioBambe JakTuiunH LMG, kaHauaaT je mokasao Aa jeAMHO
IPOTEOJIMTUYKY €H3MMM MMajy YTHUIQ] Ha AaKTUBHOCT HCIMTUBAHOI OakTepuolUHA. Y
NOCIIEAEM MOoANoriaBby, Kapakrepusanuja 6akrepmoumna coja Lactococcus lactis ssp.
lactis BGBU1-4, kangumaT je TpeACTaBHO pe3yjiTaTe HCIWTHBama OaKTEpUOIMHA Cca
AHTWIMCTEPUJCKUM  JIeJIOBambeM.  VICIUTHBAakEeM  aHTHMHUKPOOHOT  CHEKTpa  JeJoBamba
OakrepuonmHa coja BGBU1-4, kanaumar je yCTaHOBHO Ja HWCIUTHBAHW OaKTEPUOIIMH HUMa
CIOCOOHOCT MHXHUOUIMje pacTa JHUCTepHUje, JIaKToOaIiIa U BEJIMKOr Opoja JaKTOKOKa. Y LUJbY
JIOKaJau3alje TeHa 3a CHUHTE3y, TPAHCIOPT M UMYHOCT Ha TOMEHYTH OaKTEpHOIIMH Y COjJy
BGBUI1-4, ypahenun cy exkcnepuMmeHTH uHInheHa Ija3Muaa, HAKOH dYera cy jgobujeHa 2
unrepecantHa aepuBata BGBUI1-4/8 u BGBU1-4/291. [epuBar BGBU1-4/8 je wusry6uo
crocoOHOCT aenoBama Ha Listeria monocytogenes ATCCI19111, nok je 3aap:kao aKTHMBHOCT
JenoBama Ha MHAUKATop coj Lactococcus lactis ssp. lactis BGMN1-596, a ceHsutuBaH je Ha
nenoBamwe coja BGBU1-4. Jlpyru nepuBar BGBU1-4/291 je m3ryOmo crmocoOHOCT aenoBama
kako Ha Listeria monocytogenes ATCC19111, tako u Ha Lactococcus lactis ssp. lactis BGMNI1 -
596, a censutuBaH je Ha aenoBame coja BGBUI-4, xao u Ha nenoBame NPBOr JAepHBaTa
BGBU1-4/8. Ilpoepa mopekina aepuBata je ypahena kopunihemem PFGE merone ca Smal
eH3uMoM. Ha OCHOBY npencTaB/beHUX pe3yJiTaTa, KaHAUIAT j€ HEABOCMHUCIEHO 3aKJbY4HO J1a COj
BGBUI1-4 mnocenyje HajMame 1Ba OakTepHOIIMHA YHWjU C€ TEHH OJTrOBOPHH 3a CHHTE3Y,
TPAaHCHOPT M MMYHOCT, JIOUMPAaHH Ha JBa pa3IM4yuTa IUIa3MHuJa. AHTWINCTEPHUjaTHU
Ooakrepuorma coja BGBU1-4 je wumeHoBan kao sakrtonucrepud BUI-4. HcnutuBamem
OMOXEMHjCKUX KapakaTepucTuka jakrtonuctepuHa BUI1-4, xanaupat je ycTaHOBHO Ja
UCIUTHBAHU OakTepuoluH 3aapxaBa 50% aKTUBHOCTH HAKOH TpeTMaHa Ha TeMIeEpaTypu OJ
80°C toxom 10 MHH, OK Ha BUIIMM TeMIepaTypaMma MOTIyHO ry0u akTtuBHOCT. Takxobe,
KaHIuIaT je mokazao na yakromuctepun BU1-4 3ampkaBa yak 89% aKTHBHOCTHM HaKOH
Tpetmana Ha pH Bpeanoctu oxn 12 n 67% axTuBHOCTH HAaKOH TpeTMaHa Ha pH BpenHoctn of 1.
Hakon Ttpermana nakronucrepuHa BU1-4 pasnuuutuMm eH3uMuMa, KaHIUAAT j€ Ha OCHOBY
pe3yaTara ycTaHoBHO Ja je yakronuctepun BUI1-4 oceTsbMB Ha JenoBame BeNIHMKOTr Opoja
MPOTEOIMTHYKUX €H3MMa. Ha OCHOBY pesynTaTa MCIIMTHBama OMOXEMHjCKUX KapaKTepUCTHKA
naktonucrepuna BU1-4, kannmaar je ykazao Ja ce oBaj OAKTEPHOLMH MOXE KOPHCTUTH Yy
pa3nuuuTUM cpenuHama. M3 Tor pasiora, KaHIUIAT j€ MPEICTaBHO Pe3yTaTe aHTHIINCTEPH)CKE
akTUBHOCTH JaktonuctepuHa BU1-4 y GM17 OyjoHy, ka0 NMpeITUMHHApHU TECT, a 3aTHM je
MIPEJCTaBUO PE3yJITaTe WCIUTHBAKA HHETOBE AHTWIIMCTEPHjCKE aKTHBHOCTH Yy MOJEN CHCTEMY
cupa. Ha ocHOBy pesynrata aoOMjeHUX pe3yinTara HCHOUTHBama JakTonucrepuHa BUI-4 y
GM17 OyjoHy, KaHOUAAT je YCTAaHOBHO Ja OBaj OakTepHOUMH ojpkaBa Opoj hemwmja L.
monocytogenes ATCC19111 Ha HUBOY NMOYETHOM HMBOY TOKOM HHKyOaruje Ha 37°C TOKOM
cBux 48 caru. Kag je y mutamy HeraTuBHa KOHTpOJIA, Y K0joj je kopumrheH nepuBatr BGBUI-



4/291, 6poj henmuja L. monocytogenes ATCC19111 pacre Tokom 48 catu unkyOauuje Ha 37°C,
¢unamHo 3a vak 3,5 log cfu/mL. ¥V mpucycTBy OGakTepHOIIMHCKOT Mperapata HU3MHA, Opoj
henmuja L. monocytogenes ATC19111 omaga ToxkoMm wnenor nepuojaa MHKyOammje, OuHANHO,
oenexxu ce mag ox roroBo 4 log cfu/mL. Jlasme Tectupame je OUI0 ycMepeHO Ha UCITUTHBAE
aHTWIMCTEPUjCKEe aKTUBHOCTU JakTuiaucrepuHa BUI-4 'y wozmen cucremy cupa, IpH
TEMIIEPaTypHUM YCJIOBHMa KOjU Cy 3HA4ajHU y TPOIECY MPOU3BOIE U CKIAJULITeHA CHUpa.
TokoMm cumynHpaHUX Mpoleca Koaryianygje cupa, pepMeHTanyje u CKIaauIITeHha, KaHIuaaT je
nokazao ma yakrtonuctepuH BU1-4 onpxkaBa Opoj hemuja L. monocytogenes ATCCI19111 na
MIOYETHOM HHMBOY. Y HETraTHBHOj] KOHTPOJH, y K0joj je kopuithen nepuBat BGBU1-4/291, y Toky
npBux 24 cara Ha 18°C 6poj henuja L. monocytogenes ATCC19111 pacre 3a 0,8 log cfu/g. Taj
TPEH]I Ce HACTaBJha W TOKOM 7 JIaHa MHKyOalMje MOJIeT cucTeMa cupa Ha Temnepatypu o 12°C.
VY BapujaHTH ca HU3UHKCHM IpemnapaTtomM, 0poj hemuja L. monocytogenes ATCC19111 omana 3a
0,7 log cfu/g, Toxom npBux 24 cara Ha 18°C. Hakon unkyOanuje Mozen cucrema cupa Ha 12°C
TOKOM 7 maHa, Oenexxu ce Omaxku man 6poja hemuja L monocytogenes ATCC19111, 3a oxo 0,4
log cfu/g. ¥ Toky mepwona ckiamumrema Mojaen cucrema cupa Ha 4°C tokom 21 naH, y
HEraTUBHO] KOHTpoiu Opoj hemuja L. monocytogenes ATCC19111 pacte TokoM 1esor nepuoaa
CKIaIUIITEeHa, JOK Yy MpHCYCTBY JjakrtonuctepuHa BUI1-4 w Hu3uua, Opoj hemmja L.
monocytogenes ATCC19111 octaje HEMpOMEHEH.

VY nornasspy Juckycuja, KaHIUAAT j€ TOAPOOHO TUCKYTOBAO JOOHjeHE pe3yiaTaTe U MOpearo ca
JUTEpPATYpHUM MOJAllMMa JIPYTUX ayTopa. 3Hadyaj CBAKOT MPUCTYIA U JTOOMjEHUX pe3ysTara je
UCTaKHYT y OBOM IIOTJIaBJbY Ca HCTHUIAKEM IPEIHOCTH MPUCTYNa KOjU cy KopumheHH y
nobujamy pesyartata oBe Te3e. IlormaBbe JlMckycmja y AOKTOpaTy je€ CXOMHO KOHIIEMTY
No0MjeHnx pesynrtata (M3 TpU pa3IMyUTa coja) IMOJEJFEHO Ha TpU MOANOINIaBba. Y
noanoriasky, bakrepuounn BacBMS50, uctakHyTa je COCOOHOCT MPUPOIHOT H30jaTa Jaa
CHHTETHILIE U3y3€THO MOTEHTaH 0AKTEPUOIMH YHMjH C€ T€HU OJTOBOPHU 3a CHHTE3Y, TPAHCIIOPT U
MMYHOCT Haja3e Ha W3Yy3€THO BeauKoM ruasmuay onx 145,5 kb. Kanmmupmar je auckyToBao o
pa3IMYUTUM OaKTEpPUOIMHUMA YMjU CE€ TEHETCKHM MaTepujajl OJOBOpaH 3a HUXOBY CHHTE3Y
Haja3u Ha IUia3MuanMa. Takole, HCIUTHBamEeM OWOXEMHjCKHX Kapakrtepucthmka BacBMS5O0,
KaHIUAAT je YNOpeauo M JTUCKYyTOBaO O OHOXEMHCjKUM KapakTepucTUKama 10 cafa
okapaTtepucaHux OakrepuonmHa. Hakon wuneHtudukanuje OaxtepumonmHa BacBMS5S0 xao
nakTokonuHa I', kopumhemem komOunanuje PCR Mmetone ca cneunduyHuM npajMepuma 3a
cuHTe3y Beh Mo3HAaTMX OaKTEepHOIMHA, KaHIUIAT IHCKYTyje O HaJaXKemy JAKTOKOKIWH [y
Pa3IMYUTUM CTAaHUILITHMA U Ha Pa3NUYUTUM TepUTOpHjama. YTopehyje Taj GeHOMEH ca ocTaanum
OaKTEepHOITHIMA KOjH C€ MOTY HaJIa3UTH Ha Pa3lIMuTHUM CTAaHUINTHMA U JAUCKYTyje 0 Moryhum
pazno3uma 3a te peHomeHne. Ha kpajy, kKaHIUIaT TUCKYTYje O OTPAaHUYCHOCTH aHTUMUKPOOHOT
JIeTIOBaba JIAKTOKOKIIMHA | caMO Ha JakTOKOKE W MOTryhHOCTMMa HeroBe IpHMEHE Y
npexpamMOeHO] HMHIYCTpUjU Kao OHMOKOH3epBaHCAa XpaHe. Y HapeJHOM IMOAINOTIaBIbY,
Bakrepuounn jgaktuuun LMG, kaHIuaaT OUCKYTyje O HOBOOTKPHBEHOM OaKTEPHOIMHY,
naktuiuH LMG, xoju mpunaga Knacu [ OGakrepuwonmna, rpynu maktunusH-481. Kannumpat
ynopeljyje aMHHOKHCEIMHCKY CEKBEHIy CBakor TeHa orepoHa IctLMG ca HajcanaHUjUM
OTIEPOHUM OBE Tpyne OaKTepUOLMHA W JUCKYTyje O HHXOBUM pas3nukama. [labe, Ha OCHOBY
MoOJIeKyJIcKe Mace JakThuuuH LMG, KaHaumaT AUCKYTyje O TMPEAMKIHMjH MOCTPAHCIAMOHUX
Moaudukammja xKoje ce morahajy y ciayuajy oBor OakrepuounHa. Kanaunar je moceOHy Maxmby
MMOCBETHO JUCKYCHjU O (PeHOMeHy KOoju OTKpuBEeH Yy cojy Lactococcus lactis ssp. lactis
LMG2081, na jemaH coj MMa CIIOCOOHOCT CHHTE3€ JBa OaKTepHUOLMHA KOjU TNpHUMNanajy
pa3NMYNTAM KJjlacama, MITO je TpBH 3a0elexeH cilydaj Koja JIakTokoka. Ha kpajy, kaHgunmat



TMCKYTyje 0 OMOXEMHjCKUM KapaKTepucTHkama OakrepuonuHa jaktuiud LMG, ynopehyjyhu
nobOujeHe pe3yJiTaTe ca JUTEPaTypHUM IoaarMa J001jeHnX 3a 6akTepronune u3 ucre rpyme. C
o63upom aa naktuimH LMG nokasyje jako noOpe Ouoxemujcke ocoOuHe, a 1a My je CIeKTap
aHTUMUKPOOHOT /I€JI0Bamka OTPAaHMYEH CaMO Ha JIAKTOKE, KaHAWAAT je Ha Kpajy AMCKYTOBao O
MoryhHOCTMMa NpOIIMpUBaEKa CHEKpPa AHTUMHUKPOOHOT JieJOBama OBOI OAaKTEpHOIMHA Ha
MaTOT€HE COjeBE, Ka0 U O HETrOBOj MOTEHIIMjATHO] MPUMEHU y Op’KeM ca3peBamy CHpEBa ca
OYyTUM 3pemeM. Y TMOCIeqmEeM NoAINoriasby, bakrepumonun jgakroaucrepud BUI1-4,
KaHIUJAT OIKCYje OCHOBHE KapaKTEpUCTHKE IaToreHe Oaktepuje Listeria monocytogenes,
npobieme Koje 3amaje y npexpamOeHOj MHIYCTPUJU U Mepama NPEeBEHTHBE 32 KOHTPOIY OBOT
MaToTeHa, ca MOCeOHUM OCBPTOM Ha Kopultheme 6akTeprolnHa OaKTepHja MICUYHE KUCETUHE. Y
HACTaBKy, KaHIUIAT onucyje coj Lactococcus lactis ssp. lactis BGBU1-4 xoju nma crioco6HOCT
CUHTE3€ JIBa OaKTEepHOIIMHA, OJ1 KOjuX jenaH, Jakroiauctepud BU1-4, moka3yje aHTUITUCTEPH)CKH
epekar. Kangunmar ynopehyje Omoxemujcke Kapakrepuctuke sakronuctepuna BUI1-4, ca
OCTaJIUM, JI0 CaJa OKapakTepUCaHUM OaKTepuoLlMHAMa ca aHTUIMCTEPUJCKUM JEJIOBABEM U
KoHcTatyje aa jaktoiucrepun BUI-4 mocenyje m3y3eTHe OMOXEMHjCKE KapaKTepHCTUKE. Y
HACTaBKy, Ha OCHOBY pe3yJITaTa aHTUJIMCTEPH]CKOT JeoBama JaktoauctepuHa BU1-4 y GM17
OyjOHYy M MOJIEJI CUCTEMY CHpa, KaHIUAAT AUCKYTyje o Moryhoj mpumenu nakronucrepuna BUI-
4 xao OMOKOH3EepBaHCa y MPOU3BOAKH Oenor cupa ox yarpabuntpupanor mieka. C 0063upom aa
nakronuctepun BUI-4 mokasyje GakrepuocTtaTHuku edekar y ogHocy Ha L. monocytogenes y
MOJIeJly CHCTEMY CHpa, KaHIUAAT Ha OCHOBY JIUTEPATypHUX IOJaTaka AUCKYTyje o0 Moryhum
HauMHUMa I0jayaBama Tor eekra.

VY nornasipy 3ak/byuyak, Ha OCHOBY aHAJIM3€E JTOOMJEHUX pe3yJiTaTa KaHIUIAT j€ U3BEO 3aKJbyUKe
Ha OCHOBY KOjUX je YTBpl)E€HO /a Cy OCTBAapEeHHU IIMJbEBU JOKTOPCKE UCEpPTALIH]E.

Ha ocHoBy pe3ynTaTta KaHIUIAT j€ 3aKJbYYHO Ja Cy 0 52 W30J0BaHa ayTOXTOHA COja JJAKTOKOKa,
Ha OCHOBY OaKTEpHMOIIMHCKE aKTUBHOCTH ofabpana Tpu coja BGBMS50, LMG2081 i BGBU1-4
Koja cy uaeHTuduKoBaHa kao Lactococcus lactis ssp. lactis.

YUumihewe minazMpaa ce MOKa3ajlo Kao MOy3JaHa MeTofa y YTBphuBamy JOKaluje reHa 3a
CHHTE3y OAaKTEepHOIIMHA, 2 Ha OCHOBY OBE METOJIC 3aKJbYUCHO je Ja CE T€HETHUKE JCTEPMHUHAHTE
3a cMHTe3y OakTepuonnHa ko coja BGBMS50 Hanase Ha miazmuay.

PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) ananu3om je 3akbyd4eHO Ja je IUIa3MH] Ha KOjeM ce
HaJlaze TeHeTHYKe JIeTepMUHAHTE 3a CUHTe3y OakTtepuonuHa y cojy BGBMS50 Bennuune 145,5
kb.

Kopumhemem Behux Opoja crenupuyHuX mpajMepa KOjU Mamupajy y TeHHMa KOju KOAUPajy
nmo3HaTe OaKTepuoNnHe, 3aKJby4eHO je 1a co) BGBGMS0 cunTeTHmie 1akTOKOKIUH I
HcnutrnBameM OMOXEMHjCKUX KapaKTepUCTHKA, 3aKJ/bY4YEHO je Ja JaKTOKOKIMHa [ 3ajpxaBa
MaKCUMaJIHy aKTUBHOCT y TemneparypHoMm omcery oxa 40°C-80°C, nma 3agpxaBa uyak 80%
aKTUBHOCTH Ha BpeaHocTH pH 12 1 f1a je oceT/pUB Ha JAEI0BakbE MPOTEOJUTHUKUX €H3UMA.
AHaIM30M CEKBEHIIE T€HOMA M YHAKPCHUM OaKTEpPHOIIMHCKAM TECTOBUMA ca cojeM L. lactis ssp.
lactis BGBMS50, 3akspyueno je ma coj L. lactis ssp. lactis LMG2081, mopex cunTtese
JTaKTOKOKIMHA [, CHHTeTHIIE joI jesjaH OaKTepHOITUH.

Metonom unBep3nor PCR-a, CKJIOIJBEH je 110 ONEpOH 3a CHUHTE3Y HENO3HATOr OAKTEPHOLMHA U
3aKJpydeHO je ma ce Taj omepoH (IctLMG) cactoju on miecT OKBUpa YuTama Ha3BaHU [/mgM,
ImgT, ImgF, ImgE, ImgG m na uma HajBHILIE CIMYHOCTU Ca ONEPOHMMAa OaKTepUOLMHA KOjH
MIPUTIPAJjy TAaHTUOMOTHIIMMA JIAaKTUIIMH-48 1 TpyTIe.



KoHcTpyKIMjoM MHCEPIMOHMX MyTaHaTa, 3akJbyudeHo je aa coj L. lactis ssp. lactis LMG2081
nmoceayje 1aBa (¢yHKIHMOHATHA oOmnepoHa 3a cuHTedy JjakTokokmmHa [ (Kmaca II) wu
HOBOOTKpPHUBEHOT OakTepuonmHa gaktuunHa LMG, koju npunana Knacu I 6akrepuornuna.
AHanmu3oM MoJekyicke Mace, kopumheteM MS/HPLC wmetonme, 3akipydeHO je ma maca
naktuurHa LMG uzHocu 2759 Da, mto je omoryhmino npenusHo Manupame MecTa Ucelama U
dhopmupama aKTUBHOT OAKTEPHOIIMHA O] 25 aMUHOKHCEITHHA.

3aKkJbY4eHO je J]a ce ONEpOH 3a CUHTe3y OakTepuounHa jJakTuiuHa LMG Hanmaszu Ha mia3sMumLy
oxn 115 kb, a omepon 3a cuHTe3y OakTepHOIMHA JIAKTOKOKITMHA [ Ha XpoMo30oMy.

JlaktTnuna LMG je u3y3etHo TepMoctabuiaH, 3aapxaBa 90% akTUBHOCTH Ha TEMIIEpaTypu O
100°C nakon 60 muH. AKTHBaH je y omcery BpeaHoctd pH 1-12, anu MakCUMyM aKTHUBHOCTH
nokasyje y omcery BpegHoctd pH 5-10. OceT/buB je Ha JeNOBamkE MPOTEOMUTHUKUX €H3MMA H
YCKOT je CIIEKTpa JIeJI0OBamba.

3akspydeHo je nma coj L. lactis ssp. lactis BGBU1-4 cunternie OakTepHOIMH Ca IIUPOKHM
CHETKPOM aHTHUMHMKPOOHOT [e0oBama, Ha JIAKTOKOKe, JjakroOauuie, kao W Ha Listeria
monocytogenes.

Uumrhewem 1mmazmuaa, nodujene cy ase rpyne aepuBata BGBU1-4/8 (nenyje Ha TaKTOKOKE ainu
He genyje Ha L. monocytogenes) u BGBUI1-4/291 (nema OakTepHOIMHCKE AKTHMBHOCTH) Ha
OCHOBY dHera je 3akibydeHo na coj BGBUI-4 cunrernie HajmMame Ba OaKkTEpHOIMHA U J1a CE€
TCHETHYKH EJIEMEHTH 33 CHHTE3y 00a OaKTepHOLMHA HaJla3e Ha Pa3IMYUTHUM IUIa3MUHMA.
bakrepuonun nakronuctepud BU1-4 je TepmocTabuiiaH, CBOjy akTUBHOCT TTOKa3yj€ y OTICETY O
40°C-80°C, mpu uemy Ha Temmepatypu on 80°C nakoH ukybanuje om 30 m 60 MuH TyOH
akTuBHOCT. 3anpxkaBa 100% aktuBHOCcTH y omncery BpegHoctn pH 4-10, mpu uyemy mnpu
BpenHoct pH 12 3agpxkaBa yak 90% axtuBHOCTH, a npu BpeaHoctd pH 1 3agpkasa 70%
akTUBHOCTH. OCETIHUB je Ha JIEN0BakE MPOTEOTUTHUKUX €H3UMA.

AHanmu3oMm akTuBHOCTH JNakroimcrepuHa BU-4 y GMI17 OyjoHy, 3aKk/by4eHO je Ja TOKa3zyje
Oakrepuoctatnuku edekar Ha L. monocytogenes ATCC19111, unju ce 6poj henuja onpxao Ha
HuBOy on 5 log cfu/mL Tokom 48 cartu.

Ananm3oMm akTUBHOCTH JakrtoymctepuHa BUI-4 y momen cucreMy cupa, 3aK/bydeHO je aa
nokasyje Oaxkrepuoctatndku edexar Ha L. monocytogenes ATCCI19111 mpu temmnepaTypHUM
PEXKUMHUMA TTPOIeca MPOU3BOIHE U CKIATUIITEHHA.

Y mnornasmy Jluteparypa HaBedeH je cmucak on 187 pedepenuu. Cromcak nureparype je
aJIeKBaTaH, aKTyellaH W JIOBOJGHO HIMPOK Jia MOKPHBA CBa IM0OJha MCTPAKHMBAa M pa3MaTpaHa
MUTama.

3.3AK/bYYAK U TPEJIOT

JlokTopcka mucepranuja Hemame Mupkosuha, aumut. nHx. mon HacnoBoM “KapakTtepuszauuja u
JeTepMHUHAIja OAKTEPHOIMHA ayTOXTOHHMX JIAKTOKOKA™ TMPEICTaBJha OPUTHHAJIAH HAYYHH Paj
9iju pe3ynTaTH uMajy ¢yHIAaMEHTAIHM a M NpPaKTHYHU 3Hauaj] y OONacTH Hu3ydaBamba
0aKTepHOIHA U HKUXOBE NPUMEHE Yy IMpexpaMOeHO0] HHIYCTPHUjU Kao OMOKOH3EepBaHaca XpaHe.
Tema noKTOpCKE mUcepTanyje je H3Y3eTHO aKTyeJdHa, Ha CaMOM IMOYETKYy KaHIuIaT je
CHCTEMATCKH TPOYYHO JIOCTYIHE pe3yJTare APYTUX ayTopa, Ho0po NegHuHHCA0 TMpenMeT H
nporpaM WCTPaXHBama, IIOCTAaBHO WCIPaBHE IMJbEBE, 3aTUM je o0aabpao  a/JeKBaTHY
METOIOJIOTH]Y 32 OCTBApPEH-C 3aIaTHX IIHJHEBA.

JloOGujenu pe3yaTatu MpeacTaBibajy HOBOOTKPUBEH OAKTEpUOIIMH, Kao U ()EHOMEH y KOjeM jedaH
COj UMa CIIOCOOHOCT CHHTE3e JIBa OAKTEPHUOIMHA KOJH TIPUIIAJIAjy Pa3IMIUTHM Kiiacama, IITo je



pe3yaTaT CBETCKOT 3Hauaja ¢ 003MpOM Ha aKTYEIHOCT M MPUMEHIBUBOCT KaKO pe3yiTara Tako U
kopithene metonmonoruje y OynayhuMm uCTpakMBamHUMa. AKTYEIHOCT pe3yiTara OBE Te3e je
noTBpheHa KBaJUTETOM yacomuca y Kojuma cy myOiukoBaHu (jedaH paj y dacomucy M?22
KaTeropuje a Ipyru paja y yacornucy M21 kareropuje).

HcTpaxxuBama IpuKazaHa y OBOj JTOKTOPCKO] AMCEPTALUjH ¢y ypal)eHa y cariacHOCTH ca IUIaHOM
Y TIPOrpaMoM KOju je TipensiokeH y IlpujaBu qoKTOpCKe aucepraiuje.

Ha ocHoBy cBera m3HeTor y oBOM H3BewmTajy, KomMucHja TO3UTHBHO OLEHYje JOKTOPCKY
muceptanjy Hemame MupkoBuha, aumi. wWHX. 1oa HaciaoBoMm ,Kapakrepusamuja u
JeTepMHUHaIja OaKTepUOLMHA ayTOXTOHUX JIAKTOKOKA” U mpeanaxe HacraBHo-HayuHOM Behy
[MospomipuBpenHor Qaxynrera YHuBep3uTeTa y beorpany ma mpuxBaTu NMO3HTHUBHY OICHY
oMoryhu kannuaary jaBHy onOpaHy.

¥ beorpany, 05.05.2016.

Unanosu Komucuje:

np 3opuiia Paxynosuh, Baapenuu npodecop (Texnomnomka
MHUKPOOHOJIOTH]ja)
VYuusepsutet y beorpany, [lossonpuBpennu dakynrer

ap Munan Kojuh, Hayunu caBetHuk (MosekynapHa
TeHETHKA ¥ TCHETHYKO MHKEHEPCTBO)

WHCTUTYT 32 MOJIEKYyJIapHYy T€HETUKY U TEeHETHYKO
WHXEHEPCTBO, Y HUBEp3UTET Y beorpany

ap Muomup Huxkimuh, penosau npodecop (TexHonormka
MUKpPOOHOJIOTH]a)
VYuusepsutet y beorpany, [lossonpuspennu axyirer

np Jenena Jlo3o, Banpennu npodecop (buoxemuja u
MoJIeKyJapHa OHoIorHja)
VYuusep3utet y beorpany, buonomku ¢gakynrer

ap Hparocnasa Pagun, penosau npodecop (Texnonomka
MUKpPOOHOJIOTH]a)
VYuusepsutet y beorpany, [lossonpuspennu axyirer
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PanoBu o0jaBsbeHn y HayuHuM vacornucuma ca SCI nmcte Koju Cy MPOUCTEKIIN U3 JTOKTOPCKE
muceptanje Hemamwe MupkoBuha, mom HacimoBoMm ~Kapakrepusamuja W JIeTepMUHAINja
0aKTepHOIHA Ay TOXTOHUX JIAKTOKOKA™.
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