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ABSTRACT

Natural isolate BGRA43 was isolated from the human intestinal tract.
Using the microbiology and molecular biology tests this thermophilic human
isolate was determined as Lactobacillus helveticus. The strain BGRA43 was
transformed with plasmid pAl-6, but efficiency of transformation was very low.
It was found that BGRA43 contains only one small plasmid pRAI about 2.4 kb.
The strain BGRA43 grow very fast in milk (6h, pH 4.5) as well as in MRS
(Aboomn® 0.858, 10h). Growth of Lactobacillus helveticus BGRA43 in non-fat
skim milk after 6 h at 37°C resulted in a lowering of the pH value to 4.53.
Besides the fast acidification, the strain generated a high viscosity of skim milk.
The strain BGRA43 produced antagonistic substances against both Gram-
positive and Gram-negative bacteria and also exhibited an inhibitory effect on the
growth of Clostridium sporogenes. Determination of caseinolytic activity done
under optimal conditions (pH 6.5 and 45°C), revealed that proteinase from this
strain completely hydrolysed all three casein fractions. The proteolytic activity of
whole cells was inhibited by serine proteinase inhibitor (PMSF), suggesting that
BGRAA43 strain produce serine-type of proteinase. In addition, release of the
proteinase from the cell envelope of strain BGRA43 is not CaT+dependent.
DNA-DNA hybridisation, PCR analysis and analysis of subcloning PCR
fragments from catalytic region of proteinase showed high similarity (98.9%
identity) with prtH gene isolated from Lactobacillus helveticus CNRZ32.
Spontaneous Prf derivative BGRA433 was isolated. This derivative is not able to
hydrolyse any of casein fractions and hybridisation and PCR analysis showed
deletion in catalytic region of proteinase gene. Human origin, antimicrobial
activity and surviving at low pH and in presence of bile salts are all properties
that consider this strain to be a potential probiotic. Finally, it was demonstrated
that the strain BGRA43 can be very attractive as starter culture for production of
fermented milk product.

Key words: human isolate, Lactobacillus, proteinase, probiotic, dairy products



APSTRAKT

Prirodni izolat BGRAA43, izolovan iz gastrointestinalnog trakta Coveka,
determinisan je na osnovu Kklasicnih mikrobioloskih i molekularno-bioloskih
metoda kao vrsta Lactobacillus helveticus. Soj poseduje jedan plazmid (pRAI),
veliCine 2.4 kb, koji se stabilno odrZzava u Cceliji i nakon 10 sukcesivnih
presejavanja. Za potrebe genetickih manipulacija soj je uspeSno transformisan
plazmidom pAIl-6, mada je efikasnost transformacije niska. Optimalna
temperatura za rast ovog sojaje 42°C, pri Cemu je pokazano da soj dobro raste
kako u MRS-u tako i u 10% obranom mleku. Nakon 6 sati rasta u 10% obranom
mleku na temperaturi od 37°C dolazi do obaranja pH vrednosti u mleku na 4.53
pri ¢emu takodje dolazi do formiranja homogenog gruSa visokog stepena
viskoznosti. Soj BGRA43 pokazuje antimikrobijalnu aktivnost na veci broj
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Takodje je utvrdjeno da soj
BGRAA43 poseduje ekstracelulamu proteinazu. Cele Celije ovog soja hidrolizuju
sve tri glavne kazeinske frakcije u Na-fosfatnom puferu pH 6.5 i temperaturi od
45°C za samo 2 h. ProteolitiCka aktivnost soja BGRA43 inhibirana je inhibitorom
serinskih proteaza (PMSF). Oslobadjanje proteinaze soja BGRA43 sa Celijskog
zida nije zavisno od Ca+Tjona. Na osnovu DNK-DNK hibridizacija, PCR analize
kao i sekvenciranjem kloniranog PCR produkta koji odgovara katalitiCkom
regionu proteinaze utvrdjen je visok stepen homologije sa ptrH genom iz soja
Lactobacillus helveticus CNRZ32. lzolovan je i okarakterisan spontani Prt"
derivat soja BGRAA43, oznafen kao BGRAA433. Derivat BGRA433 nije
hidrolizovao ni jednu kazeinsku frakciju i pokazano je da poseduje deleciju u
katalitickom regionu proteinaznog gena. Celije soja BGRA43 preZivljavaju u
visokom procentu u uslovima niske pH vrednosti kao i u prisustvu 0.3% Zucnih
soli. Humano poreklo, Siroki spektar antimikrobijalnog delovanja i sposobnost
prezivljavanja u uslovima koji vladaju u gastrointestinalnom traktu Cine soj
BGRAA43 potencijalnim probiotikom. Lactobacillus helveticus BGRA43 je
uspesno iskoris¢en i kao starter kultura za proizvodnju jogurta i kiselog mleka.

Kljucne rec€i: humani izolat, Lactobacillus, proteinaza, probiotici, fermentisani
mleCni proizvodi
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UvoD 1

IUVOD

1. Bakterije iz roda Lactobacillus - opSte karakteristike

Rod Lactobacillus po svojim mikrobioloskim, biohemijskim i molekulamo-
genetiCkim karakteristikama, zajedno sa rodovima Lactococcus,  Streptococcus,
Pediococcus i Leuconostoc pripada grupi bakterija mleCne kiseline (BMK). Laktobacili
su Gram-pozitivne, nesporogene bakterije, manje ili vise izduzenih Celija, Cesto
povezanih u lance. Najveéi broj vrsta ovog roda raste u mikroaerofilnim uslovima
(samo donekle toleriSu prisustvo kiseonika), mada postoje i vrste koje ne mogu da
formiraju kolonije na cvrstim podlogama pod aerobnim uslovima. Najbolji rast ove
bakterije postizu pri koncentraciji C02 od 8 do 10%. RazliCite vrste laktobacila se
razlikuju po sposobnosti fermentacije ugljenih hidrata. Prilikom fermentacije Secera
daju mlecnu kiselinu kao glavni krajnji proizvod (kod homofermentativnih vrsta u
anaerobnim uslovima, sa glukozom u visku, formira se najmanje jedan mol mleCne
kiseline iz jednog mola heksoze). Kod heterofermentativnih vrsta laktobacila pored
mlecne Kiseline kao proizvodi fermentacije javljaju se i acetat, etanol, C02, mravlja
kiselina ili sukcinat (Sharpe, 1979). Laktobacili su visoko specijalizovani organizmi
adaptirani na kompleksan organski supstrat. Imaju relativno jednostavan metabolizam i
visoke zahteve za nutritivnim komponentama u medijumima za rast. Pored ugljenih
hidrata, kao glavnih izvora atoma ugljenika i1 energije, za rast su im neophodne i
razliCite aminokiseline, vitamini, nukleinske kiseline i mineralne materije (Konings,
2002). Njihovo prirodno Zivotno staniSte usko je povezano sa biljnim, mesnim i
mle¢nim proizvodima. Kompletan gastrointestinalni trakt Zivotinja i Coveka, od prvog
dana rodjenja, takodje je kolonizovan bakterijama iz roda Lactobacillus. Optimalna

temperatura za rast najveceg broja laktobacila je izmedju 30°C i 40°C. Mali broj vrsta
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raste na temperaturama ispod 15°C, a neki Cak i na temperaturama nizim od 5°C.
Termofilni laktobacili rastu na temperaturama do 55°C i to je ujedno i najvisa
temperatura na kojoj je utvrdjen rast ove grupe bakterija. Optimalna pH vrednost za
njihov rast se krece od 5.5 do 6.2 iako pojedine vrste dobro rastu i kada pH sredine
padne ispod 4. Generalno gledano, genomi laktobacila spadaju u grupu G+C
siromasnih, a sastav njihove DNK varira od 33-53 mol% G+C (Woese, 1987).
Lactobacillus gasseri je tipini predstavnik laktobacila sa veoma niskim G+C
sadrzajem (33-35%), Lactobacillus delbrueckii ima 49% G+C, dok se soj
Lactobacillus sharpeae nalazi na drugoj strani lestvice i njegov G+C sastav iznosi 53%
(Venema et al, 1996). VeliCina genoma takodje varira, od 1.8 Mb kod Lactobacillus
gasseri ATCC33323, do 3.3 Mb kod soja Lactobacillus plantarum WSFS1, §to je u
korelaciji sa njihovim relativno jednostavnim metaboliCkim kapacitetima. Do danas su
kompletno sekvencirani genomi sojeva Lactobacillus plantarum  WSFS1,
Lactobacillus johnsonii NCC533 i Lactobacillus acidophilus ATCC700396, a do kraja
2003. godine u planu je da se zavrSe sekvence jo§ 13 genoma atraktivnih laktobacila
(Altermann et al., 1999, Klaenhammer et al., 2002, Russell and Klaenhammer, 2001).
Pored hromozomalne DNK neki laktobacili poseduju i plazmide. Broj plazmida koji
moZze koegzistirati u jednoj bakteriji krece se i do deset razliCitih plazmida po Cceliji, a
veliCina do sada okarakterisanih je od jedne pa do preko 100 kilobaza - neki lineami
plazmidi (Roussel et al., 1993). Vecina plazmida je kripti¢na, ali u nekim slucajevima
na plazmidima se mogu naci geni koji kodiraju sekvence za veoma vazne fenotipske
karakteristike: proizvodnju i rezistenciju na bakteriocine, metabolizam prostih ugljenih
hidrata, metabolizam proteina, sintezu egzopolisaharida itd. Naj¢eSCe prisutni geni na
plazmidima su oni koji obezbedjuju njihov transfer iz jedne CcCelije u drugu
mehanizmom konjugacije (Clewell, 1994). U vezi sa ovim fenomenom, kod nekih
laktobacila razvijen je sistem agregacije koji umnogome olakSava komunikaciju

izmedju Celija.
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lako ihje Covek koristio vekovima unazad, poslednjih 30-tak godina laktobacili
doZivljavaju renesansu zahvaljujuci sve vecoj prakti¢noj primeni u agroindustriji, u
procesima fermentacije mle¢nih proizvoda, mesa, povréa i Zitarica kao i u
bioprezervaciji, bilo da se koriste kao prirodna mikroflora, ili da se koriste njihovi
antibakterijski produkti. Takodje, laktobacili se sve viSe koriste u medicini; u
imunoterapijama, u stabilizaciji ili kolonizaciji intestinalne mikroflore kod akutnih
diarea ili u slucajevima o$te¢enja mukoznog tkiva creva, a u poslednje vreme i kao
altemativa u medicinskim dijetama kao i posle radioterapija (Mayra-Makinen and
Bigret, 1998; Dunne et al., 1999; Prescott et al., 1999).

1. 1 Klasifikacija vrsta iz roda Lactobacillus

Klasi¢ni nacini klasifikovanja vrsta unutar roda Lactobacillus obuhvataju:
sposobnost fermentacije razliCitih ugljenih hidrata, sposobnost produkcije mlec¢ne
kiseline, hidrolizu arginina, sposobnost rasta na odredjenim temperaturama kao i
zahtevi za specificnim komponentama neophodnim za njihov rast. Pored ovih
karakteristika, klasifikovanje vrsta unutar jednog roda, danas zahteva i specificnu
analizu peptidoglikana, elektroforetsku pokretljivost laktat dehidrogenaze (LDH), G+C
sastav njihove DNK kao i stepen homologije na nivou DNK (Axelsson et al., 1989).

Identifikacija laktobacila na osnovu celijske morfologije, analize produkata
fermentacije, enzimske aktivnosti, strukture Celijskog zida i drugi fenotipski testovi
danas se koriste samo kao dobra polazna osnova pri preliminamoj klasifikaciji rodova
laktobacila. Analiza nukleotidne sekvence obezbedjuje osnovu za brzu i tacnu
identifikaciju mikroorganizama, pri ¢emu reproducibilnost dobijenih rezultata ne
varira od uslova u kojima se eksperimenti izvode, kao i od fizioloSkog stanja bakterija
koje se determinism Molekularne metode za determinaciju bakterija, takodje i
laktobacila, mogu se podeliti u tri grupe: DNK-DNK hibridizacija - koja se zasniva na

koris€enju manje ili vise specifinih oligonukleotidnih proba (Dot-hibridizacija); PCR
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metode, zasnovane na primeni oligonukleotida specificnih za odredjeni rod, vrstu i
podvrstu (RAPD - Randomly Amlifed Polimorfic DNA, ARDRA-Amlifed Ribosomal
DNA Restriction Analysis). TreCa metoda podrazumeva sec¢enje hromozomalne BDNK
pomocu restrikcionih enzima i razdvajanje tako dobijenih fragmenata na PFGE (Pulse
Field Gel Electrophoresis), zatim sledi RLFP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) analiza i kasnija hibridizacija uz pomo¢ specificnih rRNK proba
("ribotyping™) (O'Sullivan, 1999; Johansson et al., 1995).

PoCetkom devedesetih godina dvadesetog veka ustanovljena je DNK
hibridizacija kao prva molekulama metoda za determinaciju razliCitih bakterijskih
vrsta. U te svrhe sintetisan je niz oligonukleotidnih proba za detekciju vrsta roda
Lactobacillus', npr. za Lactobacillus delbrueckii pY85, za Lactobacillus helveticus
SLh, itd. (Delley et al., 1990; Pillound and Mollet, 1990). Jedan od glavnih
nedostataka ove metode je koliCina hromozomalne DNK neophodne za hibridizaciju
(pozitivan signal u hibridizaciji moZe se dobiti sa minimum 50 ng hromozomalne
DNK), kao i nemoguénost razlikovanja podvrsta, kao u slucaju hibridizacione probe
za Lactobacillus plantarum i Lactobacillus pentosus (Hertel et al., 1993; Fleinsiek et
al., 1992).

Raspored DNK fragmenata na gelu nakon in situ digestije i PFGE takodje
donekle omogucava razgrani¢avanje pojedinih vrsta i podvrsta. Ova metoda posebno je
pogodna za uoCavanje polimorfizma i nekih struktumih promena kao Sto su delecije,
insercije ili inverzije unutar DNK odredjene vrste, a koje u okviru iste mogu nastati
usled specificne adaptacije na promene uslova sredine.

U poslednjih nekoliko godina nukleotidna sekvenca gena za rRNK se najcesce
koristi u determinaciji vrsta i sojeva bakterija. Naime, analizom genoma razlicitih
bakterija utvrdjeno je da nukleotidne sekvence gena za 16S i 23S rRNK kao i DNK
sekvence izmedju njih (IGS - Inter Genetic Spacer) poseduju visoko konzervirane
regione Koji su tipiCni za predstavnike pojedinih vrsta i podvrsta. Ovi regioni su
posluzili za dizajniranje prajmera specificnih za determinaciju tih vrsta. Nakon
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umnozavanja DNK iz konzerviranih sekvenci, produkti ampifikacije (PCR) se
restrikciono obradjuju ili sekvenciraju, a zatim sekvence uporedjuju sa sekvencama
referentnih sojeva (Klijn et al., 1991; Tannock et al., 1999). Pored gena za rRNK i neki
drugi visoko konzervirani regioni kao Sto su REP (Repetitive Extragenic Palindromic)
sekvence. ERIC (Enterobacterial Repetitive Intragenic Consensus) sekvence ili BOX
elementi mogu se umnoZziti uz pomoc¢ dizajniranih prajmera karakteristi¢nih za svaku
vrstu i koristiti za determinaciju. Uporedjivanjem produkata dobijenih nakon RAPD-
PCR-a sa produktima dobijenim za referentne sojeve utvrdjuje se stepen sli¢nosti
sojeva ali 1 njihov polimorfizam (Welsch and McClelland, 1990). Kombinacijom
nekoliko gore navedenih metoda moZe se izvrSiti vrlo precizna determinacija do nivoa
vrste, podvrste, biovarijeteta pa €ak i soja. Zahvaljuju¢i pomenutim metodama izvrSena
je reklasifikacija postoje¢e nomenklature u okviru roda Lactobacillus, a otkrivene su i

nove vrste i podvrste laktobacila.

5SrRNK

“spacef' Tegion

transkripcija ===£>

nukieotidi 1542 76 2904 120

Slika 1 Sematski prikaz rRNK operona kod bakterija.
PiP2promotori; T IT 2terminatori (Gurtler and Stanisich, 1996).

Slika 2. Model sekundarne strukture prokariotske
16S rRNK. Regioni sa najvarijabilnijim
regionima su obelezeni od VI do V9
(Neefs et al., 1993).



UVvOD 6

U grupi BMK rod Lactobacillus je predstavljen sa najveéim brojem vrsta. Svi
laktobacili su svrstani u tri velike grupe koje zajedno obuhvataju 54 vrste kao i
nekoliko podvrsta (O'Sullivan, 1998; Tannock, 1999). Grupa | obuhvata obligatno
homofermentativne predstavnike. Vrste u ovoj grupi su uglavnom termofilne i veéina
daje negativnu reakciju hidrolize arginina. ZnaCajne promene u klasifikaciji nakon
uvodjenja molekularnin  metoda predstavlja svrstavanje Lactobacillus lactis,
Lactobacillus bulgaricus i Lactobacillus delbrueckii u podvrste vrste Lactobacillus
delbrueckii usled izrazite genotipske slicnosti ustanovljene nakon DNK-DNK
hibridizacije. Ovoj grupi danas pripada i Sest novih vrsta proisteklih iz genetickih
istrazivanja razliCitih sojeva Lactobacillus acidophilus 1 to: Al - Lactobacillus
acidophilus, A2 - Lactobacillus crispatus, A3 - Lactobacillus amilovorus, A4 -
Lactobacillus gaillinarum, Bl - Lactobacillus gasseri i B2 Lactobacillus jonsonii
(Ray, 1996). Grupu Il Cine fakultativno heterofermentativni laktobacili. Skoro sve
vrste ove grupe su mezofilne i rastu na 15°C (osim Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus, koji raste i na 45 °C) i ne vrSe hidrolizu arginina. Vrsta Lactobacillus casei
je podeljena na 4 podvrste: Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, i Lactobacillus casei subsp.
tolerans. Najnovija istrazivanja u koja su bili ukljuceni RAPD analize kao i sekvence
rRNK reklasifikovala su tipski soj Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ATCC15820
u vrstu Lactobacillus zeae (Dicks et al., 1996), kao i uvodjenje nove vrste
Lactobacillus paraplantarum, srodne vrsti Lactobacillus plantarum (Curk et al.,
1996). Grupi Il pripadaju obligatno heterofermentativni laktobacili. Vecina vrsta ove
grupe ne pokazuje znaCajnu medjusobnu homologiju na nivou DNK. Tipicni
predstavnici ove grupe po najnovijoj nomenklaturi su: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus buchneri i

Lactobacillusfructosus (Tannock, 1999).



uvoD 7

2. Industrijska primena laktobacila

2. 1. Laktobacili u proizvodnji sira i fermentisanih mlecnih proizvoda

BMK, a medju njima i veliki broj vrsta iz roda Lactobacillus, zauzimaju
kljuéno mesto u proizvodnji sira i fermentisanih mlecnih proizvoda (pojedinacno ili u
kombinaciji sa drugim bakterijskim vrstama, plesnima i kvascima). Uz pomo¢ ovih
bakterija od mleka se moZe dobiti preko 1000 razlicitih proizvoda koji se razlikuju po
svojoj konzistenciji, specificnom mirisu i teksturi (Liicke and Ray, 1996). Sir, jedan od
najstarijin mlecnih proizvoda, proizvodio se i konzumirao u Aziji nekoliko hiljada
godina pre nove ere. Bogatstvo autohtone prerade mleka zadrzalo se do danasnjih dana
tako da se danas u Evropi preko 50% ukupne koli¢ine mleka preradjuje u Kiselo
mleCne proizvode, kremove, maslac ili sir (Vamam and Sutherland, 1994). Uloga
laktobacila u formiranju fmalnih proizvoda je viSestruka. U toku fermentacije Secera
dolazi do sinteze mleCne kiseline i drugih produkata koji snizavaju pH proizvoda Sto
dovodi do redukcije ili potpune obustave rasta nepozZeljne mikroflore. Takodje, ovaj
fenomen se postiZe i zahvaljujuci sposobnosti sinteze drugih inhibitomih supstanci ili
bakteriocina od strane laktobacila. Usled hidrolize proteina mleka dolazi do formiranja
specificne teksture i donekle ukusa flnalnog priozvoda. Finalna aroma proizvoda
umnogome zavisi od sekundamih metabolita koje produkuju laktobacili dok je
konzistencija proizvoda direktno povezana sa sposobnoscu sinteze egzopolisaharida.

U Tabeli 1 dat je prikaz nekih od najvaznijih vrsta laktobacila koje se koriste u

proizvodnji fermentisanih mlecnih proizvoda.
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Tabela 1 Laktobacili koji se koriste u fermentaciji mlecnih proizvoda (Mayra-Makinen and Bigret,
1998).

Bakterija Tip proizvoda Relevantne

karakteristike

Termofilne homofermentativne vrste

Lb. delbnieckii SUDSP. bulgariciis jogurt, Svajcarski i italijanski sirevi, produkcija
bugarski puter, kiseli mlecni napici, acetaldehida iz
kumis piruvata

Lb. delbrueckii SUDSP. lactis acidofilno mleko, krem terapeutska

Lb. delbrueckii SUDSP. delbrueckii sirevi, razni kiseli napitci, primena

Lb. acidophilus miru-miru, kefir, kumis

Lb. helveticus
Lb. helveticus SUbSp.juguri
Lb.fermentum

Mezofilne heterofermentativne vrste

Lb. casei SUDSP. casei Yakult, razne vrste produkcija

Lb. rhamnosus jogurta, miru-miru, kefir diacetila iz

Lb. tholerans citrata, etanola i
Lb. plantarum C02iz laktoze
Lb. brevis

Lb. kefir

2. 2. Laktobacili u proizvodnji ostalih fermentisanih proizvoda

Osim u fermentisanim mleCnim proizvodima vrste roda Lactoacillus mogu se
naci (kao starteri ili kao "nestarterska" populacija) i u fermentisanim mesnim
proizvodima, a prisutni su kao predominantni organizmi i u fermentisanom povréu i
proizvodima od zitarica (ceralijama). Princip rasta bakterija mleCne kiseline u mleku,
mesnim preradjevinama, povrcu ili ceralijama se zasniva na nekoliko jednostavnih
principa. Nakon uspostavljanja pogodnih fiziCkih uslova za rast (optimalna
temperatura, pH i dr.) dolazi do rasta i kompeticije razliCitih mikroorganizama,
prisutnih u nekoliko nisa. Brzi razvoj BMK i opadanje pH, do koga dolazi usled brze



UvoD 9

produkcije kiseline, izdvaja ih u predominantnu vrstu i dovodi do formiranja stabilnog
fermentisanog produkta (Mayra-Makinen and Bigret, 1998).

U preradjevinama od mesa (razne vrste kobasica i Sunki), pored Staphylococcus
carnosus i nekih vrsta iz roda Leuconostoc, kao starteri iz roda Lactobacillus koriste se
heterofermentativne mezofilne vrste: Lactobacillusplantarum, Lactobacillus divergens
I Lactobacillus pentosus kao i psihrofilne vrste: Lactobacillus sake i Lactobacillus
curvatus (Hammes et al., 1990). Pored aktivhog uceS¢a u procesima fermentacije
laktobacili igraju ulogu i u bioprezervaciji mesnih preradjevina. Poslednjih decenija
planski se kao starteri u proizvodnji dodaju sojevi koji produkuju bakteriocine koji
deluju protiv Listeria monocytogenes 1 dragih Gram-negativnih bakterija,
kontaminenata mesnih preradjevina.

U procesu fermentacije razliitog povréa Leuconostoc mesenteroides najceSce
nastupa prvi. Sa smanjenjem slobodnog kiseonika, povecanjem Kiselosti i pove¢anjem
koncentracije C02 kao i koliCine manitola (koji se dobija iz fraktoze), formiraju se
pogodni uslovi za razvoj laktobacila koji su esencijalni za zavrSavanje fermentacionih
procesa i dobijanje fmalnih fermentisanih proizvoda. U ukiSeljenom povréu (kupus,
krastavac, masline) predominantna je vrsta Lactobacillus plantarum, mada se mogu
naCi i dragi hetrerofermentativni laktobacili - Lactobacillus sake, Lactobacillus
bavaricus, Lactobacillus curvatus i Lactobacillus brevis (Marshall, 1987).

Razne vrste kiselog testa takodje sadrze znatan broj razliCitin laktobacila koji
zajedno sa kvascima vrSe njegovu fermentaciju. RAPD PCR-om je utvrdjeno da se u
fermentisanom testu mogu naci: Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus
amilovorus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum i
Lactobacillus acidophilus (Ganzle et. al., 1998; VVogel et al., 1999).
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3. Antimikrobijalne komponente i fenomeni inhibicije

Sposobnost BMK da produkuju antimikrobijalne supstance vekovima se koristi
u prezervaciji hrane. U procesu fermentacije dolazi do redukcije raspolozivih ugljenih
hidrata do organskih jedinjenja manjih molekulskih masa, koji pokazuju znaCajnu
antimikrobijalnu sposobnost, u prvom redu mlecne, siréetne i propionske Kkiseline.
Pored produkcije primamih metabolita BMK produkuju i niz drugih neorganskih

jedinjenja i sekundamih metabolita koja imaju antimikrobijalno dejstvo.

3. 1 Organske kiseline

Tokom fermentacije heksoza, homofermentativne vrste laktobacila produkuju
kao fmalni proizvod mle¢nu kiselinu. Kod heterofermentativnih vrsta, krajnji produkti
fermentacije, pored mleCne Kkiseline su i siretna kiselina, etanol i ugljen dioksid.
MlecCna i sirCetna kiselina imaju jaCe antimikrobno dejstvo na niskim pH vrednostima,
u odnosu na neutralnu sredinu. Utvrdjeno je daje na pH 4 - 4.6 siretna kiselina jaci
inhibitor od mleCne kiseline i da ima Siri opseg inhibitornog delovanja na bakterije,
kvasce i plesni, Sto se moZe objasniti nizim stepenom disocijacije. Pri navedenim pH
vrednostima 11% mlecne kiseline je nedisosovano, dokje pri istim uslovima sircetna
kiselina nedisosovana 85% (Ouwehand, 1998). Takodje je utvrdjeno da, u kombinaciji
mleCna i sircetna kiselina redukuju rast nekih sojeva iz roda Salmonella vise od 10 puta
ukoliko se koriste zajedno $to jasno ukazuje na njihovo sinergistiCko delovanje (Rubin,
1978). Nedisosovane forme organskih Kkiselina lako su propustljive za Ccelijsku
membranu, posto su rastvorljive u mastima, a nakon ulaska u citoplazmu dolazi do
njihove brze disocijacije, usled gotovo neutrlalne pH sredine koja je u njoj. Po
najnovijoj teoriji akumulacija anjona unutar citoplazme dovodi do smanjene sinteze

makromolekula kao i da poremecenog transporta kroz Celijsku membranu Sto dovodi
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do inhibicije rasta senzitivnih bakterija. BMK efekat akumulacije anjona reSavaju

blagovremenim smanjenjem pH u sopstvenoj citoplazmi (Rusell, 1992).

3. 2. Ugljen dioksid (C02

Ugljen dioksid se formira tokom heterofermentativnog iskoris¢avanja heksoza,
ali i dragi metaboliCki putevi dovode do formiranja C02tokom fermentacije. On ima
dvostruki antimikrobijalni efekat. U prvom slucaju dolazi do povecanja parcijalnog
pritiska C02 i stvaranja anaerobnih uslova koji ne pogoduju rastu, ili su toksicni za
aerobne mikroorganizme, dok u drugom slucaju on sam ima antimikrobijalno dejstvo.
lako se ne zna taCan mehanizam delovanja, utvrdjeno je da C02 u poviSenim
koncentracijama inhibira procese dekarboksilacije kao 1 da dovodi do promena u
propustljivosti lipidnog dvosloja u membrani (Lindren and Dobrogosz, 1990;
Ouwehand, 1998).

3. 3. Vodonik peroksid (H2 2

U prisustvu kiseonika BMK su sposobne da produkuju vodonik peroksid (H20 2)
i to uz pomo¢ flavinskih oksidaza, NADH peroksidaza ili superoksid dismutaza. BMK
ne produkuju katalaze, osim u prisustvu gvozdja, tako da vodonik peroksid eliminiSu
mnogo lakSe od drugih sistema koji ga sintetiSu. Baktericidni efekat H20 2se pripisuje
njegovom snaznom oksidujuéem delovanju na povrSinu bakterijske celije, kako
membranskih proteina tako i na membranske lipide (Kamau et al., 1990).
Antimikrobijalni efekat H20 2 se ogleda i u blokiranju glikolize. VVodonik peroksid

inhibira tansport glukoze, heksokinaznu aktivnost kao i aktivnost gliceraldehid-3-
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fosfat-dehidrogenaze tako Sto wvrSi oksidaciju sulfhidrilnih grupa navedenih

metabolic¢kih enzima (Lindren and Dobrogosz, 1990; Ouwehand, 1998).

3. 4. Diacetil

Diacetil je jedna od aromogenih komponenti koja se javlja kao krajnji produkat
metabolizma citrata kod pojedinih sojeva iz rodova Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus i Streptococcus. Utvrdjeno je da diacetil interferira sa arginin vezujuéim
proteinima Gram-negativnih bakterija tako $to onemogucava iskoris¢enje arginina.
Veci antimikrobijalni efekat pokazuje na pH vrednostima manjim od 7, a njegovo
delovanje zavisi i od prisustva glukoze, acetata i Tween 80. Pored nekih Gram-
negativnih bakterija, diacetil deluje i na kvasce i plesni, a najmanju senzitivnost na

njega pokazuju upravo Gram-pozitivne bakterije (Jay, 1982; Ouwehand, 1998).

3. 5. Antimikrobijalne supstance male molekulske mase

Owvu klasu antimikrobijalnih jedinjenja Cine supstance koje imaju nekoliko
zajednickih karakteristika i to su: aktivnost na niskim pH vrednostima, termostabilnost,
Sirok spektar delovanja i rastvorljivost u acetonu (Ouwehand, 1998). lako je ovaj
fenomen poznat, u literaturi su do sada dobro opisana samo dva jedinjenja - rojterin i
piroglutaminska kiselina. Tokom anaerobnog metabolizma glicerola soj Lactobacillus
reuteri LTH2584 produkuje 3-hidroksipropanal (rojterin). Utvrdjeno je da se rojterin
ne sintetiSe tokom logaritamske faze i da njegova sinteza pocinje u ranoj stacionamoj
fazi, a maksimalna produkcija i akumulacija su utvrdjene kada se Lactobacillus
reuteri gaji u prisustvu nekog drugog soja (Talarico and Dobrogosz, 1989; Ganzle et
al., 2000). Rojterin pokazuje vrlo Sirok spektar delovanja na druge Gram-pozitivne i

Gram-negativne bakterije, gljive, protozoe i neke viruse. Sirok spektar
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antimikrobijalne aktivnosti objaSnjava se negovim delovanjem na enzim ribonukleotid
reduktazu Cime direktno utiCe na sintezu DNK (Axelsson et al., 1989).
Piroglutaminska kiselina je nadjena u sojevima Lactobacillus casei subsp. casei i
Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum. Poznato je da piroglutaminska kiselina
inhibira rast sojeva Bacillus subtilis, Enterobacter colaceae i Pseudomonas putida, dok

mehanizam njenog delovanja nije poznat (Huttunen et al., 1995).

3. 6. Bakteriocini

Bakteriocini ili antibakterijski peptidi su, po defmiciji supstance proteinske
prirode sa baktericidnom ili bakteriostatskom aktivnoS¢u koja je ogranicena na blisko
srodne vrste i prema kojima soj proizvodja¢ ima specifiche mehanizme samozastite
(Tagg et al, 1976; Jack et al., 1995). Do danas su izdvojene Cetiri klase bakteriocina
(Klaenhammer, 1993).

Klasu | bakteriocina dine lantibiotici - mali, membranski aktivni peptidi cija
velicina ne prelazi 5 kD. Najpoznatiji i najbolje proucen bakteriocin iz ove klase je
nizin (Kozak et al, 1974). Nizin je termostabilni, hidrofobni peptid velicine 3.5 kD
koji cesto obrazuje dimere i oligomere od 7-14kD (van der Mer et al., 1993).
Citoplazmaticna membrana je primami target ovog lantibiotika. U membrani, usled
inkorporacije molekula nizina, dolazi do formiranja pora Sto u finalnom dovodi do
naruSavanja membranskog potencijala i izlaska intracelulamih jona i malih molekula
(van Kraaij et al., 1998; Breukink et al., 1998). Nizin ima Sirok spektar delovanja
prvenstveno na Gram-pozitivne bakterije iz rodova Lactococcus i Lactobacillus, ali i
na vrste rodova Staphylococcus, Bacillus i Clostridium. Pored nizina u ovu klasu
lantibiotika spada i Laktocin S, koga proizvodi soj Lactobacillus sake L45 (Mortvedt
and Nes 1990; Mortved et al., 1991), lakticin 481 (Piard et al., 1993), salivaricin (Ross
etal., 1993) i dr.
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Klasu Il bakteriocina Cine mali, termostabilni, membranski aktivni peptidi Cija
veliCina ne prelazi 10 kD. Kao i lantibiotici, bakteriocini ove klase deluju na
citoplazmaticnu membranu, ali za razliku od njih za svoje delovanje zahtevaju
prisusustvo specificnih proteinskih receptora. Dobro prouceni bakteriocini ove klase
medju predstavnicima roda Lactobacillus su: sakacin P iz soja Lactobacillus sake
LB674 (Huehne et al., 1996), sakacin A iz soja Lactobacillus sake Lb706 (Hoick et al.,
1992), bavaricin A iz soja Lactobacillus bavaricus MI1401 (Larsen and Norrung, 1993),
kurvacin A iz soja Lactobacillus curvatus (Tichaczek et al., 1992) i acidocin A iz soja
Lactobacillus acidophilus (Kanatani et al., 1995).

Klasu Il Cine veliki, termolabilni proteini. Molekulske mase ovih bakteriocina
prelaze 30 kD, a spektar antimikrobijalne aktivnosti je sveden na jako mali broj
srodnih vrsta. Mehanizmi delovanja i imunost ovih bakteriocina su za sada popuno
nepoznati. KarakteristiCno je da su predstavnici ove klase izolovani iskljucivo iz roda
Lactobacillus.

Klasa IV je sastavljena od kompleksnih bakteriocinskih molekula, koji pored
proteinskog dela sadrZe i neproteinske komponente, lipide ili ugljene hidrate (Gasson
and Dodd, 1994).

Neki bakteriocini su ve¢ nasli praktiCnu primenu u prehrambenoj industriji, kao
konzervansi, bilo da se dodaju pre€isceni (kori¢enje nizina je do sada prihvaceno u
preko 50 zemalja sveta), bilo da se produkuju in situ, u slu¢aju kada ih sintetiSu
bakterije koje se koriste kao starter kulture. Poslednjih godina posebno interesovanje
postoji za kontrolisanom in vivo produkcijom bakteriocina u gastrointestinalnom traktu

¢oveka i Zivotinja, od strane probiotickih sojeva.



UvOD 15

3. 7. Adheziona inhibicija

Sposobnost adhezije za odredjenu povrSinu je vazno svojstvo koje neke
bakterije poseduju. Ovo svojstvo bakterijama omogucava kolonizaciju odredjenog
staniSta kao i odrzavanje u njemu na duzi vremenski period. Gastrointestinalni (Gl) i
urogenitalni (UGI) trakt naseljava preko petstotina razliCitih vrsta bakterija. Utvrdjeno
je da laktobacili i bifidobakterije poseduju sposobnost da onemoguce adheziju i
invaziju mnogih entero- i uropatogena. Studije pokazuju da su cele Celije, kao i delovi
¢elija laktobacila odgovomi za adhezionu inhibiciju. lako se ne zna tatan mehanizam
inhibicije utvrdjeno je da na neki nacin deluju na lipoteihoi¢nu kiselinu odgovomu za
adheziju za celije. Pokazano je da Lactobacillus fermentum 104r oslobadja jedinjenja
velike molekulske mase (sastavljena od glukoze, N-acetilglukozamina i galaktoze),
koja redukuju sposobnost adhezije uropatogene E. coli za najmanje 50%.
Pretpostavljeni model u ovom slu€aju podrazumeva specificho vezivanje za
glikoproteine mukusa i blokiranje receptomih mesta za adheziju (Ouwehand and
Conway, 1996).

4. Proteoliticka aktivnost bakterija mlecne kiseline

Kao Sto je ranije navedeno, veliki broj laktobacila nalazi prakticnu primenu u
proizvodnji razliCitih prehrambenih proizvoda, na prvom mestu u dobijanju
fermentisanih mleCnih proizvoda. Laktobacili su viSestruki aminokiselinski auksotrofi,
a mleko sadrzi malu koli€inu slobodnih aminokiselina i oligopeptida. Za adekvatnu
primenu laktobacila u tehnoloSkim procesima proizvodnje, od primamog je znacaja
postojanje efikasnog proteolitickog sistema koji ¢e im omoguciti iskoris¢avanje

proteina, na prvom mestu kazeina koji Cini 80% ukupnih proteina mleka. Komponente
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proteolitickog sistema bakterija mogu da se podele u nekoliko grupa na osnovu njihove
funkcije:

- ekstracelulame proteinaze, koje vrSe pocCetnu degradaciju proteina do
oligopeptida.

- transported sistem, Cijim se posredstvom produkti degradacije unose u Celiju,

- intracelulame peptidaze, uz pomoc¢ kojih se vrsi degradacija oligopeptida do
aminokiselina,

- grupa razlicitih enzima, koji prevode aminokiseline do jedinjenja koja ce kao
krajnji produkt dati specificni miris i aromu odredjenom proizvodu.

Proizvodnja jedinstvenih oligo, di i tripeptida kao i proizvodnja mlecne kiseline
iz Secera primami su faktori koji odredjene sojeve izdvajaju kao odabrane komponente
starter kultura za industrijsku fermentaciju (Kok and de VVos, 1994).

Ekstracelulame proteinaze su na biohemijskom i genetickom nivou najbolje
izuCene kod laktokoka (Kok and Venema, 1988). Laktokokalne proteinaze su enzimi
velike molekulske mase (oko 200 kDa), i preko svog C-terminusa su vezane za Celijski
omotaC. Ovi enzimi spadaju u subtilizinsku grupu serinske klase, a na osnovu
sposobnosti hidrolize asi-, (1, ili K-kazeina dele se na PI i PHI tip (Visser et al., 1986).
Proteinaze PI tipa preferencijalno hidrolizuju (3-kazein i u manjoj meri K-kazein, dok
proteinaze PHI tipa degraduju asp, (3, i K-kazein (Pritchard and Coolbear, 1993). Svi
do sada klonirani i1 sekvencirani laktokokalni proteinazni geni pokazuju visok nivo
medusobne homologije od preko 90% (Vos et al., 1989, Kiwaki et al., 1989).
Laktokokalne proteinaze se sintetiSu u pre-pro formi, a prelazak u aktivnu formu se
odvija autokatalitiCki, uz neophodno prisustvo membranskog lipoproteina koji je
produkt gena lociranog neposredno uz proteinazni gen. U nekim slucajevima, ukoliko
se bakterije nadu u medijimu bez Ca+ jona, enzim se autodigestijiom oslobada sa
povrSine Celije (Haandrikman et al., 1991).
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Vecdi broj ekstracelularnih proteinaza laktobacila je najpre biohemijski, a zatim i
genetiCki okarakterisan. Soj L. helveticus CP790 sintetiSe proteinazu koja pripada
serinskoj klasi proteinaza molekulske mase 45 kDa, Sto je znatho manje od
molekulskih masa proteinaza laktokoka i drugih laktobacila. Optimalni uslovi za
aktivnost ovog enzima su na temperaturi od 42° C i pH 6.5, a Sto se tiCe specifiCnosti
prema kazeinskim frakcijama, ova proteinaza hidrolizuje a$r i P- kazein, aline i «-
kazein (Yamamoto et al., 1993). Soj L. helveticus CNRZ244 sintetiSe proteinazu koja
je vezana za Celijski zid i Ciji se aktivni ekstrakt moZe dobiti pranjem Ccelija u
fizioloSkom rastvoru. Ova proteinaza je testirana u odnosu na afmitet prema supstratu i
utvrdeno je da hidrolizuje asi. i (3 kazein (Ezzat et al., 1985). Soj Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei HN14 sintetiSe proteinazu veoma slicnu laktokokalnim
proteinazama PI tipa koja preferencijalno hidrolizuje P- kazein (Kojic et al., 1991).
Soj L. delbrueckii subsp. bulgaricus CNRZ397 sintetiSe proteinazu koja je takode
vezana za Celijski omotac ali se tokom ispiranja Celija odgovaraju¢im puferima odvaja
nezavisno od prisustva Ca” jona (Ezzat et ah, 1987). Enzim postize optimalnu
aktivnost na 42°C i pH 5.5 i pokazuje sposobnost hidrolize a S)- i p~kazeina, pri ¢emu
se identini produkti degradacije dobijaju prilikom korisCenja celih Celija i
proteinaznog ekstrakta. Specifi¢ni inhibitori metalo-proteinaza i serinskih proteinaza
nemaju znaCajnijeg efekta na njenu aktivnost, dok se parcijalna inhibicija postize u
prisustvu inhibitora cisteinskih proteinaza, S$to ukazuje na mogucu ulogu cisteina u
formiranju njenog aktivnog centra (Laloi et al., 1991). Utvrdjeno je da soj L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ACADC235 sintetiSe dve razliCite proteinaze. Jedna
pripada serinskoj klasi proteinaza dok je druga okarakterisana kao cink zavisna
proteinaza (u svom katalitickom centru poseduje atom cinka). Optimalna aktivnost ove
metaloproteinaze se postize u kiseloj sredini na 45°C pri ¢emu se hidrolizuje

preferencijalno p- kazeinska frakcija (Stefanitsi and Garel, 1997).
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4. 1. Multidomenska struktura ekstracelularnih proteinaza laktobacila

I njihova supstratna speciflcnost

Cetiri razliCita tipa gena koji kodiraju za proteinaze laktobacila su do danas
okarakterisana. Prema predlozenoj nomenklaturi ovi geni oznacCeni su kao prtP (Kojic et
al., 1991, Hoick and Naes, 1992), prtB (Gilbert et al., 1996), prtH (Zevaco and Gripon,
1988; Yamamoto et al., 1993; Martin-Hemandez et. al., 1994; Christensen et al., 1995;
Pederson et al., 1999), prtR (Pastar, 2003). Svi ovi enzimi pripadaju grupi subtilizinskih
serinskih proteinaza koje u aktivnom centru sadrze kataliticku trijadu Asp. His i Ser
(Siezen, 1999). Sekvenciranje gena koji kodiraju za proteinaze laktobacila omogucilo je
detaljnu analizu njihovih aminokiselinskih sekvenci. Na osnovu aminokiselinskih
sekvenci utvrdjeno je postojanje veceg broja razliCitih domena ovih proteinaza. Sematski

prikaz struktume organizacije proteinaza BMK i njihovih domena dat je na slici 3.

PrtR

PtP

PtB

Slika 3. Sematski prikaz domenske organizacije ekstracelularnih proteinaza BMK.
PP-pre-pro domen; PR-proteazni domen; I-insert domen; A-A domen; B-B domen; H-heliks

domen; W-domen vezan za Celijski zid; AN-ukotvljujuci domen.
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4. 1 1 Proteinaza soja Lactobacillus helveticus CNRZ32

Proteinaza iz soja Lactobacillus helveticus CNRZ32 izolovanaje i biohemijski
okarakterisana, a gen koji kodira za ovu proteinazu je kloniran i sekvenciran (Slika 4).
Na osnovu sekvence gena utvrdjeno je da je protein veliCine 1849 aminokiselina,
molekulske mase 204kD. Gen je, kao i ostali prt geni kod laktobacila, lociran na
hromozomu. N- terminalna sekvenca ove proteinaze pocinje tipicnom (pozitivno
naelektrisanom) signalnom sekvencom koja je odgovoma za transport proteinaze kroz
¢elijsku membranu. Odmabh iza signalne sekvence sledi pre-pro sekvenca u okviru koje
se nalazi mesto za njeno isecanje. Pretpostavljeno mesto seCenja signal peptida je
Alais: - Glui5L Poredjenjem ovog regiona sa do sada sekvenciranim odgovarajuc¢im
regionima drugih proteinaza utvrdjeno je da pokazuje 51% homologije sa pro
regionom PrtP proteinaze, na osnovu Cega se zakljuCuje da se njeno procesovanje vrsi
na isti ili slican naCin kao kod laktokoka. Nakon procesovanja dobija se zrela forma
proteina veliCine 1673 aminokiseline i1 koja pokazuje 45% identiCnosti sa
laktokokalnim PrtP proteinazama. N-terminalni kraj zrele proteinaze (oko 500
aminokiselina) obuhvata kataliticki (PR) domen, u okviru koga je primecena najveca
sli¢nost (preko 65% identi¢nosti sa PrtP i oko 32% identicnosti sa PrtB katalitickim
domenom) u poredjenju sa ostalim domenima. Konzervisani katalitiCki centar ove
proteinaze Cini trijada Aspsq Hises 1 Ser .32 1 na osnovu toga je autori svrstavaju u
suptilizinsku grupu serinske klase proteinaza (subtilaza). U okviru katalitiCkog
domena, nalazi se insert (I) domen, koji bi, po analogiji sa PrtP proteinazama, trebalo
da utie na supstratnu specificnost proteinaze. Homologija u ovom regionu je mala
(manje od 10 % identiCnosti) u poredjenju sa istim regionima ostalih proteinaza. 1za
proteaznog domena nalaze se A i B domen za koje je, kompjuterskom predikcijom
sekundame strukture utvrdjena organizacija u obliku [3-naboranih ploca izmedju kojih

se nalaze kratki konzervisani segmenti - hidrofobna jezgra (u okviru hidrofobnih
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jezgara utvrdjen je mnogo veci stepen identi¢nosti medju istim domenima razli€itih
proteinaza). S obzirom na jedinstvenu kombinaciju aminokiselina u okviru hidrofobnih
jezgara, koji utiCu na regulaciju proteolitiCke aktivnosti, supstratnu specificnost i
stabilnost PR domena, aiitori ovu proteinazu Klasifikuju kao novi tip proteinaze. C-
terminalni region obuhvata domen odgovoran za vezivanje za zid (H-domen), dugacak
72 aminokiseline ijako bogat Ala, Leu, Thr, Lys i Asp. Ove aminokiseline su tipi¢ne
za a-heliks, a pretpostavljena fankcija podrazumeva ulogu dr8ke koja pozicionira i
razdvaja proteazni, A i B domen od povrsine Celije. 1za ovog domena sledi W domen
koji je kod PrtH proteinaze sliCan familiji "S(urface)-layer" proteina laktobacila. C-
terminalni deo "S-layer" proteina pokazuje 33% identi¢nosti sa W-domenom PrtH
proteinaze. Ovaj konzervisani C-terminalni deo odgovoran je za vezivanje za Celijski
zid. Za “S-layer” proteine se smatra da se vezuju za povrsinu Celije u tano odredjenim
zonama. Na osnovu slicnosti, pretpostavlja se da i za PrtH vazi isti naCin vezivanja kao
I za “S-layer” proteine.

"Southern-blot" analizama je pokazano daje ovaj gen Siroko rasprostranjen u
sojevima Lactobacillus helveticus, dok je u sluCaju proteinaze soja Lactobacillus
helveticus L89 pokazano postojanje homologije od 100% u regionu odgovomom za
vezivanje supstrata.

Na osnovu analize hidrolize asi-CN (fl-23) supstrata, uz pomoc¢ celih ¢elija,
utvrdjeno je formiranje 8 razliCitih peptida, koji se ne mogu pripisati specifiCnoj
hidrolizi od strane jedne proteinaze. Konstmisanjem prtH mutanta zadrzava se
sposobnost degradovanja aSi-CN (fl-23), ali se dobijaju Cetiri od osam peptida, dime
autori zakljuCuju da u okviru jedog soja postoje 2 odvojene proteinaze koje su
ukljucene u proces degradacije kazeina i odgovome za brZi rast i bolju produkciju
mleCne Kiseline prilikom rasta u mleku (Pederson et al., 1999; Siezen 1999).
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ATAATTTCGCACAATAXA”AT77GATTAATA7TAGTAA7AT7AAAAAAAGATAAAGTATTACTAAATATTAATTAAAAAGTAAGAACTTTATTATTAATTATTTTGGAGGACTATT 117
ATGAGGAGAAACAAATATGCAGGC77AT7AGTT7IGTGCCACTACTCTA?CCGTCGTA7C?G7GTTCTCIAC7TGCCGAACAACAAGTTAAGGC7AG7GT7GACAGCCAAACAAAAACT 234
H R RN K Y A G L L V CAT T L SV VSV F STAEAGQQV K ASV D s Q7 K T -138
gttgaaaaaagtactaaagcagcagaatctactacagcaaatttaactaacaaagcagttgaagcgcaattagccgcaaaaggtgttaattttaaacacttaactgttaatcaaaaa 351
V E K s T X A A ESTTANIULTNI KAV EAUOQL A A K G V N F KH L TV N Q K -99
CAAGATGTATATGTTGATGTAATTGT7CAGTTATCGGC7ACCCCAGCTGCTACTAATGGCTCAGTAAGTGCTAATTCAAGTAGCGCAGAAATTGAACAAGCTTCTAAAAAAGTAATT 468
Q DV Y V DV IV QL S A TPAATNSGS SV S AN S S S AE I E Q A S K K V I -60
GCCAATCAAGC77C7TATTAAGGAAAAAGT7AAGGCAATTACTAACCAAGCAATTGGTAAAAGT7ATGCTTATG7TAGTTAACGGATTTGCAACCAAAGCAAAAGTAAAGGATATTCAA 585
A .V Q A S I K EKV KAI T NQAXGIK S Y G Y V V HGTFATIKAI KV KD I Q -21
AAACTAAGAAATATCCCTGGGGTTAAATCAGTAACTT7AGCTAAAGTTTATTACGCAAATGATTCTTCAGCTGACAATATGGCTAACGTTTCAACCGTITGGAACAATTATAAATAC 702
K L R N1 P GV K SV T L AX V Y Y A NiD S S A DNMA K V S T V.V N HY K'Y 19
AAAGGGGAAGGTACCG7CGT7TC7A7CATCGATAC?GG7AT7GATCCCAATCACAAAGAIT77GCGC7TAAGCGATGATTCCAAGGTCAAATTAACCAAAGA7AAGGTTAATGC77TT 819
K G EGGTV Vs I 1 § T G I DPNWHIKUDI LR RILSDID S K V KL 7 X D K V HAF 58
ACTAAAGAATCTGGT7ATGG7CG77ACT777TACTGATAAAGTGCCATACGGTCACAATTATTCAGACAATAATGATAATATTACCGATGATAATCCTAGCGAGCAACATGGTATGCAC 936
T K E S G Y GRY FTD X V PY GHNY SDNNWUDHI TDUDNUZPS S Q @ G M H 97
G77GCTGGTATCGTAGCTGCCAATGGTACTGCCGATTCTGTTAACTCTGTTGTTGGTGTTGCCCCAGAAGCTCAATTACTAGCTATGAAGGCT7TC7CTAATICAGATAGTTCAGCC 1053
vV AG I V AAA NG 7 A D SV K SV V GV APEA~QLL AKIKATF S S S D s s A 136
TCTAC7GA7TICTACTAGCATTATCGGTGCAATCGATGATTCTGCCAAGCTTGGGGCTGACGTTCTAAACATG7CAT7AGGTTCAGTTICTGG7GAACAAACTGAAGACGATCCAGAA 1170
s T bs TS 11 GG A1 DDSAIKULGADVLNWMSILG SV S G E Q TE D D P E 175
GTTGCCGCTG7TGAACGTGCCACTAAGAAAGGTACTGCAGCTG7TAATTTCTGCCGGTAACTCCGGCACTTCAAATTCAGAAATTGAAGGTGT7TAATAAAGCTTATTACGGGAATCCT 1287
V AAV ERA7K X G T7AAV I S AGK S G TS K S E 1 E GV NKAY Y G N P 214
GA7ATGGAAACTT7AGGTAATCCAGGCAC7GCAAGAAGTGCAACAACTGTTGCCTCTGCTGAAAACACTAAGGCTACTACAGATGGAGTAACTATTACA7CTGCTGATGGAAAAACT 1404
DM ETL GHPGTARSATTVASAENTI KA ATTDGV T I TS AD G K T 253
ACTA7CGCAGGTCCAGAAGC7ACTCAGCTT7CAGAAGGTACTGACCGTGCTTTCTT7AATGATAAAAAATTCTACGTCGTAAAAGATAAGAATGGCAATTTAGGCACAGGTTCTGCC 1521
T 1 A G P EATOQL S E G TDIRAFFNUDX K F Y V V KDKNGI KL G TG S A 292
AAGCAATATACTTC7GC7GTAAAAGG7AAAATIGCAATIGT<IAAGCGTGG7GAACTTACT77CACTGArAAACAAAAATATGCCCAAGAAGCTGGTGCCGC7TGGTTTAATCATT6T7 1638
K Q Y T S AV K G K I A1 V X R G E L TFTD KOOI K Y A Q E A G A A G L I IV 331
AACAACAAAGCCGGCGATATAACTGGCATGTTAC7TTAACGCTGGC7TCCCTACTGCTGGTT7TATCAGCTACATCAGGAGAAAAATTAGTAAAATATGTTGAAGCCCATCCTIGATGAA 1755
N H K AGD I TGMLLNAGF&PTAGILSAT S G EK L V K Y V EAUHPDE 370
GCATTGAAGG7AAGTATTG7TG7CCAAGCCTTAAATAATTCTGCTCGTCAAACAGACTTAATGTC7GATTTCACCTCATACGGTCCCACTTCTAGCTTGGCATT7AAGCCAGATATC 1872
A L KV S1 VV QAL MNZSAR~QTUDLMSOTZFTSY G PTS S L A F K P D I 409
TCAGCACCAGGTGGACATATTTGG7CAACTCAAAATAACAATGGCTATACTAACATGTC7GGTACTTCAATGGCTTC7CCATITATTGCTGGTACCCAAGCACTTGT7AG7CAAACA 1989
S AP G G H I W ST OWHIKIKGY TNMSGTggMASU®PFI AGTIOQALV S QT 448
ATGAACGACAAGAATGGTGC77TC7TACGCAACT7ATCAAAAGATGAGCGCAGAAGAAAGAACGCCATTTATTAAGACTCTAGAAATGAATACTGCAAGTATTCAACCTGATATTAGC 2106
M X D K N G A F Y A T Y Q X K S AEERT®PFI KTLE . ™M NTAS5I1I QP D I S 487
CATGATAA?G?CATCGTTTCACCACGTAGACAAG<jTGCTGGATTTATTAACGCTAAC<ICTACTATCCAAGCTTTAGCTAAAAATCCTTCAACTGTAGTCAGCAGCAATGGCTATCCT 2223
H O s Vv I Vs PR R QG A G F I HANA AT I Q A L AK NP STV VS S NG Y P 526
GG7AGATACATAAAGAGTGTCAATGTTAACAGAGT7GATCTTGTAAAATAATCATTTACATATAATGAAAGAG7AATGAGAAGGATCAT7ACTCTTTT 5714
G R Y I K S V NV HR V D L V K * -» 1673

Slika 4. Parcijalna nukleotidna sekvencaprtH gena soja Lactobacillus helveticus CNRZ32.

v- start transkripcije, potencijalna RBS sekvencaje podvucena, t - mesto seenja pre-pro domena, aminokiseline

katalitiCke trijade su uokvirene, - stop kodon, —<— potencijalnitranskripcioni terminator.



UvoD 22

5. Probiotici - definicija

Probiotici se defmiSu kao mono ili meSane kulture zivih bakterija koje unete u
organizam ispoljavaju pozitivan efekat na zdravlje ljudi (Guamer and Schaafsma,
1998). Da bi neki mikroorganizam mogao da bude svrstan u grapu probiotika
neophodno je da zadovolji nekoliko klju¢nih kriterijuma:

- da je humanog porekla,

- da ne pokazuje patogeno ponasanje,

- da na zadovoljavajuci nacin moZe da prodje kroz proces tehnoloSke obrade,

- daje rezistentan na zeludacni sok i zuc,

- da ima sposobnost adhezije na epitelijalne Celije gastrointestinalnog trakta,

- daje sposoban da, makar i na kratko vreme, funkcioniSe u gastrointestinalnom
traktu,

- da produkuje antimikrobijalne supstance,

- da na adekvatan nacin moduliSe imuni odgovor,

- da ima sposobnost ukljucivanja u metaboli¢ke aktivnosti, kao Sto je asimilacija
holesterola, laktazna aktivnost, produkcija vitamina i dr. (Dunne et al., 1999).

Utvrdjeno je da pozitivan efekat u ljudskom organizmu probioticki
mikroorganizmi ostvaruju na nekoliko razliCitih naCina:

- kompeticijom sa patogenima za nutrijente i adheziona mesta u organizmu,

- inaktivacijom toksina i metabolita proizvedenih od strane patogena,

- produkcijom supstanci koje inhibiraju rast patogenih mikroorganizama,

- stimulacijom nespecificnog imunog odgovora (Prescott et al., 1999).

Svaki potencijalni probiotiCki soj mora da bude nezavisno determinisan i
okarakterisan. Ekstrapolacije nisu dozvoljene, Cak i kada se radi o veoma slicnim
sojevima. Jedino dobro definisani sojevi kao i njihovi produkti mogu da budu ukljCeni
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u ispitivanja na humanoj populaciji, koja treba da bude izabrana slucajno, uz
neophodnost placebo kontrole.

Pored toga $to se u organizam mogu unositi kao Zivi mikroorganizmi, broj
probiotiCkih bakterija u gastrointestinalnom traktu moze se povecati i konzumiranjem
selektivno izabranih jedinjenja (namenski proizvedenih ili kao sastojci hrane), kao Sto
su laktuloza. inulin i razlicite vrste oligo i polisaharida. Ova ali i druga jedinjenja, koja
selektivno stimuliSu rast i aktivnost probiotskih bakterija u Gl traktu nazivaju se

prebiotici.

5. 1. Prisustvo mikroflore u zivim organizmima - laktoflora

Na kozi i u organima Coveka, egzistira otprilike 101j-104 mikroorganizama,
kao normalna mikroflora, $to umnogome prevazilazi ukupan broj ¢elija od kojih je
ljudski organizam sacinjen. Zajedno sa ¢ovekom ova populacija mikroorganizama daje
jedan dinamican ekosistem unutar koga se formiraju relativno stabilane interakcije.
NajveCi broj mikroorganizama kod Coveka nalazimo u gastrointestinalnom (Gl) i
urogenitalnom (UGI) traktu, nosu, ustima, Zdrelu i na celoj povrsini koze (Slika 5).

Laktobacili  zajedno sa bifidobakterijama (laktoflora), Cine  grupu
mikroorganizama koja od dana rodjenja nastanjuje ljudski organizam i koja ¢e u
razliCitim odnosima biti prisutna tokom celog Zivota. Laktoflora egzistira u razli€itim
kombinacijama, karakteristicnim za svaku individuu ponaosob, a njen odnos i broj je
relativno stabilan tokom duzeg vremenskog perioda (Mikelsaar et al., 1998). Za ove
bakterije ni u jednom slu€aju nije zabelezeno da izazivaju bilo kakve bolesti kod ljudi i
tretiraju se kao GRAS (Generally Regarded As Safe). Poslednjih godina sve je veCi
broj navoda o tome da pojedine vrste laktobacila i bifidobakterija, pod odredjenim

uslovima i mehanizmima ostvaruju pozitivan efekat na zdravlje ljudi.



Normalna mikraflora

spoljasnjeg oha
Koagulaza-negativni
staphylococci
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| Normalna mikroflora
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i 1. Streptococcus

| Z Staphylococcus
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a.Pepioslreptococcus
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Normalna mikroflora koZz®
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staphylococci
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4. Streptococci
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6. Malassezia furfur

7. Candida spp.
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Normalna mikroflora s
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1. Koagulaza-negativni
staphylococci

2. Diphtheroids

3. Streptococci

4. Mycobacterium spp.

5. Bacteroides spp. arid
Fusobacterium spp.

8. Peptostreptococcus spp.

Normalna mikroflora oka

1, Koagulaza-negativni
staphylococci

2, Haemophilus spp.

3. Staphylococcus aureus

4. Streptococci

Normalna mikroflora
vagina

1. Lactobacillus spp.

2. Peptoslreptococcus spp.
3. Diphtheroids

4. Streptococci

5. Clostridium spp,
6. Bacmoides spp,

7. Candida spp.

8. Gardmtella vaginalis
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Normaina mikroflora nosa

1. Koagulaza-negativni
staphylococci

2. Viridans streptococci

3. Staphylococcus aureus

4. Neisseria spp,

5. Haemophilus-spp.

6. Sireptom xm pneumoniae

Normalna mikroflora usta i zdrela

1.Wridians streptococci 9. Beta-hemoiiticn!

2. Koagulaza-negativni streptococci

staphylococci (iskljucujuci grupu A)

3. VeedtoneHa spp. 10. Canada spp.

4. Fusobacierium spp. 11. Haemophilus spp.

5. Treponema spp 12 Diphtheroids

6. Porphyromonas spp. 13. Actinomyces spp.

i PrevoteHa spp. 14. Eikeneda corrodents
7. Neisseria spp. and 15. Staphylococcus aureus
BranbameUa catarrhaSs

8. Streptococcus pneumoniae

Normalna mikroflora
tankog creva

1. Lactobacillus spp.

2. Bacteroides spp.

3. Clostridium spp.

4. Mycobacterium spp.
5. Enterococci

6. Enterobactetiacme

Normalna mikroflora debelog creva

1. Bacteroides spp. 18. Streptococci

2. Fusobacterkm spp. 11 . Pseudomonas spp.

3, Chstridhim spp. 12. Acinelobacter spp.

4. Peptostreptocccors spp.  13. Koagulaza-negativni
5. Escherichia coil staphylococci

6. Klebsiella spp. 14. Staphylococcus aureus
7. Proteus spp. 15. Mycobacterium spp.

8. Laclobacitus spp. 16. Actinomyces spp.

9. Enterococci

Slika 5. Prirodna mikroflora koja egzistira kod Coveka (Prescott et al., 1999).
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5. 2. Probiotici medju bakterijama iz roda Lactobacillus

Na osnovu kriterijuma za selekciju probiotiCkih bakterija, do danas je izdvojeno

vise desetina sojeva laktobacila koji se svrstavaju u ovu kategoriju. Selektirani sojevi

laktobacila imaju prednost, u odnosu na ostale probiotiCke mikroorganizme, zato Sto se

mogu Kkoristiti za proizvodnju fermentisanih proizvoda i na taj nacin se jednostavno

uneti u organizam. U tabeli 2 datje pregled nekih sojeva laktobacila koji su zadovoljili

kriterijume selekcije kao probiotiCki sojevi i uspeSno se koriste u industriji.

Tabela 2. Poredjenje nekih probiotic¢ki vaznih osobina kod Cetiri soja laktobacila

(Salminen et ai, 1998).

osobine Lb. casei
Shirota
izvor covek
sigurnost potvrdjena
pH rezistencija rezistentan
rez. na zucne soli rezistentan

kolonizacija
produkcija bakteriocina
adhezija (Caco-2)

adhezija (mukoza) 9

Lb. sp.
ATCC53103

covek
potvrdjena
rezistentan
rezistentan
+
+
+

+

Lb.jonsoni

LAI
Covek
potvrdjena
rezistentan
rezistentan
+
+
+

+

Lb. acidophilus
NFCB1748
9

potvrdjena
rezistentan

rezistentan

Smatra se da laktobacili, uz pomo¢ primarnih i sekundamih metabolita ili

komponentama samih Celija, utiCu na povecanje nutritivnih vrednosti fermentisanih

proizvoda. Ispitivanje nutritivnih vrednosti fermentisanog povrca i Zitarica su pokazala

povecanje koncentracije lizina i drugih esencijalnih aminokiselina, kao i vitamina B

grape u odnosu na nefermentisane proizvode. Takodje se smatra da sekundami

metaboliti ovih bakterija doprinose boljoj iskoristljivosti minerala iz fermentisanih

namimica (Gilliland, 1990).
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Prema nekim autorima (Klaenhammer, 1982), preZivljavanje i odrZavanje
aktivnosti selektiranih sojeva tokom procesa pripreme i distribucije proizvoda od
presudnog su znacaja za njihovo uspesno delovanje. Ispitivanja broja aktivnih celija u
komercijalnim proizvodima ("funkcionalna" hrana, farmaceutski proizvodi), su
pokazala postojanje znatno manjeg broja Zivih Celija u odnosu na deklarisani. Razlog
tome je izloZenost Celija liofilizaciji, suSenju i skladiStenju u toku duZeg vremenskog
perioda. Mnoge od prezivelih Celija mogu biti oSteCene tokom ovih procesa $to
smanjuje njihovu otpomost na uslove Gl trakta (nizak pH, Zucne soli, lizozim). Da bi
ovi preparati odrzali zadovoljavajuci broj aktivnih éelija, neophodno je odabrati soj
koji bi pokazao odredjenu stabilnost u uslovima pripreme (Ray, 1996).

Veliki broj istraZivanja je posvecCen ispitivanju rezistentnosti probiotika na
uslove humanog Gl trakta, kao Sto su niske vrednosti pH i prisustvo Zucnih soli.
Ustanovljeno je da rezistencija na zucne soli (0.05-0.3%) varira medju razliCitim
sojevima laktobacila, a u in vivo eksperimentima je potvrdjeno da se koris¢enjem
rezistentnih sojeva povecava broj Zivih celija u distalnim delovima Gl trakta (Gilliland
et al., 1984; Conway, 1987; Gilliland and Walker, 1990). Za intestinalnu laktofloru je
utvrdjeno da reguliSe nivo populacije bakterija E. coli i Enterococcus, naroCito kod
beba hranjenih maj¢inim mlekom (Benno et al., 1984). Razlog tome moze biti
produkcija H20: i mleCne kiseline, koji suprimiraju rast ovih intestinalnih patogena.
Produkcijom navedenih i drugih antimikrobijalnih jedinjenja, laktobacili pokazuju
Sirok spektar delovanja na razliite sojeve E. coli, Pseudomonas, Proteus,
Mycobacterium, Salmonella, Staphilococcus, Bacillus, Streptococcus i druge.

Sposobnost adhezije probiotiCkih bakterija za crevni epitel u mnogome
doprinosi njihovom zadrzavanju u Gl traktu, Cime se produzava efekat njihovog
delovanja. Ustanovljeno je da adhezija moZe biti specifi¢na i nespecifi¢na za odredjene
sojeve (Kleeman and Klaenhammer, 1981). Ispitivanjem sposobnosti adhezije
razliCitin sojeva laktobacila (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius i

Lactobacillus rhamnosus GG) za epitelijalne HT29 i Caco-2 Celije, detektovan je
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proteinski kompleks bogat lipoteihoicnom Kkiselinom, odgovoran za asocijaciju sa
crevnim epitelom (Sherman and Savage, 1986; Greene and Klaenhammer, 1994).
Smatra se da laktobacili na ovaj nafin kompetiraju za mesta za vezivanje smanjujuci
broj potencijalno vezanih patogena. Interesantna su zapazanja da, u toku rasta nekih
sojeva Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus fermentum, dolazi do morfoloskih
promena celija i kolonija. Nakon izolovanja iz Gl Coveka Celije ovih bakterija su
pojedinacne, hrapave povrsine, tanke i filamentozne. U odredjenim uslovima gajenja
(dodatak CaCl2), transformiSu se u jako kratke i glatke celije, rasporedjene u vidu
lanaca. Ustanovljeno je da Celije koje poseduju ovaj drugi fenotip pokazuju znatno
veCu otpomost i prijemcivost za crevni epitel (Henriksson et al., 1991).

Klini¢ka ispitivanja su pokazala da probiotiCke bakterije mogu pozitivho
delovati u regulaciji poremecene mikroflore UGI i GI nakon terapije antibioticima.
Nakon dugotrajnog tretmana antibioticima Cesto dolazi do sekundamih infekcija
izazvanih rezistentnim patogenim bakterijama. Laktobacili, koji imaju adheziona
svojstva, kompetiraju sa adhezivnim patogenima titrirajuCi ih iz sredine. Novija
imunoloska ispitivanja pokazuju da se probioticki efekat nekih sojeva moZe pripisati i
stimulaciji produkcije y- interferona (Marteau and Rambaud, 1993) kao i uCestvovanju
u modulaciji imunog odgovora. Potvrdjeno je da laktobacili mogu doprineti povecanju
titra antitela 1gG, ali je, u isto vreme, odbrambeni odgovor na njihovo prisustvo
(produkcija IgA), smanjen ili ga nema. Koncentracija limfocita u krvi, sa receptorima
za ove vrste bakterija je takodje mala (pretpostavlja se da se ovo deSava zbog antigene
sli¢nosti sa svojim domadinom).  Studije uradjene sa 28 volontera pokaziju da je
nakon unoSenja nekoliko probiotickih sojeva u organizam doSlo do porasta
koncentracije interleukina IL-10 i IL-6 kao i TNF-a tj. do stimulacije nespecificnog
imunog odgovora. U drugom slucaju unoSenjem Lactobacillus acidophilus LAI, doslo
je do povecane fagocitoze E. coli prisutne u medijumu (Isolauri et al., 1998).

Veliki je broj navoda koji govore o pozitivhom efektu u leCenju akutnih diarea,

raznih enterokolitisa, Kron-ove bolesti, kao i alergija na hranu pracenih intestinalnom
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inflamacijom ili atipi¢nih dermatitisa kod dece i odojCadi. Takodje ovi sojevi su
opisani i kao potentni antikancerogeni, a njihova aktivnost se povezuje sa produkcijom
odredjenih jedinjenja tokom rasta. Njihovo antikancerogeno delovanje se ogleda i u
eliminaciji prokancerogena - neki sojevi Lactobacillus acidofilus iskorisCavaju nitrite
§to smanjuje njihovu konverziju u nitrozoamine, za koje se smatra da su potentni
kancerogeni (Fernandes et al., 1987). Eksperimenti na Zivotinjama su pokazali da su
neki probiotiCki sojevi sposobni da smanje nivo enzima odgovomih za aktivaciju
prokancerogena kao Sto su P-glukuronidaza, azoreduktaza ili nitroreduktaza. Smatra se
da su ovi enzimi produkti metabolizma pojedinih anaerobnih i fakultativnho anaerobnih
intestinalnih bakterija (Clostridium, Peptostreptococcus, Stapyilococcus i dr.) i da se
redukcijom njihovog broja smanjuje i nivo njihovih Stetnih enzima. Supresija tumora,
kod nekih Zivotinja, pospeSena je povecanjem aktivnosti makrofaga domacina, a
ispitivanja su pokazala da su za to odgovome Zive i mrtve Celije laktobacila kao i
delovi njihovih Celijskih zidova (Salminen et al., 1998).

Smanjenje nivoa holesterola u organizmu moze se detektovati u eksperimentima
in vivo pri konzumiranju fermentisanih mlecnih proizvoda. Utvrdjeno je da probiotiCke
bakterije vrSe asimilaciju holesterola u anaerobnim uslovima i u prisustvu zucnih soli.
U drugom slucaju, probiotiCke bakterije mogu da vrSe dekonjugaciju zucnih soli, sto za
posledicu ima smanjenje njihovog delovanja u apsorpciji lipida (i holesterola) u Gl
traktu i povecanje ekskrecije Zucnih soli iz Gl trakta. Ovakva eliminacija Zucnih soli
stvara potrebu za sintezom novih koliCina u organizmu za Sta je neophodan holesterol
kao prekursor (Usman, 1999; Pereira and Gibson, 2002).

U tabeli 3 dat je spisak pozitivnin efekata koje ostvaruju okarakterisani

probioticki sojevi laktobacila.
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Tabela 3. Ustanovljeni efekti nekih probiotickih laktobacila (Lee and Salminen, 1995).

vrsta probiotika
Lactobacillus

acidophilus LAI

Lactobacillus acidophilus

NCFB1748

Lactobacillus GG

ATCC53013

Lactobacillus casei

Shirota

Lactobacillus gasseri
(ADH)

Lactobacillus reuteri

probioticki efekat

- pojatanje imunog odgovora

- visok stepen adhezije na intestinalne ¢elije

- uspedno balansiranje sastava intestinalne mikroflore
- smanjenje aktivnosti fekalnih enzima

-smanjenje mutagenih sastojaka fecesa

- spreeavanje diaree izazvane radioterapijom

- tretman i spreeavanje konstipaeije

- spreeavanje diaree izazvane antibioticima

- tretman i spreeavanje diaree izazvane rotavirusima
- tretman povratne diaree izazvane Clostidium difficile
- pozitivni efekti u tretmanu Kron-ove bolesti

- razgradnja antigena u otvorenim ranama -
smanjenje njihove imunoaktivnosti

- nosaci antigena za vakeine

- spreeavanje intestinalnih smetnji

- tretman diaree izazvane rotavirusima

- uspedno balansiranje sastava intestinalne mikroflore
-smanjenje aktivnosti fekalnih enzima

- pozitivni efekti u tretmanu povrsinskog kancera
mokraéne beSike

- poveéanje imuniteta u raznim fazama kancera
kolona

- povetanje imunog statusa

-smanjenje aktivnosti fekalnih enzima

- visok stepen preZivljavanja u intestinalnom traktu

- efikasna kolonizacija intestinalnog trakta, uglavhom

testirana na animalnim sistemima

29
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CILJ RADA

Istrazivanja koja se sprovode na sojevima laktobacila izolovanim iz Coveka,
poslednjih desetak godina doZivela su znaCajnu ekspanziju. Do danas je okarakterisan
manji broj probiotickih sojeva za koje je utvrdjeno da imaju pozitivan efekt na
zdravstveno stanje ljudi. Da bi humani izolat BGRA43 mogao da bude svrstan u grupu
probiotika bilo je neophodno da se Sto bolje istraze i okarakteriSu osobine koje
pretstavljaju osnovne kriterijume za svrstavanje u probiotiCku grupu. Zbog toga je cilj
ovog rada bio da se:

- izvrSi determinacija prirodnog izolata BGRAA43, izolovanog iz intestinalnog

trakta Coveka, i odrede njegove mikrobiolosko-biohemijske karakteristike,

- utvrdi pripadnost odredjenoj vrsti,

- izvrSi transformacija soja radi olakSavanja genetickih manipulacija,

- ispita potencijalana antimikrobijalna aktivnost,

- ispita sposobnost prezivljavanja u uslovima niske pH vrednosti kao i u

prisustvu zucnih soli Sto je jedan od osnovnih zahteva za nesmetani prolazak

kroz zeludac i duodenum,

- biohemijski i geneticki okarakteriSe proteinaza koju soj BGRA43 sintetiSe, da

se utvrdi njena specifiCnost prema razliCitim supstratima, kao i da se odredi

optimalna vrednost pH i temperature za njenu aktivnost, u cilju eventulne
biotehnoloske primene,

- na maloj skali testira kao starter kultura za proizvodnju jogurta i kiselog
mleka.
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1. BAKTERIJSKI SOJEVI

MATERIJAL | METODE

Bakterijski sojevi koris¢eni u ovom radu predstavljeni su u Tabeli 4.

Tabela 4.

Bakterijski soj

Relevantne karakteristike

Lactococcus lactis subsp. lactis

NP45
NCDO0712
MG1363

Soj koji proizvodi nizin
Prt+, Lac+ Bacs

DerivatsojaNCDO0712, bez plazmida,

Prt”, Lac", Bacs

Lactococcus lactis subsp. cremoris

NS1

Lactobacillus acidophilus
ATCC4356

ATCC4357

ATCC33200

Lactobacillus helveticus
BGRA43

BGRA433

CNRZ32

Cu90

Lactobacillus casei
ATCC 393

Lactobacillus plantarum
All2

Escherichia coli

DH5a (F~, Alac, U169(080 lacZ AM15), supE44,
hsdR17recAl, gyrA96, endAl, thi-1, relAl)

C600 (F', thr-1, leuB6, lacYl, supE44, rfbDI, thi-1,
tonA21, 4")

Clostridium sporogenes

Prirodni humani izolat, Prt+
Derivat soja BGRAA43, Prt"
Prt”
Prt+

soj o¢iSéen od plazmida pL215, Lac"

Izvor ili referenca

Kozak etai, 1974.
Gasson, 1983.

Gasson, 1983.

lab. kolekcija

American Type
Culture Collection

Banina et al., 1998.
ovaj rad

Pederson et. al., 1999.
Miteva, 1999.

Chassy and
Flickinger, 1987.

Sakellaris, 1988.

Woodcock et al., 1989.

Bachmann, 1987.

TMF, Beograd

3l
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Pored nabrojanih sojeva bakterija, u ovom radu su koris¢ene i sledece
bakterijske vrste: Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus ATCC Metr,
Streptococcus pneumoniae ATCC496, Streptococcus pneumoniae ATCC276, Bacillus
mycoides, Bacillus suhtilis ATCCS8, Bacillus cereus ATCC11778, Micrococcus flavus
ATCC10240, Pseudomonas sp., Salmonella sp. Sve gore navedene bakterije su

dobijene iz Instituta za imunologiju i virasologiju “Torlak”.

2. KORISCENI PLAZMIDI

Plazmidi koris¢eni u ovom radu predstavljeni su u Tabeli 5.

Tabela 5.
Plazmidi Relevantne karakteristike lzvor ili referenca
puC19 AmpR lacz Yanish-Perron et. al., 1984.
pBluescriptll SK Piac-lacZa, CoEl replicon Stratagene
pBluescriptll KS P/ac-'acZa, CoEIl replicon Stratagene
pAIl-6 EmR Vujcic et. al., 1994.

3. MEDIJUMI ZA KULTIVISANJE BAKTERIJA

Za rast bakterija E. coli koris¢en je LB teCni medijum (tripton 10 ¢/1, ekstrakt
kvasca 5 g/1, NaCl 5 ¢/1) (Lennox, 1955), ili LB Cvrsta podloga koja se dobija
dodavanjem agara u LB tec¢ni medijum u fmalnoj koncentraciji od 1.5%. Temperatura
kultivacije je 37°C.

Za rast laktokoka je koris¢en GM17 te¢ni medijum (Merck GmbH Darmstadt,
Germany) koji sadrzi: polipepton 5 ¢/1, fitopepton 5 ¢/1, mesni ekstrakt 5 ¢/1, ekstrakt
kvasca 2.5 ¢/1, L-askorbinska kiselina 0.5 ¢g/1, magnezijum-sulfat 0.25 ¢/1, Na-(3-
glicerofosfat 19 ¢/1, i 5 ¢/1 glukoze; pH 6.8). Cvrsta podloga za rast je dobijena

dodavanjem 1.5% agara. Temperatura kultivacije je bila 30°C.
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Za gajenje laktobacila korisen je MRS medijum (Merck GmbH Darmstadt,
Germany) koji sadrzi: bakto-proteinazni pepton 10 ¢g/1, mesni ekstrakt 8 g/1, ekstrakt
kvasca 4 ¢g/1, Tween80 1 ¢/1, amonijum-citrat 2 ¢/1, natrijum-acetat 5 g/1, magnezijum-
sulfat 0.2 ¢/1, mangan-sulfat 0.04 g/1, natrijum-fosfat 2 ¢/1 i glukoze 20 ¢/l Cvrsta
podloga za rast je dobijena dodavanjem 1.5% agara. Bakterije su gajene na 37°C, u
mikroaerofilnim ili anaerobnim uslovima.

Za testiranje proteolitiCke aktivnosti, u soju Lactobacillus bakterije su gajene na
MCA cvrstoj podlozi koja sadrzi: mleko u prahu 44 ¢/1, Na-citrat 8 ¢/1, glukoza 5 ¢/1,
ekstrakt kvasca 4 g/. Cvrsta podloga je dobijana dodavanjem 2% agara. Temperatura

kultivacije je bila 37°C.

4. METODE 1ZOLOVANJAI DETERMINACIJE SOJA

Fenotipske i biohemijske karakteristike pracene u cilju determinacije prirodnog
izolata BGRA43 bile su: bojenje po Gramu (Celije se boje rastvorom koji sadrZi
gencijana violet, kalijum jodid po Lugolu, 95% etil alkohol i fuksin), sposobnost
hidrolize arginina (o/n kultura, rasla u medijumu koji sadrzi arginin, prelivana je fenol
red-om i pracena je promena boje; bazna reakcija od prisutnog amonijaka dovodi do
pojave crvene boje medijuma, dok je test negativan ukoliko do promene boje ne dodje),
sposobnost sinteze diacetila (u 1ml o/n kulture, koja je formirala homogeni grus,
dodavan je 1 ml 40% KOH i nekoliko kristala kreatinina; u slucaju sinteze diacetila
dolazi do formiranja crvenog prstena na povrsini epruvete), aktivnost u mleku (merenje
promene pH inokulisanog mileka nakon 6, 12 i 24 sata inkubacije), katalaza test
(prelivanje kolonija, raslin na c¢vrstoj podlozi, rastvorom 30% vodonik-peroksida i
praCenje pojave penusanja), rast u aerobnim i anaerobnim uslovima, rast na razlicitim
temperaturama, proizvodnja egzopolisaharida (formiranje sluzavih kolonija nakon rasta

na Cvrstim podlogama), analiza proteolitiCke aktivnosti (videti Materijal i Metode,
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Ispitivanje proteolitiCke aktivnosti), antimikrobijalna aktivnost (videti Materijal i
Metode, Antimikrobijalni eseji), kao i sposobnost fermentacije razliCitih Secera
[koriscenje APl 50-CH-L (APl System S. A; Montelieu-Vercieu, France)] (Sharpe,
1979).

5. METODE 1ZOLACIJE DNK

5. 1. Mini-metoda izolacije plazmida iz E. coli

Za izolaciju plazmida iz E. coli koris¢ena je metoda alkalne lize (Bimboim and
Doly, 1979). Talog iz 5 ml no¢ne kulture je pran u TEN puferu (50mM Tris-HCI
pH8.0, IOmM EDTA pH8.0, 50mM NaCl) i resuspendovan u 100 pi STE pufera (20%
saharoza, 0.1M Tris-HCI pH8.0, 2mM EDTA) sa lizozimom (2 mg/ml). Posle
inkubacije 5 min na sobnoj temperaturi dodavano je 200 pi sveZe pripremljene smeSe
1% SDS-a i 0.2N NaOH. Posle laganog meSanja dodavano je 150 pi 3M Na-acetata pH
4.5. SmeSaje inkubirana 10 min na -20°C, a zatim centrifugirana 20 min na 13000 rpm
na 4°C u BiofugiA. Dobijeni supernatant je prebacivan u Ciste mikrotube, dodavano je
2 zapremine etanola (96%, -20°C) i posle centrifugiranja (20 min na 13000 rpm na 4°C
u BiofugiA) talog je ispiran hladnim etanolom (75%, -20°C) i centrifugiran (5 min na
13000 rpm na 4°C u BiofugiA). Talog je suSen i resuspendovan u 50 pi vode. RNK je
odstranjivana inkubacijom uzoraka sa RNK-azom (1 pi, 10 mg/ml). Da bi ovako

dobijena plazmidna DNK mogla da se seCe restrikcionim enzimima bilo je potrebno

precistiti je fenolom (PCI).
5. 2. Precis¢avanje DNK fenolom (PCI procedura)

Uzorak DNK je razblazivan vodom do finalne zapremine od 200 pi, u koji je

dodavano 200 pi PCI smeSe (fenol, hloroform, izoamil alkohol, u zapreminskom
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odnosu 10:9:1), dobro promeSano i centrifugirano 7 min na 13000 rpm u BiofugiA.
Vodena faza je pazljivo prebacivana u Ciste mikrotube i u njih je dodavano 200 pi
hloroforma. Posle mesSanja i centrifugiranja (1-2 min na 13000 rpm u BiofugiA),
odstranjivana je gomja faza i u donju fazu je dodavan Na-acetat (frnalno 0.3M) i 2.5
zapremine hladnog etanola (96%, -20°C). Posle inkubacije na -80°C (20 min) i
centrifugiranja (20 min na 13000 rpm na 4°C u BiofugiA), dobijeni talog je ispiran
hladnim etanolom (75%, -20°C), centrifugiran (5 min na 13000 rpm na 4°C u
BiofugiA) susen i resuspendovan u vodi. Na ovaj nacin preCis¢ena DNK moZe da se

koristi za digestije restrikcionim enzimima, ligacije, transformacije itd.

5. 3. Mini-metoda izolacije plazmida za sekvenciranje iz E. coli

Velika koliCina plazmidne DNK iz E. coli izolovana je po proceduri za
"JETSTAR Plasmid Kit”. Talog iz 25 ml (midi-prep) prekonocne kulture bakterija je
resuspendovan u 4 ml rastvora ElI (50mM Tris-HCI, IOmM EDTA, pH 8.0), a potom je
dodavano 4 ml rastvora za lizu Celija (200mM NaOH i 1% SDS). Dobijeni homogeni
lizat je inkubiran 5 min na sobnoj temperaturi. Neutralizacija rastvora je vrsena
dodavanjem 4 ml 3M K-acetata pH 5.5,a zatim je smeSa centrifugirana 20 min na 20°C
na 10000 rpm u Sorvall centrifugi. Supernatant je zatim propustan kroz JETSTAR
kolonu za midi-prep izolaciju plazmida u kojoj dolazi do vezivanja plazmidne DNK za
matriks. PrecCiS¢avanje DNK u koloni je vrSeno dodavanjem 10 ml rastvora za pranje
(800mM NaCl, I0OmM Na-acetat, pH 5.0). Elucija DNK sa kolone je vrSena
dodavanjem 5.0 ml rastvora za eluciju (1.25MNacCl, 100mM Tris-HCI, pH 8.5). Ovako
dobijena DNK je precipitirana dodavanjem 0.7 zapremine izopropanola. Precipitirana
DNK je centrifugirana 20 min na 4°C na 10000 rpm u Sorvall centrifugi. Nakon

centrifugiranja supernatant je odlivan, a talog pran sa 20 ml 75% etanola, centrifugiran
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5 min na 4°C na 10000 rpm u Sorvall centrifugi. Nakon odlivanja 75% etanola talog je

suSen na vazduhu i resuspendovan u 100 pi vode.

5. 4. Mini-metoda izolacije plazmida iz laktobacila

Za izolaciju plazmida iz laktobacila koris¢ena je modifikovana metoda alkalne
lize (Bimboim and Doly, 1979). Talog iz 5 ml logaritamske kulture bakterija
(OD6ax=0-6-0.8) je pran u TEN puferu (50 mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 50mM NacCl,
pH 8) i resuspendovan u 100 pi PP pufera (0.5M saharoza, 40mM NEk-acetat, |IOmM
Mg-acetat, pH 7) sa lizozimom (7 mg/ml). Posle inkubacije od 15 min na temperaturi
od 37°C, dodavano je 200 pi sveze pripremljene smeSe 1% SDS-a u TE1l puferu
(100mMM Tris-HCI, IOmM EDTA, pH 12). Nakon laganog me$anja dodavano je 150pl
3M Na-acetata pH 4.5, inkubirano 20 min na temperaturi -20°C, a zatim smeSa
centrifugirana 20 min na 13000 rpm i temperaturi od 4°C u BiofugiA. Dobijeni
supernatant je prebacivan je u Ciste mikrotube nakon Cega su dodavane 2 zapremine
apsolutnog etanola, a nakon centrifugiranja (20 min na 13000rpm i 4°C u BiofugiA)
talog je ispiran hladnim 75% etanolom. Talog je suSen i resuspendovan u 20pl vode.
RNK je odstranjivana inkubacijom uzoraka sa RNK-azom (1 pi, 10 mg/ml) 30 min na

37°C.

5. 5. Mini-metoda izolacije velikih plazmida iz laktobacila

Plazmidi iz laktobacila su izolovani i po proceduri koju su opisali O’Sullivan i
Klaenhammer (1993). Talog prekonoc¢ne kulture bakterija je resuspendovan u 25%
saharozi koja sadrzi 30 mg/ml lizozima (200 pi). SmesSa je inkubirana 15 min na 37°C,

a zatim je dodavano 400 pi alkalnog rastvora SDS-a (3% SDS, 0.2N NaOH) i
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inkubirano 7 min na sobnoj temperaturi. Posle dodavanja 3M Na-acetata, pH 4.8,
ohladjenog na ledu (300 pi), uzorci su centrifugirani 15 min na 4°C (13000 rpm u
BiofugA). Supernatant je prebacivan u Ciste mikrotube uz dodavanje 650 pi
izopropanola i centrifugiran 15 min na 1300rpm i temperaturi od 4°C u BiofugiA.
Dobijeni talog je resuspendovan u 320 pi vode i 200 pi 7.5M NEC-acetata sa 0.5 mg/ml
etidijum bromida. Smesi je dodavano 350 pi fenol-hloroforma i nakon laganog mesanja
smeSa je centrifugirana na sobnoj temperaturi 5 min. Gomja (vodena) faza je
prebacivana u nove mikrotube i DNK iz rastvora je precipitirana hladnim etanolom
(96%, -20°C) preko noci na -20°C. Posle centrifugiranja 15 min na 4°C (13000 rpm u
BiofugA) talog je ispiran hladnim etanolom (75%, -20°C), centrifugiran 5 min na 4°C
(13000 rpm u BiofugA), susen i resuspendovan u 40 pi vode. RNK je odstranjivana

inkubacijom uzoraka sa RNK-azom (1 pi, 10 mg/ml), 30 min na 37°C.

5. 6. Izolacija velikih koli¢ina DNK iz laktobacila

Ukupna DNK iz laktobacila izolovana je prema metodi koju su opisali Anderson
I McKay (1983). Talog iz 500 ml logaritamske kulture bakterija (OD610=0.6-0.8) je
pran vodom, resuspendovan u 12.5 ml STE pufera (6.7% saharoza, 50mM Tris-HCI
pH8.0, ImM EDTA pH 8.0) i zagrevan na 37°C. Dodavanje lizozim u koncentraciji od
7 mg/ml i smeSa je inkubirana 5-10 min na 37°C. Zatim je dodavano 3.15 ml rastvora
0.25M EDTA i 50mM Tris-HCI pH 8.0, a potom i 0.9 ml 20% SDS. Nakon toga vrseno
je intenzivno meSanje na vorteksu u trajanju od 1 min ili dok viskozitet rastvora nije
postao primetno manji. Posle ovog koraka smeSa je inkubirana 5-10 min na 37°C, a
nakon toga je dodavan 1 ml 3M NaOH. Posle blagog meSanja u lizat je dodavan i 1.65
ml 2M Tris-HCI pH 7.0. Kad je smeSa dobro izmeSana dodavano je 2.4 ml 5M NaCl.

Smesa je centrifugirana 30 min na 4°C pri brzini od 18000 rpm (Sorvall centrifuga).
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Dobijeni supernatant je prebacivan u Ciste epruvete, dodavana je jedna zapremina
fenol-hloroforma i centrifugirano je 15 min na 4°C pri brzini od 7000 rpm (SS34 rotor,
Sorvall centrifuga). Dobijeni supernatant je prebacivan u Ciste epruvete i precipitiran sa
2.5 volumena etanola (96%, -20°C) preko noci na -20°C. Nakon centrifugiranja 20 min
pri brzini od 10000 rpm (Sorvall centrifuga) talog je ispiran hladnim etanolom (75%,
-20°C, 20ml), susen i resuspendovan u TE puferu. RNK je odstranjivana inkubacijom

sa RNK-azom (100 pi, 10 mg/ml) 60 min na 37°C.

5. 7. Brza izolacija ukupne DNK

Ukupna DNK iz laktokoka i laktobacila je izolovana po modifikovanoj metodi
koju su opisali Hopwood i autori 1985. Talog dobijen centrifugiranjem bakterija iz 3
ml logaritamske kulture pran je u TEN puferu (50 mM Tris-HCI, |IOmM EDTA, 50mM
NaCl, pH 8), a zatim resuspendovan u 0.5 ml PP pufera (0.5M saharoza, 40mM NH4-
acetat, IOmM Mg-acetat, pH 7) koji je sadrzavao 4mg/ml lizozima, za laktokoke, ili 7
mg/ml lizozima za laktobacile i 50 mg/ml RNK-aze. Zatim je vrSena inkubacija na
37°C u trajanju od 30 min dok cCelije nisu postale translucentne, nakon cCega je
dodavano 250 pi 2% SDS-a i suspenzija intenzivno izmeSana na vorteksu u trajanju od
1 min ili dok viskozitet nije postao primetno manji. Posle ovog koraka vrseno je
odstranjivanje proteina viSestrukom fenolskom ekstrakcijom pri Cemu je svaki put
dodavano 250 pi neutralnog fenol-hloroforma, rastvor intenzivno meSan u trajanju od
30 sec i centrifugiran 2 min na 13000rpm u BiofugiA. Pazljivo sakupljenom
supematantu dodavana je 1/10 volumena izopropanola, a zatim je smeSa lagano
izmeSana 1 inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi. Ukupna DNK je talozena
centrifugiranjem 2 min na 13000 rpm u BiofugiA, a talog je rastvaran u 0.5 ml TE
pufera. Nakon dodavanja 25 pi IOOmM Spermin-HClI-a rastvor je inkubiran 5 min na

sobnoj temperaturi i centrifugiran kao u predhodnom slucaju. Dobijeni talog je
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resuspendovan u 300 pi 0.3M Na-acetata i IOmM MgCI2 a zatim je rastvoru dodavano
700 pi 96% etanola, uzorak je lagano meSan i inkubiran 60 min na sobnoj temperaturi.
Nakon centrifugiranja (2 min na 13000rpm u BiofugiA) supernatant je potpuno

odstranjen, a talog je suSen i resuspendovan u 100 pi TE pufera.

5. 8. Preciscavanje DNK u gradijentu CsCl

Na mililitar rastvora DNK, dobijenog u procesu izolacije, dodavan je lg Cvrstog
CsCl i rastvor etidijum bromida (0.4 ml, koncentracije 10 mg/ml). Ovaj rastvor je
prenoSen u epruvete za Beckman Ti50 rotor. IzopikniCko razdvajanje plazmidne i
hromozomalne DNK je vr3eno centrifugiranjem 36h na 20°C pri brzini od 45000 rpm
(Ti50 rotor, Beckman ultracentrifuga). Posle centrifugiranja pri UV svetlu mogle su se
videti dve fluorescirajuce trake: gomja, koja sadrzi hromozomalnu DNK i donja, u
kojoj se nalazi kovalentno zatvorena, cirkulama forma plazmidne DNK. Da bi se
izolovale zeljene trake hromozomalne i plazmidne DNK zid epruvete je buSen nesto
Ispod nivoa trake, sadrzaj trake je izvlaCen Spricem i prebacivan u Ciste mikrotube. Iz
ovako dobijenog rastvora DNK etidijum bromid je ekstrahovan izoamil alkoholom (u
odnosu zapremina 1:1), a CsCl dijaliziranjem prema TE puferu pH 7.5 velike

zapremine.

6. ENZIMSKE REAKCIJE SA DNK

6. 1 SeCenje DNK restrikcionim enzimima

SecCenje restrikcionim enzimima je radjeno u komercijalno proizvedenim

puferima u zavisnosti od vrste koris¢enih enzima. Uslovi za seCenje DNK restrikcionim
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enzimima kao Sto su koliCina enzima, pufer i temperatura inkubacije, odredjivani su

prema uputstvu proizvodjaca. Koli¢ina DNK je bila 1 pg na 10 pi reakcione smeS3e.

6. 2. Ligacija DNK fragmenata

Ligacija fragmenata DNK (Maniatis et al., 1982), je radjena tako S$to su DNK
fragmenti sa komplementamim lepljivim krajevima, u fmalnoj koliCini od 0.5-1pg, u
ligacionom puferu (50mM Tris-HCI pH7.4, 1OmM MgCl:, IOmM ditiotreitol, ImM
spermidin, ImM ATP, 100 pg/ml BSA) i sajednom jedinicom T4 DNK ligaze, spojeni

u fmalnoj zapremini od IOpl. Inkubacija ligacione smeSe je trajala 16 sati na 16°C.

6. 3. Umnozavanje DNK fragmenata PCR metodom (“Polymerase

chain Reaction”)

Umnozavanje DNK fragmenata PCR metodom je vrSeno tako Sto su totalnoj
DNK (0.1-1 pg) u Ix reakcionom puferu (RP: 50mM KC1, IOmM Tris-HCI, 0.1%
Triton X-100 finalno pH 9.0 na 25°C) dodavani MgCE u fmalnoj koncentraciji 2.5mM,
dNTP smeSa (svaki dNTP po 200pM), prajmeri (svaki po 2.5pM) i DNK Taq
polimeraza (1U). U smeSu je dodavano pola zapremine parafmskog ulja. PCR je radjen
po slede¢em programu: ciklus 1. denaturacija 5 min na 94°C, vezivanje prajmera 1 min
na 50°C ili 55°C (zavisno od nukleotidnog sastava prajmera), polimerizacija 1 min na
72°C; ciklusi 2-29: denaturacija 1 min na 94°C, vezivanje prajmera 1 min na 55°C (u
sluCaju prajmera P1i6Si P2165 16-01 i 16-02) ili 53°C (u sluCaju prajmera Jp23, Jp25,
HW1, HW2 i HW3), polimerizacija 1 min na 72°C; ciklus 30: denaturacija 1 min na 94
°C, vezivanje prajmera 1 min na 53°C ili 55°C, polimerizacija 5 min na 72°C.

Sekvence koriS¢enih prajmera date su u Tabeli 6.



Tabela 6. Sekvence prajmera koris¢enih u ovom radu
Sekvenca prajmera

Oznaka
prajmera

Plies
PA6s
1601
16
Jp23
Jp25
HW1

HW?2

HW3

(5

5

(5

(5

(5

(5

(5

-GGAATCTTCCACAATGGACG -37)
-TGACGGGCGGTGTGTACAAG -37)

-AGAGTTTGATCTACTGGCTCAG -37)

-AAAGGAGGTGAATCC -3))

-GCTTGGATAGTAGCGTTAGC-3)

-GGTGAACAAACTGAAGACG-3)

-CCTGCTGAACCAACTATCC-3”)

-GATCAACTCTGTTAACATTGACAC-3’)

-GCGAAGATAAGGAATTAGCTAAGG-3))
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Relevantne
karakteristike
prajmer iz 16S rRNK regiona

prajmer iz 16S rRNK regiona

prajmer iz 16S rRNK regiona
8-27

prajmer iz 16S rRNK regiona
1542-1529

prajmer za kataliticki region

prtH gena

prajmer za kataliticki region

prtH gena

prajmer za W domen prtH

gena

prajmer za W domen prtH

gena

prajmer za C terminalni region

prtH gena

7. ELEKTROFOREZA DNK

7. 1. Horizontalna elektroforeza DNK

41

Elektroforeza DNK je radjena na horizontalnim agaroznim gelovima. Gelovi su

pravljeni rastvaranjem agaroze u TBE puferu (89mM Tris, 89mM boma kiselina, 2mM
EDTA, finalno pE[ 8.3) i dodavanjem etidijum bromida (0.5 pg/ml). Kao pufer za
elektroforezu koriséen je TBE pufer sa 0.5 pg/ml etidijum bromida. Agarozni gelovi

razliCitog procenta (0.8%, 1% ili 1.2%) su koriS¢eni u zavisnosti od veliCine DNK
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fragmenata koje je trebalo razdvojiti. Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od
1-10 V/cm gela.

VeliCine fragmenata DNK dobijenih posle seCenja restrikcionim enzimima
odredjivane su na agaroznim gelovima uporedjivanjem duZine predjenog puta DNK
fragmenata koja se ispituje u odnosu na duzinu puta koju su presli DNK fragmenti
poznate veliCine. Koris¢enje slede¢i DNK standard:

- X DNK secena Hindill i iscoRI restrikcionim enzimima pri ¢emu su dobijani
fragmenti DNK duZine 22400 bp, 5370 bp, 4310 bp, 3530 bp, 2020 bp, 1940 bp, 1610
bp, 1360 bp, 940 bp, 860 bp, 580 bp, 150 bp.

8. ELUCIJA DNK FRAGMENATA

8. 1 Elucija DNK fragmenata iz agaroze niske taCke topljenja

Izolacija restrikcionih fragmenata je vrdena na sledeCi nacin: nakon preparativne
elektroforeze isecan je deo agaroznog gela u okviru koga se nalazio fragment DNK,
zeljene duzine. Gel sa fragmentom je otapan u mikrotubi 20 min na 70°C. U otopljenu
agarozu je dodavan isti volumen 0.5% rastvora cetilmetil-amonijum bromida (CTAB) u
vodi, predhodno saturisanoj butanolom, i isti volumen 0.5% CTAB-a rastvorenog u
butanolu, predhodno saturisanog vodom. Nakon intenzivnog me8anja rastvor je
centrifugiran 1 min na 13000rpm. Gomja faza, koja sadrzi DNK, prenoSena je u nove
mikrotube i rastvoru je dodavan 0.3M Na-acetat pH 7 (1/4 volumena). Nakon meSanja i
centrifugiranja od 1 min na 13000 rpm uzimana je donja faza i prebacivana u nove
mikrotube. DNK je dalje preCiSCavana PCI metodom. Na ovakav nacin izolovani i
preCiS¢eni DNK restrikcioni fragmenti su koris¢eni za ligacije ili kao probe za

hibridizaciju.
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9. "SOUTHERN" HIBRIDIZACIJA

9. 1 Prenos DNK sa gela na najlonske membrane

Po zavrSenoj elektroforezi DNK je prenoSena na najlonske membrane po metodi
Southem-a (1975). Da bi se olakSao prenos i velikih DNK fragmenata, po zavrSetku
elektroforeze, agarozni gel je tretiran 0.25M HC1 tokom 15 min, da bi se ostvarilo
delimicno cepanje DNK uzrokovano depurinacijom. Gel je zatim ispiran u destilovanoj
vodi, a denaturacija DNK je vr8ena potapanjem gela 2 puta po 15 min u rastvor koji sadrZi
0.5M NaOH i 1.5M NaCl (denaturacioni rastvor). Najlonska membrana (Gene screen
filter) na koju ¢e DNK biti preneta, je potapana na kratko u vodu, a zatim u denaturacioni
rastvor. Pre transfera gel je neutralisan u neutralizacionom puferu (1.5M NaCl, 1M Tris-
HC1 pH7.5) 2 puta po 20 min. Pripremani su listovi Whatman 3MM filter papira. Dva
lista 3MM papira, veceg od gela, su potapani u IOxSSC pufer (1.5M NaCl, 0.15M Na-
citrat) i slagani jedan na drugi. Na njih je stavljan tretiran gel, tako da mu je strana sa
DNK bila okrenuta na gore, a oko gela su stavljani grani¢nici. Na njega je stavljana
najlonska membrana dimenzija kao i sam gel i preko nje joS dva navlazena 3MM papira.
Pri stavljanju papira vodjeno je raCuna da ne ostanu mehuri¢i vazduha zarobljeni medju
njima. Preko svega je stavljan 10 cm debeo sloj upijajuceg papira i sve je ravhomemo
optere¢eno tegom od 1 kg. Transfer je vrSen preko noc¢i u IOXSSC puferu (1.5M NaCl,
0.15M Na-citrat).

Posle zavrsenog transfera najlonska membrana je skidana i potapana u 5 x SSC 2
puta po 15 min. Prosusena membrana je stavljana izmedju dva 3MM papira i peCena 2h
na 80°C.
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9. 2. Obelezavanje DNK metodom **Nick-Translacije™

Za obeleZavanje DNK probe je koris¢en Gibco BRL "Bio Nick Labeling System".
U 1 pg probe su dodavani dNTP smeSa i DNK polimeraza I. Dobijena smesa je
inkubirana Ih na 16°C. U cilju uklanjanja neugradjenih obelezenih nukleotida DNK je
precipitirana etanolom. Proba je resuspendovana u sterilisanoj bidestilovanoj vodi. Pre

hibridizacije probaje denaturisana kuvanjem 10 min na 100°C.

9. 3. Hibridizacija DNK

Hibiridizacija DNK sa neradioaktivno obeleZenim probama je vrSena na sledeci
nacin: filteri su pakovani u kesice i inkubirani I-2h na 65°C u 10 ml hibridizacionog
pufera (0.1% N-lauril sarkozil, 0.02% SDS, 1% "bloking" reagens). Nakon toga, u kesice
je sipano po 0.1 ml sveZeg hibridizacionog pufera na cm" membrane i prethodno
obelezena i denaturisana proba. Hibridizacija je radjena 16h na 65°C. Pranje probe sa
filteraje radjeno takodje na 65°C.

Za detekciju hibrida koriséen je Gibco BRL "PhotoGene Detection System".
Proces detekcije ukljuCuje tri osnovna koraka: 1 hibridizacija biotinom obelezene probe
sa DNK imobilisanom na membrani; 2. vezivanje streptavidin  alkalne fosfataze
konjugata (SA-AP) za biotinske grape; 3. inkubiranje membrane sa supstratom za alkalnu
fosfatazu koji daje luminescenciju kada se defosforiliSe.

Pranje filtera i detekcija hibrida su vrSeni po uputstvu proizvodjaca (Gibco BRL).
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10. TRANSFORMACIJA CELIJA SADNK

10. 1 Transformacija E. coli elektroporacijom

Za dobijanje Celija spremnih za elektroporaciju no¢na kultura bakterija je
razblazena 100 puta u LB medijumu i inkubirana na 37°C uz aeraciju do logaritamske
faze rasta (OD600=0-5-0.8). Talog bakterijaje dva puta ispiran u sterilnoj bidestilovanoj
vodi i resuspendovan u 200 pi vode (takodje sterilne 1 bidestilovane). Ovako
pripremljenim Celijama dodavano je 0.1-1 pg plazmidne DNK ili PCI procedurom
preCiSéene ligacione smeSe, suspenzija je meSana i prebacivana u Kivete za
elektroporaciju dijametra 0.2 cm. Elektri¢ni puls je radjen u GENE PULSER aparatu
(Eppendorf, Electropotator 2510) sa podeSenim uslovima od 12.5 kV/cm, 25 pF i 200
Q. Odmah zatim pulsirana suspenzija Celija je prebacivana u epruvete i dodavan joj je
medijum za regeneraciju (2% tripton, 0.5% ekstrakt kvasca, IOmM NaCl, 2.5mM KC1,
IOmM MgCI2, IOmM MgS04, 20mM glukoza). Nakon toga smeSa je inkubirana 1 sat
na 37°C uz aeraciju, posle Cega je regenerisana transformaciona smeSa razmazivana na

selektivnu ¢vrstu podlogu.

10. 2. Transformacija laktibacila elektroporacijom

Transformacija soja BGRA43 radjena je po modifikovanoj metodi koju su
opisali Topisirovi¢ i autori (1991). Iz prekonocne kulture, rasle u MRS medijumu,
zasejan je 1% inokulum bakterija u 10 ml svezeg MRS medijuma sa 2% glicinom.
Kultura je inkubirana na 37°C do dostizanja logaritamske faze rasta (OD@)10=0.5-0.8).
Bakterije su nakon toga obarane centrifugiranjem 10 min na 7000 rpm i temperaturi od

4°C u Sorvall centrifugi. Od ovog momenta svi dalji koraci radjeni su na ledu. Talog
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bakterija je dva puta ispiran istim volumenom sterilnog rastvora HEB-a (272mM
saharoza, 8mM Hepes-KOH, pH 7.4) i resuspendovan finalno u 100 pi HEB pufera
(takodje sterilnog i ohladjenog). U ovako pripremljene C¢elije dodavan je 1 pg
plazmidne DNK, suspenzija je meSana lagano, a zatim prebacivana u kivete za
elektroporaciju dijametra 0.2 cm. Elektricni puls je radjen u GENE PULSER aparatu
(Bio-Rad Laboratories) sa podeSenim uslovima od 6.25kV/cm, 25 pF i 200 Q. Odmah
zatim pulsirana suspenzija Celija je prebacivana u epravete i dodavan joj je medijum za
regeneraciju (MRS medijum koji sadrzi IOmM MgCE i 20mM saharozu). Nakon 5 sati
regeneracije, transformaciona smesa je razmazivana na selektivne Cvrste podloge koje

su inkubirane na 37°C u anaerobnim uslovima, do pojave transformanata.

11. SEKVENCIRANJE DVOLANCANE DNK

Redosled nukleotida u DNK je odredjivan po metodi koju su opisali Sanger i
autori (1977). Metoda se zasniva na sposobnosti Klenow fragmenta polimeraze I,
odnosno T7 polimeraze, da nadovezujuci se na prajmer sintetiSe komplementami lanac
DNK koristeCi jednolananu hibridnu DNK kao matricu. Reakcija sinteze
komplementamog lanca se zaustavlja ugradjivanjem ddNTP koji nemaju 3-OH grupu
neophodnu za izduZivanje lanca. Protokol i reagensi za sekvenciranje su koriséeni po
preporuci proizvodjata (USB, Lucem, Svajcarska). Sekvenciranje je radjeno sa

denaturisanim plazmidima kao matricom.

11. 1. Denaturisanje plazmidne DNK

Plazmidna DNK (3-5 pg) rastvarana je u 20 pi vode. Dodavano je 2 pi 2M
NaOH, 2mM EDTA i inkubirano 30 min na 37°C. Rastvor je neutralisan sa 3 pi 3M
Na-acetata pH 4.5. Posle dodavanje 7 pi vode DNK je precipitirana sa 75 pi hladnog
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etanola (96%, -20°C), inkubacijom 15 min na -70°C i centrifugiranjem 20 min na 4°C

(13000 rpm, BiofugaA). Denaturisana plazmidna DNK je resuspendovana u 7 pi vode.
11. 1. 1. Vezivanje matrice i prajmera i reakcije sekvenciranja

Na ova] nacCin pripremljena DNK je wulazila u reakciju sparivanja sa
odgovaraju¢im oligonukleotidnim prajmerom koji je komplementaran odredjenoj
sekvenci na vektorskoj DNK. Oko 1 pg DNK je pomeSano sa 2-5 ng prajmera u
odgovarajucem puferu i inkubirano 30 min na 37°C. U reakciju je zatim dodata smeSa
nukleotida i 0.5 pi a-&S tio-dATP (Amersham) (spec. akt. >1000Ci/mmol) i Sequenase
(1U, USB). Reakciona smeSa je zatim podeljena u 4 mikrotube u koje su prethodno
dodati razliCiti dideoksinukleotidi. Reakcije su zaustavljane dodavanjem pufera za
nanoSenje na akrilamidnu gel elektroforezu (formamid, EDTA, bromfenol plavo i
ksilen cijanol). Uzorci su kuvani 2 min na 75°C i Cuvani na -20°C do nanosenja na gel.

Za analizu reakcija je koriscen denaturiSuci 6%, urea poliakrilamidni gel.

11. 2. Sekvenciranje DNK na “ALF-exspress”

Metoda se zasniva na automatskom sekvenciranju pri Cemu je DNK obelezena
Cy5 bojom koja se laserski detektuje na "A*LY-exspress™ (Amersham Pharmacia). U
reakcijama sekvenciranja je koris¢en Cy5-obelezen prajmer ili Cy5-obeleZzen dATP
(Cy5-dATP labelling mix, Amersham Pharmacia). Protokol i reagensi za sekvenciranje
su koris¢eni po preporuci proizvodjata (AutoRead 200 sequencing kit, Amersham
Pharmacia). Produkti reakcija sekvenciranja su nanoSeni na komercijalni gel - Repro
Gel Long Read (Amersham Pharmacia). Koris¢eni su uslovi elektroforeze po savetu
proizvodjaCa (1500 V, 55°C, 750 min). Po zavrSenoj elektroforezi sekvenca je

analizirana programom ‘AJLFwin Sequence Analyser”.
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11. 2. 1. Reakcije sekvenciranja pomocu Cy5-obelezenog prajmera

Plazmidnoj DNK (1.5 ju.g/2000 bp) rastvorenoj u 10 pi vode je dodato 2 pi Cy5-
obelezenog prajmera (4-6 pmol, 20 ng). Denaturacija je izvrSena dodavanjem 1.5pl 1M
NaOH i inkubiranjem 5 min na 65°C. Odmah nakon denaturacije je dodavano 1.5 pi
1M HCL i 2 pi "mannealing” pufera i dobijena smeSa je inkubirana najmanje 1 min na
37°C. Nakon inkubacije je dodavano 1 pi “Extension” pufera, 3.5 pi DMSO (35 %
rastvor) i 2 pi T7 polimeraze (6-8 jedinicadl pi). Reakciona smeSa je zatim podeljena u
4 mikrotube u koje su prethodno dodati i preinkubirani na 37°C razliCiti
dideoksinukleotidi. Nakon inkubacije na 37°C, u trajanju od 5 min, reakcije su
zaustavljane dodavanjem “Stop” pufera za nanoSenje na akrilamidnu gel elektroforezu.

Neposredno pre nanoSenja na gel uzorci su denaturisani 2-3 min na 90°C.

12. ISPITIVANJE PROTEOLITICKE AKTIVNOSTI

12. 1. Ispitivanje proteolitiCke aktivnosti celih Celija prirodnih izolata

Analiza proteolitiCke aktivnosti celih Celija prirodnih izolata u odnosu na
proteinske supstrate je vrSena modifikovanom metodom koju su razvili Hill i Gasson
(1986). Soj je zasejavan na petri Solje sa mleCno-citratnim agarom (MCA) tako da se na
povrsSini podloge dobije ravnomeran bakterijski film. Posle inkubacije od 48 sati na
37°C Celije su sakupljane ezom i prenoSene u mikrotube, a zatim resuspendovane u
0.1M Na-fosfatnom puferu pH 7.2 pri ¢emu je na 1 mg Celija dodavano 15 pi pufera.
Kao supstrati u digestijama koris¢eni su aSr, (3 i K-kazein. Svi proteinski supstrati su

bili rastvoreni u puferu u koncentraciji od 5 mg/ml. Digestija supstrata je vrSena na
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40°C, pri ¢emu su suspenzija Celija i rast\'or supstrata meSani u odnosu 1:1. Po isteku
predvidenog vremena Celije su odstranjivane centrifugiranjem 5 min na 13000 rpm u
BiofugiA na sobnoj temperaturi. Supematantu je zatim dodavan isti volumen 2 X
koncentrovanog pufera za uzorak (125mM Tris pH 6.8, IOmM EDTA, 4% SDS, 25%
glicerol, 5% |3-merkaptoetanol i 0.07% bromfenol plavo). Uzorci su inkubirani 3 min
na 100°C i analizirani na SDS-polikrilamidnoj gel elektroforezi.

Prilikom ispitivanja uticaja pH vrednosti na proteoliticku aktivnost, suspenzije
Celija su pravljene u 0.1M Na-fosfatnom puferu razliitin pH (pH 5.4, 5.7, 6.5 i 7.2)
kao 1 u 0.1M Tris-HCI puferu pH 8 i 8.7. Rastvori supstrata za digestije ((3-kazein) su
pravljeni u istim puferima, u koncentraciji od 5 mg/ml. U digestionim smesama,
suspenzije Celija (1 mg Celija na 10 pi pufera) su pomeSane sa rastvorima supstrata
odgovarajucih pH vrednosti u zapreminskom odnosu 1:3. Digestije supstrata su vrsene
na 40°C, a po zavrSenoj digestiji uzorci su centrifugirani 5 min na 13000 rpm u
BiofugiA na sobnoj temperaturi. Proteini u dobijenom supematantu su zatim
precipitirani dodavanjem 1/2 volumena 50% trihlorsiréetne Kkiseline pri Cemu je
precipitacija vrsena 30 min na ledu (0°C). Istalozeni proteini su odstranjivani
centrifugiranjem 10 min na 13000 rpm u BiofugiA na 4°C, a koncentracija produkata
hidrolize supstrata, odnosno TCA solubilnih oligopeptida je u supematantu odredivana
Lowry-jevom metodom (1951). Za odredivanje koncentracija u uzorcima koriscena je
standardna kriva napravljena na osnovu merenja vrednosti apsorpcije svetlosti u seriji
rastvora BSA poznatih koncentracija. Za arbitramu jedinicu (AU) proteolitiCke
aktivnosti uzeta je koliCina enzima koja u reakciji oslobodi Ipg TCA-solubilnih
fragmenata za 1 sat, a proteolitiCka aktivnost je izraCunavana iz razlike koncentracija
ovih produkata u uzorku pre i posle zavrSene digestije. Utvrdjivanje optimalnih
temperatura za aktivnost celih ¢elija je vrSeno na isti nacin, s tim Sto su suspenzije
Celija pravljene u 0.1M Na-fosfatnom puferu pH 7.2 a digestije supstrata vrSene na 25,

30, 37,42, 50 i60°C.
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Za ispitivanje uticaja inhibitora na aktivnost proteinaza reakcionoj smesi su
dodavani inhibitori sledeCih koncentracija: pepstatin (0.2mM), kao inhibitor asparti¢nih
proteinaza, PMSF (I0OmM) kao inhibitor serinskih proteinaza i 1,10 fenantrolin (2mM)

kao inhibitor metaloproteinaza (koje poseduju Zn” u katalitiCkom centru ).
12. 2. Dobijanje aktivnog proteinaznog ekstrakta

Aktivan proteinazni ekstrakt je dobijen ispiranjem celija koje su rasle na MCA
podlozi, ili taloZzenjem NH4-sulfatom iz supematanta te¢nih kultura.

Celije sa MCA podloge su sakupljane ezom u mikrotube (100 do 200 mg) i
resuspendovane u 0.1M Na-fosfatnom puferu pH 6.5 ili u Tris-Ca”® puferu (50mM
Tris, 26mM CaCl2, pH 6.5) u odnosu Ipl pufera na Img/Celija. Suspenzija Celija je
inkubirana 30 min na 40°C, a zatim centrifugirana 5 min na 13000 rpm u BiofugiA na
sobnoj temperaturi. Supernatant je prebafen u nove epruvete, a postupak pranja celija
je ponovljen jo$ jednom i dobijeni supernatant je spojen sa prethodnim. Ovako dobijen

proteinazni ekstrakt je korisCen za testiranje proteolitiCke aktivnosti.

12. 2. 1. Ispitivanje aktivnosti proteinaznih ekstrakata

Aktivnost proteinaznih ekstrakata testirana je na slican nacin kao proteoliticka
aktivnost celih Celija. Dobijeni proteinazni ekstrakti su pomeSani sa supstratom ((3
kazein, 5 mg/ml, u 0.1M Na-fosfatnom puferu pH 6.5 ili u 50mM Tris, 25mM CaCl2,
pH 6.5) i inkubirani na 40°C. Zapreminski odnosi enzimskog ekstrakta i rastvora
supstrata su odredivani u odnosu na proteoliticku aktivnost testiranog soja. 1z reakcione
smese su u odredenim vremenskim intervalima uzimani uzorci u kojima je reakcija

zaustavljana dodavanjem iste zapremine 2x koncentrovanog pufera za uzorak. Posle
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inkubacije od 3 minuta na 100°C, uzorci su analizirani na SDS - poliakrilamidnoj gel

elektroforezi.

12. 3. Elektroforeza na SDS - poliakrilamidnom gelu

Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu je Kkoris¢ena za razdvajanje
proteina i produkata njihove hidrolize. Elektroforeza je radena prema metodi koju je
opisao Laemmli (1970). Na aparaturi za vertikalnu elektroforezu (Gibco BRL) koris¢en
je diksontinuirani sistem gela, koji se sastojao od gela za koncentrovanje i gela za
razdvajanje. Debljina gela je iznosila 1.5 mm. Gel za koncentrovanje sadrzi 6%
akrilamid, 0.2 % bisakrilamid, 0.125M Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% temed i
0.005% amonijum persulfat. U sastav gela za razdvajanje ulaze akrilamid i
bisakrilamid u odnosima 15% prema 0.5% ili 10% prema 0.33%, zatim 0.375M Tris-
HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% temed i 0.05% amonijum persulfat. Gel za razdvajanje
zauzima oko 4/5 ukupne zapremine i polimerizovan je 2 sata pre elektroforeze, dok je
gel za koncentrovanje nalivan 30 min pre elektroforeze. U sastav pufera za
elektroforezu ulaze 0.025M Tris baza, 0.192M glicin i 0.1% SDS, a finalna pH
vrednost iznosi 8.3. Elektroforeza se odvijala pri konstantnoj jacini struje od 15 mA
kroz gel za koncentrovanje i 30 mA kroz gel za razdvajanje. Po zavr3enoj elektroforezi,
kada indikatorska boja (bromfenol plvo) dode do 0.5 cm od donje ivice gela, sa ploce
za elektroforezu je odstranjivan gel za koncentrovanje. Fiksiranje i bojenje gelova za
razdvajanje je vr8eno u rastvoru koji sadrzi 45% metanola, 47% vode, 8% sirCetne
kiseline i 0.5% Coomassie brilliant blue R250. Bojenje gelova je vrdeno u trajanju od 3
do 4 sata ili preko noci, uz meSanje. Odbojavanje gelova je vrSeno u rastvoru Kkoji
sadrzi 10% metanola, 82% vode i 8% sircetne kiseline uz meSanje i promenu rastvora

za odbojavanje na 2 do 3 sata. Regeneracija rastvora za odbojavanje vrienaje njegovim
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propustanjem kroz aktivni ugalj koji za sebe vezuje Coomassie brilliant blue R250. Po

zavrSenom odbojvanju u gelovi su ¢uvani u rastvoru sircetne kiseline (8%).

13. ANTIMIKROBIJALNI ESEJI

Za detekciju sinteze antimikrobijalnih supstanci koriscen je difuzioni metod u
bunarCi¢ima. Eksperiment je radjen teko Sto su petri Solje sa ¢vrstom MRS podlogom
prelivane sa 5 ml soft (0.7%) GML17 ili MRS agara, u kome je inokulisano oko 10'
¢elija indikatorskog soja/ml medijuma. U soft agaru su pravljeni bunar€ici pre¢nika 5
mm u koje je sipano 100 pi 9, 12 ili 16 sati stare O/N kulture potencijalnog producenta
bakteriocina.  Osim sa punom O/N kulturom eksperiment je radjen i sa 100 pi
supematanta (oslobodjenog od ¢elija centrifugiranjem), a uzorci su takodje testirani
nakon 9, 12 i 16 sati rasta bakterija na temperaturi od 37°C. Prisustvo antimikrobijalnih
supstanci je detektovano na osnovu pojave svetle zone oko bunar€i¢a, kao posledice
inhibicije rasta senzitivnog bakterijskog soja.

Za ispitivanje bakteriocinske aktivnosti na samu ivicu bunari¢a dodavan je
kristal pronaze E. Da bi eliminisali potencijalni inhibitomi efekat H20 2, uzorci su
tretirani katalazom. Inhibitomi efekat na rast bakterije Clostridium sporogenes je
pracen tako Sto je sulfitni agar inokulisan sa 1% kulture Clostridium sporogenes (48
h). Na povrsinu sulfitnog agara dodavano je 4 ml soft MRS agara koji je sadrzao oko
10" Celija bakterijskog soja Cija se antimikrobijalna aktivnost ispituje, a rezultati su

oCitavani nakon 48 sati gajenja na temperaturi od 37°C.
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14. ISPITIVANJE PROBIOTICKIH SVOJSTAVA

14. 1. Prezivljavanje u uslovima niske pH vrednosti

Sposobnost prezivljavanja bakterijskog soja u uslovima niske pH vrednosti
radjena je po metodi koju je predloZilo Conway (1996). U 9 ml fizioloSkog rastvora, sa
podeSenim pH vrednostima (pH 1.5, 2 i 3) dodavan je 1 ml prekono¢ne kulture
ispitivanog soja. Odredjivan je broj Celija, titriranjem na petri Solji, u momentu kada je
kultura dodata i nakon 30 minuta, 1, 2 i 3 sata inkubacije na 37°C. Kao kontrola u svim

slu¢ajevima korisc¢en je fizioloski rastvor pH 6.5.

14. 2. Prezivljavanje u prisustvu razliitih koncentracija zucnih soli

U ovom eksperimentu praceno je prezivljavanje bakterija u MRS-u koji sadrzi
0.3%, govedje Zuci (Torlak). U MRS medijum sa 0.3% Zucnih soli zasejavan je 2%,
5% i 10% inokulum prekonoc¢ne kulture bakterija. Kao kontrola koris¢en je MRS
medijum bez govedje ZucCi. Broj prezivelih bakterija je odredjivan nakon 16 i 32 sata

od inokulisanja, titriranjem na petri Soljama.
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1l REZULTATI

1. lzolacija, karakterizacija i identiflkacija prirodnog izolata BGRA43

Soj BGRA43 je prirodni izolat poreklom iz intestinalnog trakta Coveka.
Izolovan je klasicnim mikrobioloskim metodama za izolaciju laktobacila (MRS i
Rogoza medijum). To je Gram-pozitivna, nesporogena bakterija celija izduZenih,
pojedinacnih ili povezanih u lance. Osnovne fizioloSke i biohemijske karakteristike

prirodnog izolata BGRA43 sumirane su u tabeli 7.

Tabela 7. FizioloSke i biohemijske karakteristike prirodnog izolata BGRA43.
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Iz tabele se moze videti da prirodni izolat BGRA43 raste u MRS medijumu koji

sadrzi 2% soli, ali ne i sa 6.5% i 4% Sto je jedna od osnovnih karakteristika sojeva
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Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus helveticus. 1zolat nema sposobnost rasta na
15°C, dok na temperaturama od 37°C i 45°C raste dobro i nakon tri sukcesivnha
presejavanja. Najbolji rast bakterije ovog soja postizu u anaerobnim uslovima pri
koncentraciji C02 od oko 10%, dok u aerobnim usolovima uopsSte ne rastu. Veoma
brzo rastu u mleku daju¢i homogen gra$, pri ¢emu pH mleka obaraju na 4.5 nakon
samo 6 sati od inokulacije. Preliminami rezultati su pokazali da je proteinazna
aktivnost ovog soja pozitivna Sto verovatno doprinosi ovako brzom rastu i obaranju
pH. Preliminamim analizama, takodje je potvrdjeno da bakterije ovog soja pokazuju i
antimikrobijalnu aktivnost, Sto Ce detaljnije biti opisano kasnije u rezultatima. U cilju
potpunije karakterizacije ovog soja analiziran je njegov plazmidni sastav. Klasichom
metodom za izolaciju plazmida iz laktobacila ustanovljeno je postojanje jednog
plazmida veli¢ine oko 2.4 kb (pRAI). U ponovljenom postupku izolacije plazmidne
DNK, pri kojem je koris¢ena metoda za izolaciju velikih plazmida sa malim brojem
kopija, dobijen je isti rezultat, tako da se moZe zakljuciti da soj poseduje samo plazmid
pRAI, Kkoji se stabilno replikuje i zadrzava u cCeliji i nakon 10 sukcesivnih
presejavanja.

U cilju potvrdjivanja da izolat BGRA43 pripada rodu Lactobacillus uradjena je
PCR reakcija sa prajmerima Pli6s i P2i6s, koji su dizajnirani na osnovu sekvence gena
za 16S rRNK, a koji su visoko specifi¢ni za rod Lactobacillus. Kao pozitivne kontrole
u eksperimentu korisCene su DNK vrsta Lactobacillus paracasei BGHN14,
Lactobacillus acidophilus ATCC4356, ATCC4357, Lactobacillus helveticus CNRZ32

kao i negativna kontrola Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363 (Slika 6).
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Slika 6. PCRprodukti dobijeni umnoZavanjem pomocu prajmera Pli&Si P2165 1.PCR smesa bez DNK,
8.standard TJPstl. Kao matrice u PCR smeSi koriS¢ene su totalne DNK izolovane iz sledecih
sojeva: 2. Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363, 3. prirodni izolat BGRAA43, 4.
Lactobacillus paracasei BGHN14, 5. Lactobacillus acidophilus ATCC4356, 6. Lactobacillus
acidophilus ATCC4357, 7. Lactobacillus helveticus CNRZ32.

Idetifikacija prirodnog izolata BGRA43 do nivoa vrste je preliminamo izvrSena
na osnovu analize sposobnosti fermentacije razliCitih Se€era koris¢enjem APl 50-CH-L
sistema (Materijal i metode). Na osnovu dobijenih rezultata izolat je prvobitno
okarakterisan do nivoa vrste kao Lactobacillus acidophilus. Jedina razlika izmedju ove
vrste i prirodnog izolata BGRA43 je u tome Sto prirodni izolat BGRA43 nije
pokazivao sposobnost fermentacije fruktoze. Da bi se potvrdila definitivna pripadnost
odredjenoj vrsti moralo se pristupiti molekulamo genetickoj determinaciji soja. U tu
svrhu su fragmenti, dobijeni u PCR reakciji umnozZavanjem 16S rRNK regiona uz
pomo¢ prajmera 16-01 i 16-02, iseCeni uz pomoc restrikcionih enzima EcoRlI, Alul i
Haelll. Uporedjivanjem restrikcionog obrasca produkata dobijenih nakon digestije

PCR fragmenata kod izolata koji se ispituje, sa restrikcionim mapama referentnih
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sojeva, pokusala se dodatno utvrditi njegova pripadnost odredjenoj vrsti. Na slici 7

prikazani su rezultati dobijeni nakon ARDRA analize.
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Slika 7. Analiza DNK fragmenata dobijenih
nakon ampifikacije dela 16S
rRNKpomoéu prajmera 16-01 i 16-02 i
restrikcije enzimima EcoKL, Alul i
Haelll enzima (ARDRA) kod
prirodnog izolata BGRA43 i
referentnih sojeva.

1 prirodni izolat BGRA43,

2. Lactobacillus helveticus CNRZ32,

3. Lactobacillus acidophilus ATCC4356,
4. Lactobacillus acidophilus ATCC4357,
5. Lactobacillus acidophilus ATCC33200,
6. Lactobacillus helveticus Cu 40,

7. standard AH/E.

S obzirom da rezultati ovog eksperimenta nisu reSili nedoumicu da li se radi

vrsti Lactobacillus acidophilus ili Lactobacillus helveticus definitivna determinacija

sojaje utvrdjena nakon RAPD analize koja je uradjena u mikrobioloskoj laboratoriji za
identifikaciju bakterija (BCMM/LMG Bacteria Collection, University of Gent), gde je

potvrdjeno da prirodni izolat BGRA43 pripada vrsti Lactobacillus helveticus.
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1. 1. Utvrdjivanje optimalne temperature rasta

Prvi preliminami rezultati ispitivanja rasta soja BGRA43 pokazali su daje on
termofilni izolat. U cilju utvrdjivanja otimalne temperature za rast ovog soja, 0.1%
inokulum prekonoéne kulture bakterija zasejavan je u svez MRS medijum, nakon ¢ega
su bakterije gajene na temperaturama od 30°C, 37°C i 42°C. Rast bakterija je pracen
narednih 24 sata, merenjem ODGD na svaka 2 sata (Slika 8). Utvrdjeno je da soj u
MRS medijumu na temperaturi od 37°C najbrze ulazi u log fazu, ima najkrace vreme
generacije (1.72) i nakon 12 sati ulazi u stacionamu fazu rasta (ODE&D - 1.2). Na
temperaturi od 42°C, bakterije ovog soja imaju duzi log period i nakon 14 sati rasta
ulaze u stacionamu fazu rasta, s tim Sto postizu nesto vecu brojnost po ml kulture u

odnosu na rast na 37°C.

Slika 8. Kriva rasta soja Lactobacillus helveticus
BGRA43 u MRS medijumu.
0-30°C, A-37°C, 0-42°C.

Na sli¢an nacin je pracen rast ovog soja i u 10% obranom mleku. Iz prekonoc¢ne
kulture bakterija rasle u MRS-u, zasejan je 0.1% inokulum u 10% sterilno obrano
mleko. Rast bakterija praCen je svaka 2 sata, narednih 28 sati, a broj bakterija

odredjivan titriranjem odgovarajucih razblaZenja na petri Solje (Slika 9). Utvrdjeno je
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da prirodni izolat BGRA43 u mleku najbolje raste na temperaturi od 42°C, kao i da

broj bakterija nakon samo 6 sati rasta na ovoj temperaturi iznosi 3x10 cfu/ml" .

Slika 9. Kriva rasta soja Lactobacillus helveticus
BGRAA43 u 10% obranom mleku.
0-30°C, A-37°C, 0-42°C.

U isto vreme pracena je i brzina obaranja pH vrednosti tokom rasta u 10%
obranom mleku na temperaturi od 42 °C. Utvrdjeno je da, nakon 6 sati rasta u mleku,
pH vrednost mleka opada sa 6.62 na 4.53 pri Cemu, za isto vreme, dolazi do formiranja

homogenog grusa, visokog stepena viskoznosti.
2. Antimikrobijalno delovanje soja BGRA43

Posedovanje antimikrobijalne aktivnosti nekog soja, naroCito protiv patogenih
sojeva bakterija, jedan je od kriterijuma koji soj treba da zadovolji da bi bio
okarakterisan kao probiotik. Sa druge strane, utvrdjivanje spektra antimikrobijalnog
delovanja moZe imati zna€ajnu ulogu ukoliko se potencijalni probiotik Zeli iskoristiti u
procesima proizvodnje u prehrambenoj industriji. Antimikrobijalno delovanje
prirodnog izolata BGRAA43 testirano je nalivanjem 1OOpl pune bakterijske kulture,
stare 9, 12 i 16 h, u predhobno pripremljene bunarCi¢e oko kojih se ve¢ nalazio

nanesSen indikator soj. Testiranje je preliminamo izvrseno na nekoliko srodnih
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indikatorskih sojeva - Lactococcus lactis subsp. cremoris NS1, Lactococcus lactis
subsp. lactis NP45, Lactobacillus casei ATCC393, Lactobacillus plantarum A112 i u
svim slucajevima je utvrdjeno da soj BGRAA43 inhibira rast ovih sojeva. Nakon ovog
eksperimenta, na isti nacin, testirana je i antimikrobijalna aktivnost na druge
bakterijske sojeve kao Sto su: Escherichia coli C600, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Staphylococcus ATCC Metr, Streptococcus pneumoniae ATCC496,
Streptococcus pneumoniae ATCC276, Bacillus subtilis ATCCS8, Bacillus cereus
ATCC11778, Bacillus mycoides, Micrococcus flavus ATCC10240, Pseudomonas sp. i
Salmonellae sp. Torlak. Inhibitomi efekat soja BGRA43 se ogledao u pojavi svetlih
zona razliCitog dijametra oko bunarCi¢a, kao posledice nemogucnosti rasta

indikatorskih sojeva (Tabela 8).

Tabela 8 Antimikrobijalna aktivnost soja Lactobacillus helveticus BGRA43.

Indikator soj BGRA43
Lactococcus lactis subsp. cremoris NS1 +
Lactococcus lactis subsp. lactis NP45, +
Lactobacillus casei NCD0393 +
Lactobacillusplantarum A112 +
Escherichia coli C600 Tt
Staphylococcus aureus ATCC25923 T
Staphylococcus ATCC Metr +
Streptococcuspneumoniae ATCC496 -H-+
Streptococcuspneumoniae ATCC276 -H-+
Pseudomonas sp. T
Bacillus subtilis ATCC8 +
Bacillus cereus ATCC11778 +
Bacillus mycoides T

Micrococcusflavus ATCC10240
Salmonellae sp. Torlak kol.

dijametar zone inhibicije - + do 2 mm, ++do 4 mm, ++~+preko 4 mm

Prikazani rezultati su dobijeni iztri nezavisno ponovljena eksperimenta.
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U eksperimentima koji su uradjeni na sulfitnom agaru je pokazano da soj
BGRA43 ispoljava inhibitomi efekat i na rast bakterije Clostridium sporogenes.

Utvrdjeno je da, u prisustvu bakterijske kulture BGRA43 dolazi do potpune inhibicije
rasta klostridija (Slika 10).

Slika 10. Inhibicija rasta bakterije Clostridium sporogenes. 1 Sulfitni agar koji sadrzi kulturu
klostridija, preliven MRS-top agarom, 2. Sulfitni agar koji sadrzi kulturu Klostridija,
preliven BGRA43 kulturom u MRS-top agaru, 3. Sulfitni agar koji sadrzi kulturu
klostridija, preliven BGRA43 kulturom u MRS-top agaru, tretiran katalazom.

Iz tabele 8 se moZe videti da soj BGRA43 ispoljava inhibitomo delovanje na
veliki broj vrsta bakterija i da njegovo antimikrobijalno delovanje nije ograniceno na
uzak spektar srodnih vrsta. On deluje na nekoliko vrsta iz rodova Lactococcus i
Lactobacillus, ali mnogo jacu inhibitomu aktivnost ispoljava upravo prema nesrodnim
vrstama iz razliCitih rodova.

U cilju utvrdjivanja hemijske prirode jedinjenja koja dovodi do inhibicije rasta

ispitivanih sojeva uradjeno je nekoliko dodatnih eksperimenata. Za testiranje da li je
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inhibitoma supstanca proteinske prirode uradjen je eksperiment tretmana proteazom
tako Sto je na ivicu bunarCica, naneSen kristal pronaze E. S obzirom da, nakon pojave
svetle zone inhibicije, nije doSlo i do pojave karakteristicne polumeseCaste zone u
blizini nanoSenja kristala iskljucena je mogucnost da se radi o molekulu proteinske
prirode odnosno bakteriocinu. Isti rezultati dobijeni su i kada su kao proteoliticki
enzimi korid¢eni proteinaza K, tripsin i pepsin. Takodje, antimikrobijalna aktivnost je
zadrZana i u sluCajevima kada su kao inhibitori koris¢eni lizozim, katalaza, DNK-aza |
i RNK-aza I. Da bi se odbacila moguénost inhibitomog efekta Kkiseline u
eksperimentima je ispitana i antimikrobijalna aktivnost neutralisane pune kulture, stare
9, 12 i 16 sati. Konstatovano je da ne postoji detektabilna razlika u inhibitomom efektu
izmedju puferisane i nepuferisane kulture, tj. moze se zakljuciti da kiselost ili nizak pH
nije Cinilac koji izaziva inhibiciju rasta kod senzitivnih sojeva. Medjutim, ukoliko se
centrifugiranjem odstrane Celije iz prekonoc¢ne kulture, dolazi do potpunog gubitka
antimikrobijalne aktivnosti, kako nepuferisanog tako i supernatanta Cijaje pH vrednost
podeSena na 7.0. Na osnovu veceg broja eksperimenata ustanovljeno je da samo puna
kultura soja BGRAA43, bez obzira na svoju starost ispoljava antimikrobijalnu

aktivnost.

3. Transformacija soja BGRA43

Plazmidom pAl-6 koji, kao selektivni marker nosi gen koji obezbedjuje
rezistenciju na eritromicin, transformisan je soj BGRA43. Nakon elektrotransformacije
ovim plazmidom, potencijalni transformanti su selektovani na MRS podlozi sa 2.5
pg/ml eritromicina. Dobijeni su transformanti, nakon 48 sati inkubacije, a efikasnost
transformacije je iznosila 15 transformanata/pg DNK. Izolovanjem plazmidne DNK iz
transformanata potvrdjeno je prisustvo plazmida, a restrikcionom analizom proverena

je njihova struktuma intaktnost.
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4. ProteolitiCka aktivnost soja BGRA43

Eksperimenti u kojima je izuCavana brzina rasta soja BGRA43 u obranom
mleku pokazala su da on dobro raste u mleku i da je sposoban da za svega 6 sati
izazove koagulaciju mleka formiraju¢i homogeni gru$ uz izdvajanje bistrog sernma pri
Cemu dolazi do obaranja pH vrednosti u uzorku koagulisanog mleka na 4.5. Ova pH
vrednost poklapa se sa izoelektricnom tatkom na kojoj dolazi do razgradnje kazeinskih
micela i koagulacije mleka. Da bi se utvrdilo da soj BGRA43 sintetiSe ekstracelulamu

proteinazu uradjeni su dodatni eksperimenti opisani u narednom poglavlju.

4. 1 Utvrdjivanje proteolitiCke aktivnosti

Prvi test sposobnosti hidrolize proteina mleka soja BGRA43, odnosno
utvrdjivanja sposobnosti sinteze ekstracelulamih proteinaza, je uradjena analiziranjem
sposobnosti hidrolize p-kazeina. Indukcija sinteze eventualno prisutne proteinaze
vrsena je sukcesivnim gajenjem soja BGRA43 na MCA podlozi, koja sadrzi malu
koli€inu slobodnih aminokiselina, i za koju je utvrdjeno da ima sposobnost indukcije
ovog sistema. Test hidrolize P-kazeina radjen je (preliminamo), sa celim celijama u
Na-fosfatnom puferu pH 7.2, u trajanju od 5 sati na temperaturi od 40°C, pri Cemu je
degradacija supstrata uzimana kao pokazatelj prisustva aktivnih ekstracelulamih
proteinaza. Produkti hidrolize P-kazeina su analizirani razdvajanjem na 15% SDS-
poliakrilamidnom gelu. Na gelu je konstatovano, da je u gore navedenim uslovima,
doslo do totalne degradacije P-kazeinske frakcije (Slika 11). Kao pozitivna kontrola u
eksperimentu koriS¢en je soj Lactobacillus paracasei subsp. paracasei HN14, dok je

Prt" soj Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363 posluZio kao negativna kontrola. 1z
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navedenog eksperimenta se moze zakljuCiti da soj BGRA43 poseduje jaku

proteoliticku aktivnost celih Celija koja je najverovatnije posledica sinteze
ekstracelulame proteinaze.
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Slika 11. SDS-PAGE analiza sposobnosti hidrolize [3 kazeinske frakcije
uz pomoc celih ¢elija. 1 [3-kazein, 2. Lactococcus
lactis subsp. lactis MG1363,3. Lactobacillus helveticus

BGRAA43, 4. Lactobacillus paracasei HN14.

4. 2. Utvrdjivanje supstratne specificnosti

Analiza supstratne specifiCnosti proteinaze soja BGRA43 je radjena na isti
naCin kao i u eksperimentu utvrdjivanja proteoliticke aktivnosti, sa celim celijama, u
Na-fosfathom puferu pH 7.2, u trajanju od 5 sati na temperaturi od 40°C, a kao
supstrati koriSCene su sve tri kazeinske frakcije pojedinacno. Produkti hidrolize
kazeinskih frakcija su i u ovom eksperimentu analizirani razdvajanjem na 15% SDS-

poliakrilamidnom gelu. Utvrdjeno je da u Na- fosfathom puferu pH 7.2, nakon 5 sati
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inkubacije na temperaturi od 40°C, dolazi do potpune hidrolize a& i P~ kazeinske
frakcije, dokje hidroliza «- kazeina bila delimiCna (Slika 12A). Da bi se utvrdilo da li,
i pod kojim uslovima, proteinaza soja BGRA43 moze efikasnije hidrolizovati iic-
kazeinsku ffakciju, pristupilo se utvrdjivanju optimalnih uslova (optimalne pH

vrednosti i optimalne temperature) za delovanje ove proteinaze.

4. 3. Utvrdjivanje optimalne pH vrednosti i temperature za delovanja

proteinaze

Za determinaciju pH optimuma za kazeinsku hidrolizu, cele Ccelije soja
BGRAA43 inkubirane su 2 sata na temperaturi od 40°C u Na-fosfatnom puferu pH 5.4,
57, 651 7.2 kao 1 u Tris- HCL puferu pH 8 i 8.7 (Slika 13A). U paralelnom
eksperimentu determinisana je takodje 1 optimalna temperatura za aktivnost ove
proteinaze (inkubacijom u Na - fosfatnom puferu pH 7.2, u trajanju od 2 sata na
razliitim temperaturama) (Slika 13B). Kao supstrat za proteinazu u ovim
eksperimentima koris¢ena je p- kazeinska frakcija. Proteinazna aktivnost, u ovom
testu, izrazena je u arbitramim jedinicama (AU), Sto je detaljno opisano u poglavlju
Materijal i metode. Nakon preliminamih eksperimenata za utvrdjivanje optimuma
proteolitiCkih aktivnosti proteinaza soja BGRA43 sa P - kazeinskom frakcijom,
ponovljeni su i eksperimenti sa sve tri glavne kazeinske frakcije (as« 1 P~i «- kazein).

Rezultati pokazuju da se optimalna aktivnost proteinaze soja BGRA43
ostvaruje na temperaturi od 45°C, u Na - fosfatnom puferu pH 6.5 pri ¢emu za samo 2

sata dolazi do potpune degradacije sve tri kazeinske frakcije (Slika 12B).
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Slika 12. SDS-PAGE nakon hidrolize aS, P- i «- kazeinskih frakcija ekstraktom celih celija soja
BGRAA43 u neoptimizovanim uslovima (A) i na optimalnom pH 6.5 i temperaturi 42°C (B).
(Sa) - aS kazein, (Sp) - P- kazein, (SK - «- kazein.

Slika 13. Aktivnost proteinaze soja BGRA43 u funkciji pH vrednosti (A) i temperature (B).
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4. 4. Aktivnost proteinaznog ekstrakta

Vecina proteinaza bakterija mleCne kiseline je svojim karboksilnim krajem
vezana za Celijsku membranu dok se slobodni amino terminus sa aktivnim centrom
nalazi izvan Cdelije. Ovakvu konformaciju proteinaze stabilizuju joni Ca . U
nedostatku jona Ca~, kod nekih proteinaza, dolazi do autodegradacije i oslobadjanja
aktivne enzimske forme proteinaze u medijum za rast.

Pranjem cCelija soja BGRA43 u Na- fosfathom puferu sa i bez Ca” jona
dobijeni su bezcelijski enzimski ekstrati koji su dalje testirani da li poseduju
sposobnost proteolize kazeinskih frakcija. U ovom eksperimentu utvrdjeno je da
bezcelijski enzimski ekstrakt dobijen pranjem celija soja BGRA43 u puferu bez jona
Ca”, pod optimalnim uslovima hidrolize, zadrzava sposobnost hidrolize [3 kazeinske
frakcije, dok je hidroliza asi- kazeina znatno manja nego u slucaju kada se koriste cele
Celije. Sposobnost hidrolize « - kazeinske frakcije se gubi u potpunosti. Isti rezultati su
dobijeni i u eksperimentu kada je aktivni proteinazni ekstrakt dobijen pranjem celija u
Na-fosfatnom puferu sajonima Ca”. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti
da oslobadjanje proteinaze sa Celijskog zida kod soja BGRA43 nije Ca”zavisno. Na
osnovu ovih rezultata moze se zakljuCiti da je proteinaza soja BGRA43 relativno
¢vrsto asocirana sa Celijskim zidom.

U cilju utvrdjivanja pripadnosti proteinaze soja BGRA43 odredjenoj klasi
proteinaza ispitan je uticaj inhibitora, specificnih za svaku proteinaznu klasu. Pepstatin
(0.2mM) je koriscen kao inhibitor asparti¢nih proteinaza, zatim PMSF (IOmM) kao
inhibitor  serinskih  proteinaza, a 1,10-fenantrolin (2mM) kao inhibitor
metaloproteinaza. Inhibitori su u reakcionu smeSu dodavani pojedinacno, ili po dva u
kombinaciji. U eksperimentu inhibicije proteinaznim inhibitorima, za hidrolizu 0

kazeina koris¢en je ekstrakt celih éelija soja BGRA43 u Na-fosfatnom puferu pH 6.5, a
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reakcija se odvijala dva sata na temperaturi od 42°C (Slika 14). Ovim eksperimentom
je pokazano da proteinaza soja BGRA43 najverovatnije pripada serinskoj Klasi
proteinaza poSto u prisustvu PMSF-a nije dolazilo do hidrolize, dok ostali inhibitori

nemaju znacajnog uticaja na stepen degradacije P- kazeina.

Slika 14. SDS-PAGE nakon degradacija p- kazeina ekstraktom celih Celija soja BGRA43 u prisustvu
razliCitih inhibitora proteinaza. 1 P- kazein, 2. digestija p- kazeina bez prisustva inhibitora, 3.
digestija P- kazeina u prisustvu pepstatina, 4. digestija p- kazeina u prisustvu PMSF-a, 5.
digestija p~kazeina u prisustvu 1,10 fenantrolina, 6. digestija P- kazeina u prisustvu PMSF-a i
pepstatina, 7. digestija p- kazeina u prisustvu PMSF-a i 1,10-fenantrolina 8. digestija p-
kazeina u prisustvu 1,10 fenantrolina i pepstatina.



REZULTATI 69

4. 5. Analiza BGRA433 - derivata soja BGRA43

U toku rada sa sojem BGRA43 spontano je, na petri Solji nakon niza
presejavanja, dobijen derivat oznacen kao BGRA433 koji, za razliku od ishodnog soja,
nije pokazivao proteoliticku aktivnost. U proteinaznim esejima gde su, kao supstrati,
korisCene sve tri kazeinske frakcije pojedinacno, utvrdjeno je da derivat BGRA433
nema sposobnost hidrolize ni jedne kazeinske frakcije (Slika 15). Morfoloski izgled
kolonija derivata BGRA433 na Petri Solji nije se razlikovao od ishodnog soja, a
analizom njegovog plazmidnog sastava utvrdjeno je da sadrzi plazmid pRAI, Cime je
dodatno potvrdjeno daje derivat BGRA433 spontana Prt" varijanta soja BGRA43 i da

su proteinazni geni ovog soja najverovatnije locirani na hromozomu.

Slika 15. SDS-PAGE nakon hidrolize o0&, 0- i «- kazeinskih frakcija ekstraktom celih Celija soja
BGRA43 i derivata BGRA433. 1 asr kazein, 2. digestija aSkazeina sojem BGRA43, 3.
digestija aSi-kazeina derivatom BGRAA433, 4. P- kazein, 5 digestija p-kazeina sojem
BGRA43, 6. digestija (3-kazeina derivatom BGRA433, 7. «- kazein, 8. digestija K-kazeina
sojem BGRAA43, 9. digestija K-kazeina derivatom BGRA433.
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4. 6. Utvrdjivanje homologije proteinaznog gena PCR metodom

Za utvrdjivanje homologije sa do sada poznatim proteinazama BMK radjeni su
eksperimenti hibridizacije. U eksperimentima hibridizacije, sa totalnom DNK
izolovanom iz soja BGRA43, kao proba su koris¢eni fragmenti DNK iz KkatalitiCkog
regiona do sada kloniranih proteinaza. Pozitivan signal je dobijen sa probom veliCine
879 bp, koja odgovara katalitictkom domenu PrtH proteinaze klonirane iz soja
Lactobacillus helveticus CNRZ32. U cilju dodatnog utvrdjivanja stepena slicnosti
proteinaza sojeva BGRA43 i CNRZ32, dizajnirani su setovi prajmera, Jp23 i Jp25 koji
uokviruju kataliticki domen PrtH proteinaze soja CNRZ32, kao i prajmeri HW1, HW?2
i HW3 koji se nalaze u okviru domena odgovomog za vezivanje za Celijski zid
(Slikal 6).

Slika 16. Sematski prikaz pozicija sintetisanih prajmera u okviruprtH gena.

Ispekidana strelica oznaCava pretpostavljeno mesto pocCetka delecije kod derivata BGRA433.

U PCR reakcijama pored totalne DNK izolovane iz soja BGRA43 koris¢ena je i
totalna DNK izolovana iz derivata BGRA433. UmnoZavanje je vrseno sa sledeéim
parovima prajmera: Jp23 - Jp25, HW1 - HW2 kao 1 HW3 - HW2, da bi se utvrdilo iz
kojih razloga derivat BGRA433 ne poseduje proteolitiCku aktivnost (delecija ili
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taCkasta mutacija). Radi lakSeg poredjenja dobijenih rezultata sa istim parovima

prajmera umnoZena je i totalna DNK izolovana iz soja CNRZ32.

Slika 17. Elektroforeza DNK fragmenata dobijenih nakon PCR amplifikacije. Kolone 1i 11: standard
H/E. Kolone 2, 3 i 4: Prajmerima Jp23-Jp25 umnozeni fragmenti DNK izolovane iz soja
CNRZ32 (2), BGRA43 (3), BGRA433 (4), kolone 5, 6 i 7: Praymerima HW1-HW?2
umnozeni fragmenti DNK izolovane iz soja CNRZ32 (5), BGRA43 (6), BGRA433 (7),
kolone 8, 9 i 10: Prajmerima HW3-P1W2 umnozeni fragmenti DNK izolovane iz soja
CNRZ32 (8), BGRA43 (9), BGRA433 (10).

Fragmenti dobijeni umnozavanjem DNK iz soja BGRA43 su identiCne veliCine
kao fragmenti umnoZeni sa totalnom DNK izolovanom iz PrtH soja CNRZ32 i to u
reakcijama sa sva tri para prajmera (Slika 17). U sluaju kada je totalna DNK
izolovana iz derivata BGRA433, nakon amplifikacije, dobijena je traka identiCne
veliCine samo sa setom prajmera HW1-HW?2 (koji uokviruju region proteinaznog gena
odgovomog za vezivanje za Celijski zid) (Slika 17, kolona 7). Sa setom prajmera
HW3-HW2 uopste nije detektovan fragment na gelu (Slika 17, kolona 10), dok se sa
setom prajmera Jp23-Jp25 nakon amplifikacije dobijao fragment veli¢ine 350 bp (Slika
17, kolona 4).

Da bi se ustanovilo zasto postoji razlika u veliCini fragmenata amplifikovanih
setom prajmera Jp23-Jp25, izmedju soja BGRA43 i Prf derivata BGRA433, uradjeno
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je kloniranje i sekvenciranje dobijenih PCR fragmenata. Za potrebe sekvenciranja, uz
pomoC seta prajmera Jp23-Jp25 umnozZeni su fragmenti koris¢enjem totalne DNK
izolovane iz sojeva BGRA43 i derivata BGRA433, a zatim Kklonirani u pBluescriptll
SK 1 pBluescriptll KS vektor (fragment poreklom iz BGRA43), odnosno u vektor
pUC19 (fragment poreklom iz derivata BGRA433). Uporednom analizom sekvenci
pokazao je da je nivo identiCnosti katalitiCkih regiona prtH gena iz soja CNRZ32
(AF133727) i soja BGRA43 98.9% tj. da se razlika, u delu sekvence koja potice iz

katalitiCkog regiona, svodi na 15 baznih zamena( Slika 18).



BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRXZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

BGRA43

CRNZ32

ctgcagctgtaatttctgccggtaaccccggcacttcaaattcagaa, gaaggtgcta

frsiotared tritasiatitilt mman Mmitmmsmim - MEITNTT
cgcagctgtaatttctgccggtaactccggcacttcaaattcagaaa[ gaaggtgtta

ataaagcttattacgggaatcctgatatggaaactttaggtaatccaggcactgcaagaa

MiltErErn riMIEiEMIETMMIE M EL2ETT1I$U M M1 ggll TTITMTLIM I
ataaagcttactacgggaatcctgatatggaaactttaggtaatccaggcaccgcaagaa

gtgcaacaactgttgcctctgctgaaaacactaaggctactacagatggagtaactarta
ritrrtitiMmMmIrIiriMa!l fraMmi 11 MIMIMIMIMEIEYIMITTL
gtgcaacaactgttgcctctgctgaaaacactaaggctactacagatggagtaactatta

canctgctgatggaaaaactactatcgcaggtccagaagctactcagctttcagaaggta

LijitttMM™MrriErrrrIMit1ai itMmitn Mt MMM IMITIfIMM
catctgctgatggaaaaactactatcgcaggcccagaagctactcagctttcagaaggta

ctgaccctgctttctttaatgataaaaaattctacgrcgtaaaagaraagaatggcaatt

it MIirE T AaAMIMIMITTTIZLINMMMMIEILTIMMIETM
ctgaccctgctttctttaatgataaaaaattctacgtcgtaaaagataagaatggcaatt

taggcacaggttctgccaagcaatatacttctgctgtaaaaggraaaattgcaattgtca
IMIHEMYMMILITMIMIEMIn o MitliniMmmitstiliMMmMmmti It
taggcacaggttctgccaagcaatatacttctgctgtaaaaggtaaaattgcaattgtca

agcgtggtgaacztactttcaczgazaaacaaaaatatgcccaagaagctggzgecgetg
MITIiMMMIIriMIEMETITYIMMI T THEMMMIAEIEMIT LT
agcgtggtgaacttactttcactgataaacaaaaatatgcccaagaagctggtgccgetg

gtttaatcattgttaacaac aagccggcgatatgactgccatgtcacttaacg tggct
IEMETErrerm e M it M Mil Mill eI MM
gtttaatcattgttaacaac aagccggcgatataactggcatgttacttaacg ggct

iccciact tggtrtatcagctacatcaggagaaaaattagtaaaatatgtcgaaggcc

FIETE T EEME HE-MIM T rrtMIiMMIEMEMM T T MI
tccctaci ctggtttatcagctacatcaggagaaaaattagtaaaatatgttgaa-gcc

catcctgatgaagc Lttgaaggtaagtattgttgt :tcaacccttac taattctgctc
IM ALty Mirr, MIDEHEMM T MITMI I HIM MII M 1IMII
catcctgatgaagc Ittgaaggtaagtattgttgt- :caagccttac ataattctgctc

gtcaaacagacttaatgtctgatttcacctcatacggtcccacttctagcttggcattta
MITITMIiMIEMIMITIMIME T IMEEE TR MEETETTTEEM TN ]
gtcaaacagacttaatgtctgatttcacctcatacggtcccacttctagcttggcattta

agccagatatctcagcacdtjggtgaacatatttggtcaactcaaaataacaatggctata
i MIMINITMIT P EMEE rre i e e e 2 e Me
agccagatatctcagcacdaiggtggacatatttggtcaactcaaaataacaatggctata

ctaacatgtctggtacttcaatggcttctccatttattgctggtacccaagcacttgtta

Frrrrerra et e e e e et i rME ettt M iltiMmm
ctaacatgtctggtacttcaatggcttctccatttattgctggtacccaagcacttgtta

gtcaaacaatgaacgacaagaatggtgctttctacgcaacttatcaaaagatgagcgcag
mirrrritMIinmI!MMMEEMIEE TR TEEIE ML TEIEM T i m
gtcaaacaatgaacgacaagaatggtgctttctacgcaacttatcaaaagatgagcgcag

aagaaagaacggcattc caagactctaga
FEIEIE M Mil 1M
aagaaagaacg|gcatt] ; taagactctaga

REZULTATI

73

Slika 18. Poredjene sekvence koja potice iz soja BGRA43, sa sekvencom delaprtH gena koji potice iz

soja CNRZ32. Pravougaonicima su oznaCene bazne zamene.
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Nakon sekvenciranja fragmenta od 350 bp, poreklom iz derivata BGRA433,
pretraZzivanjem banke podataka, utvrdjeno je da fragment pokazuje visok stepen
homologije sa alkoholnim dehidrogenazama poreklom iz razliitih bakterijskih vrsta,
na osnovu Cega zakljuCujemo da je zbog nepostojanja originalne sekvence iz
proteinaznog gena za koju bi se prajmeri vezali, doSlo do nespecificnog vezivanja i
umnoZzavanja.

Na osnovu PCR analize i rezultata dobijenih nakon sekvenciranja moze se samo
pretpostaviti da je kod derivata BGRA433 doSlo do delecije DNK regiona koji
obuhvata i deo prtH gena. Jedan kraj delecije se nalazi u regionu prtH gena
odgovomom za vezivanje za Celijski zid (Sto potvrdjuje odsustvo sekvence za koju bi
se vezao prajmer HW3) i prostire se uzvodno zahvatajuci poCetak prtH gena, dok kraj

delecije, na osnovu ovih rezultata nije moguce precizno utvrditi (Slika 16).

5. Prezivljavanje soja BGRA43 u uslovima niske pH vrednosti i u prisustvu

Zucnih soli

Soj BGRA43 poseduje veci broj karaktera na osnovu kojih bi se mogao uvrstiti
u grupu probiotickih sojeva. Da bi soj BGRA43 mogao svrstati u red potencijalnih
probiotika, dodatno su ispitane jo§ dve karakteristike koje se Cesto navode kao
kriterijumi za selekciju probiotickih bakterija, ato su prezivljavanje u uslovima niskog
pH i u prisustvu Zu€nih soli. Testiranje preZivljavanja, u oba slu€aja, radjeno je u
uslovima veoma slicnim onima koji vladaju u gornjem delu intestinalnog trakta, u
onim vremenskim intervalima koji bi odgovarali njihovom realnom zadrZavanju pri
prolasku do colona.

Testiranje prezivljavanja bakterija u uslovima niske pH vrednosti radjeno je
tako Sto je u 9 ml fizioloSkog rastvora, sa podeSenim pH vrednostima (pH 1.5, 2, 3 i

6.5) dodavan 1 ml prekonocne kulture bakterija, a broj prezivelih Celija odredjivan je u
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momentu dodavanja kulture, nakon 30 minuta, 1, 2 i 3 sata inkubacije na 37°C,
titriranjem na Petri solji (Slika 19). Testiranje prezivljavanja bakterija u prisustvu
Zu€nih soli radjeno je tako Sto je 2%, 5% i 10% inokulum prekonoc¢ne kulture bakterija
zasejavan u MRS medijum (kontrola) i MRS medijum sa 0.3% govedje Zuci. Broj
prezivelih bakterija je odredjivan nakon 4, 8, 16 i 32 sata od inokulisanja, titriranjem

na Petri Soljama (Slika 20).

O nulti sat

030 min nakon inokulacije
0O 1 sat nakon inokulacije

a 2 sata nakon inokulacije

m 3 sata nakon inkokulacije

pH vrednost

Slika 19. Prezivljavanje soja BGRA43 u uslovima niske pH vrednosti.

——2% inokulum bez Z.S.
» —25 inokulum saO 13~ ZS.
—ik— 5% inokulum s a O ZS.

— 104 inokulum sa0.3H Z S.

Slika 20. Prezivljavanje soja BGRA43 u prisustvu 0.3% Zucnih soli.



REZULTATI 76

Rezultati ispitivanja prezivljavanja soja BGRA43 u uslovima niske pH
vrednosti pokazuju da se broj celija u fizioloSkom rastvoru pH 15 drasticno smanjuje
veC nakon 30 min inkubacije na 37°C i da nakon sat vremena nije konstatovano
prisustvo Zivih celija u rastvoru. U fizioloskom rastvoru pH 2 dolazi do smanjenja
broja Zivih Celija u toku prvih 3 sata inkubacije na 37°C, mada i nakon 3 sata
inkubacije ostaje zadovoljavajuci broj preZivelih Celija u rastvoru (2 x 106 Zivih Celija
nakon 3 sata). Smanjenje broja zivih Celija na pH 3 je neznatno, u ispitivanim
vremenskim intervalima (kao i u fizioloskom rastvoru pH 6.5). 1z rezultata se dalje
moZe videti da je prezivljavanje i rast bakterija u prisustvu Zucnih soli u direktnoj
korelaciji sa povec¢anjem inokuluma (Slika 20). Prisustvo Zuc¢nih soli prolongira vreme
adaptacije pre ulaska u logaritamsku fazu rasta i u slucaju kada se u medijum doda oko
108 ¢elija, dovoljan broj Celija prezivi i u adaptiranim uslovima nastavlja sa svojim
rastom. Broj Celija nakon 8 sati poCinje da se poveava da bi se nakon 32 sata
inkubacije ukupan broj celija povecao za 1.5 logaritamskih jedinica. U slucaju kada se
u medijum doda 107 ¢elija nakon 16 sati inkubacije ukupan broj celija priblizan je
onom sa pocCetka eksperimenta, a nakon 32 sata taj broj opada tako da u medijumu
prezivi oko 10* Celija.

6. Primena soja BGRA43 kao starter kulture u proizvodnji jogurta i kiselog

mleka

Dobar proteoliticki efekat koji soj BGRA43 ostvaruje na sve tri kazeinske
frakcije, kao i1 izuzetno dobra aktivnost u mleku nakon 6 sati inkubacije na 42°C,
nametnuo je potrebu za testiranjem ovog soja kao monokulture u proizvodnji jogurta i
kiselog mleka. U tu svrhu je u 5 1 mleka, predhodno pasterizovanog 30 min u
Kohovom loncu na 100°C, zasejan 2% inokulum svezZe prekonocne kulture bakterija.

Inkubacija je radjena na temperaturi od 42°C gde je polovina zasejanog mleka
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pripremana kao jogurt, a druga polovina kao kiselo mleko. Ukupno vreme inkubacije

je iznosilo 4 sata i 50 min za jogurt i 4 sata za kiselo mleko. Jogurt je nakon inkubacije

dvostepeno hladjen, u toku 20 min, do temperature od 11°C, a nakon toga dobro

promuckan da bi doSlo do razbijanja nastalog homogenog gruSa. Dalje Cuvanje

dobijenog proizvoda odvijalo se u frizideru na temperaturi od 4 - 8°C. Kiselo mleko je

nakon inkubacije ¢uvano u friZideru na temperaturi od 4 - 8°C. PraCene karakteristike

tokom odredjenog vremenskog perioda odnosile su se na povecanje stepena Kiselosti

tokom fermentacije i u narednih 17 dana Cuvanja u friZideru, kao i na ukupan broj

bakterija po ml proizvoda tokom istog vremenskog perioda. Rezultati analize

proizvoda dati su u tabeli 9.

Tabela 9. Promena pH i ukupnog broja celija tokom i nakon fermentacije jogurta i kiselog mleka

proizvedenih koris¢enjem soja BGRA43 kao starter kulture.
jogurt

vreme analize

2 h nakon inokulacije

2 h 30 min
nakon inokulacije

4 h nakon inokulacije

4 h 50 min
nakon inokulacije

2. dan

6. dan

8. dan

13. dan

17. dan

pH

5.20

4.6

4.00

3.85

ukupan broj

celija/ml

3 x 108

3 x 108

2.7 x 108

1.9 x 107

1x 107

kiselo mleko

pH

5.66

5.20

4.56

3.86

3.76

3.73

ukupan broj
¢elija/m1

3 x 108

2.7 x 108

9.5 x 107

2.8 x 107

7x 106
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Mlecno kiselinski proizvodi dobijeni na gore opisani naCin zadovoljavali su
osnovne tehnoloSke kriterijume tokom procesa fermentacije. Vrednost pH, jogurta i
kiselog mleka, ostaje u dozvoljenim granicama i nakon 17 dana Cuvanja u frizideru.
Broj Zivih celija nakon 17 dana opada za samo 1 logaritamsku jedinicu, u slucaju
jogurta, odnosno 1.5 logaritamskih jedinica, u slucaju kiselog mleka, Sto u potpunosti
zadovoljava tehnoloSke standarde. Zahvaljuju¢i dvostepenom hladjenju, koji je
primenjen u procesu pravljenja jogurta, postignut je visok stepen viskoznosti $to se
direktno odrazilo na kvalitet samog proizvoda. Ni kod jednog proizvoda nije zapazena
pojava gorCine, $to takodje znacajno utice na tehnoloSke karakteristike jogurta i kiselog

mleka.
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IV DISKUSIJA

U ovom radu okarakterisan je humani intestinalni izolat Lactobacillus
helveticus BGRA43 i utvrdjena su osnovna svojstva koja on mora da poseduje da bi
bio svrstan u red probiotidkih sojeva. Istovremeno, ispitana su njegova proteolitiCka
svojstva koja omogucéavaju koriséenje u procesu proizvodnje mle€no-kiselinskih
proizvoda, na prvom mestu jogurta i kiselog mleka, ¢ime se umnogome olakSava
unoSenje aktivnih Celija u organizam Coveka.

Vazni faktori za opredeljivanje nekog soja u grupu probiotickih sojeva su
njegova detaljna karakterizacija i determinacija do nivoa vrste. Primenom Kklasicnih
biohemijskih i fizioloSkih testova za identifikaciju BMK kao i koris¢enjem
identifikacionih Sema sposobnosti fementacije razliditin Secera, izolat je prvobitno
determinisan kao vrsta L. acidophilus (Banina et al., 1998). U poslednjih nekoliko
godina razvijen je niz molekulamo geneti¢kih metoda uz pomo¢ kojih se jednostavnije
I preciznije determiniSu nove vrste i vrsi reklasifikacija postojecih. Primenom Dot-
hibridizacije, RAPD i RFLP analize ustanovljeno je da grupa L. acidophilus sadrzi
najmanje 6 razlicitih vrsta koje se fizioloSkim testovima ne mogu razlikovati (Ray,
1996). U skladu sa ovim saznanjem izolat je ponovo determinisan do nivoa vrste,
koris¢enjem prajmera dizajniranih na osnovu sekvence koja potiCe iz gena za 16S
rRNK dime je dodatno potvrdjena pripadnost rodu Lactobacillus. ARDRA analiza, uz

pomod Koje je trebalo determinisati izolat do nivoa vrste samo je joS jednom ukazala
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na izuzetno blisku filogenetsku povezanost izmedju vrsta L. acidophilus i L. helveticus,
ali nije razreSila dilemu kojoj wvrsti pripada izolat BGRA43. SledeCi korak
podrazumevao je analizu broja i rasporeda DNK fragmenata dobijenih nakon
nasumi¢nog umnoZzavanja polimorfnih sekvenci u genomu (RAPD analiza), nakon
Cega je, na osnovu rezultata ove analize, izvrSena reklasifikacija i izolat BGRA43
pridruzen vrsti L. helveticus.

Optimalna temperatura za rast soja BGRA43, u zavisnosti od medijuma u kome
se gaji, iznosi izmedju 37°C (MRS medijum) i 42°C (10% obrano mleko), a pun rast
kulture se moZe dobiti samo ukoliko se ona gaji u anaerobnim uslovima. Imajuci u
vidu telesnu temperatura ¢oveka kao i uslove koji vladaju i distalnim delovima Gl
trakta soj BGRA43 je bio ozbiljan kandidat za ispitivanje ostalih svojstava koja bi ga
svrstala u red probiotika. U tom cilju uradjeni su eksperimenti koji su se odnosili na
Ispitivanje antimikrobijalnog delovanja soja BGRA43, prvenstveno na sporogene i
patogene bakterije. Inhibitomo delovanje ovog soja ustanovljeno je, kako protiv
nepatogenih, srodnih vrsta bakterija iz rodova Lactococcus i Lactobacillus, tako i
protiv veCeg broja patogenih bakterija iz rodova Streptococcus, Staphylococcus,
Salmonella i sporogenih iz rodova Bacillus i Clostridium. Snazna antimikrobijalna
aktivnost ne moze se neutralisati dejstvom proteolitiCkih enzima $to ukazuje da se ne
radi o supstanci proteinske prirode tj. bakteriocinu. Katalaza testovi su odbacili
mogucnost da se inhibicija rasta postize dejstvom vodonik-peroksida. Dodatnim
eksperimentima je potvrdjeno da niska pH vrednost pune kulture takodje nije uzrok
inhibicije rasta senzitivnih sojeva. 1z literature je poznato da mlecna i siréetna kiselina,
u kombinaciji, mogu redukovati rast nekih bakterija, ajaka antimikrobijalna aktivnost

se povezuje sa snizenim stepenom disocijacije mlecne i siretne kiseline u uslovima
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pH 4 - 4.6 (Ouwehand, 1998). Cinjenica da se inhibitomo delovanje soja BGRA43
gubi, kada u medijumu nisu prisutne Ccelije koje se kontinuirano dele, namecu
zakljuCak da se u slucaju soja BGRA43 antimikrobijalna aktivnost ostvamje uz pomo¢
nekog kratkoziveceg jedinjenja ili uz pomoC organske/ih kiseline/a koja relativno
brzo disociraju. Nije iskljuceno ni sinergistiCko delovanje mlecne i sir€etne Kiseline, sa
joS nekim za sada nepoznatim jedinjenjima, pogotovu ako se zna da puna kultura soja
BGRA43, gajena 16 sati u tecnom MRS medijumu, dostize pH 4.5.

Dalja ispitivanja potencijala soja BGRA43 kao probiotika obuhvatala su
utvrdjivanje sposobnosti prezivljavanja u uslovima niske pH vrednosti i u prisustvu
zucnih soli. Da bi celije nekog bakterijskog soja u dovoljnom broju dospele do
distalnog dela Gl trakta moraju da prevazidju nepovoljne uslove koji vladaju u zelucu i
duodenumu. Vreme potrebno da hrana udje u duodenum iznosi 3 -4 sata, dok je za
izbacivanje u spoljasnju sredinu potrebno 24 - 72 sata. Uslovi u kojima su eksperimenti
radjeni ne imitiraju u potpunosti uslove koji vladaju u ovim organima, pogotovu ako se
ima u vidu Cinjenica o specificnostima svake individue, ali nam rezultati dobijeni
testiranjem soja BGRA43 u tim uslovima mogu dati okvimu sliku o ponaSanju ovog
soja u sli¢noj sredini. U uslovima sli¢nim onima koji vladaju u Zelucu (pH 2), nakon 3
sata broj Celija opada za 2 logaritamske jedinice, Sto odgovara kriterijumima pri
selekciji probiotika. Ova pH vrednost ujedno je i najniZza pH u kojoj bakterije mogu da
prezive. U medijumu Cija pH vrednost iznosi 3, tokom 3 sata nema smanjenja ukupnog
broja bakterija Sto se i oCekivalo, imajuci u vidu da soj BGRA43 nakon 16 sati rasta u
tecnom MRS medijumu obara pH na 4.5, a nakon 48 sati rasta u mleku obara pH
mleka na 3.7. Soj BGRA43 pokazuje izrazitu tolerantnost kada je u pitanju prisustvo

0.3% Zucnih soli. Ukoliko se u medijum Celije unesu u dovoljnom broju (10 celija/ml),
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u poCetku dolazi do prilagodjavanja novonastalim nepovoljnim uslovima sredine (Sto
se ogleda u produzenom vremenu adaptacije pre ulaska u logaritamsku fazu rasta), a
nakon 32 sata od inokulisanja dolazi do povecéanja njihovog ukupanog broja. Ukoliko
se startuje sa manjim inokulumom (107elija/ml), nakon 16 sati broj prezivelih Celija se
ne menja, dok nakon 32 sata broj Celija opada za 2 logaritamske jedinice, Sto takodje
zadovoljava standarde pri selekciji probiotika (Dunne et al., 1999). Ukoliko bi se
podaci iz gore navedenih rezultata mogli preneti na in vivo uslove, od 10%elija/ml
unetih bakterija soja BGRA43, u distalni deo GI trakta bi trebalo ocekivati da se
detektuje oko 106prezivelih Celija.

Izrazita samoagregacija Celija soja BGRA43 tokom rasta u MRS medijumu jo$
jedna je karakteristika uoCena u radu sa ovim sojem. Vec je pokazano da Celije koje
samoagregiraju pokazuju i povecan afmitet za vezivanje za Celije vaginalnog i Gl
epitela, Sto doprinosi lakSoj kolonizaciji Gl i UGI trakta (Salminen et al., 1998). U
skladu sa ovim saznanjima, u toku daljih istrazivanja neophodno je detaljno utvrditi
poreklo ovog fenomena kao i potencijal Celija soja BGRA43 za kolonizaciju Gl trakta.

Soj BGRA43 pokazuje sposobnost hidrolize Secera laktoze. Njegovo
probioticko delovanje moze se sa te stane primeniti kod osoba koje su netolerantne na
laktozu.

Imajuci u vidu podatke iz literature (Salminen et al, 1998; Prescott et al., 1999;
Dunne et al, 1999) i dobijene rezultate ovih istrazivanja mozZe se zakljuciti da soj
BGRA43 mozemo svrstati u red probiotickih sojeva.

Laktobacili su viSestruki aminokiselinski auksotrofi. KoliCina slobodnih
aminokiselina i peptida u mleku nije dovoljna da obezbedi normalan rast ovih bakterija

tako da su prinudjene da kao izvor azota koriste protein mleka kazein. Zahvaljujuci
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dobro razvijenom proteolitickom sistemu, koga u nekim slucajevima Cini preko trideset
razliCitih enzima i transported sistem, kazein mleka se prevodi do oligopeptida i
slobodnih  aminokiselina (Prichard and Coolbear, 1993). Klju¢ni enzim u
proteolitickom sistemu je proteinaza, ekstracelulami protein vezan za Celijski zid
bakterija (Chopin, 1993). U cilju utvrdjivanja prisustva ekstracelulamih proteinaza u
soju BGRA43, uz pomoc celih Celija, analizirana je sposobnost hidrolize asr, 3 i «-
kazeinske frakcije u Na-fosfathom puferu pH 7.2 na temperaturi od 40°C u trajanju od
5 sati. U navedenim eksperimentalnim uslovima doslo je do totalne degradacije aS i
(3 kazeinske frakcije kao i delimi¢ne degradacije «- kazeinske frakcije. Pored
supstratne specificnosti odredjene su i optimalne vrednosti pH i temperature za
aktivnost ovog enzima. U Na-fosfathom puferu pH 6.5 i temperaturi od 45°C dolazilo
je do potpune degradacije sve tri glavne kazeinske frakcije. U pogledu sposobnosti
hidrolize kazeinskih frakcija ovaj enzim se moze samo uslovno svrstati u proteinaze
slicne PHI - tipu laktokokalnih proteinaza, s obzirom da ne postoji specificna podela
na tipove proteinaza, formirana na osnovu podataka dobijenih sa do sada analiziranim
proteinazama razliCitih sojeva laktobacila. U buducnosti, klasifikacija u okviru
pojedinih klasa, pored supstratne specificnosti, morala bi da uklju€i i druge
biohemijske i geneticke karakteristike proteinaza laktokoka i laktobacila.

ZajedniCka osobina proteinaza laktobacila je da su vezane za Celijski zid. Kod
pojedinih sojeva laktobacila prisustvo jona Ca” ima znaCajnu ulogu u stabilizaciji
aktivne forme enzima. Povecana koncentracija ovih jona smanjuje enzimsku aktivnost,
dok u njihovom odsustvu dolazi do odvajanja aktivne proteinaze sa povrsSine Celije
(Ezzat et al., 1985; Zevaco and Gripon, 1988; Pitchard and Coolbear, 1993). S druge

strane, proteinaze soja L. delbrueckii subsp. bulgaricus CNRZ397 i L. divergens 742
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vezane su za Celijski zid, ali se tokom ispiranja Celija u odgovarajuc¢im puferima odvaja
od zida nezavisno od prisustva jona Ca*(Ezzat et al., 1987; Fira, 1998). U slucaju
proteinaze soja L. rhamnosus BGEN1 tokom ispiranja ¢elija u pufern bez jona Ca#
nije moguce dobiti aktivan proteinazni ekstrakt (Fira, 1998). Na oshovu rezultata
dobijenih u ovom radu utvrdjeno je da je proteinaza soja BGRA43 vezana za Celijski
zid i da je njeno odvajanje od zida nezavisno od prisustva jona CaA Vezanost za
Celijski zid potvrdjena je i Cinjenicom da sa bezcelijskim ekstraktom, dobijenim
pranjem Celija u puferu sa i bez jona CaG dolazi do identicnog smanjenja enzimske
aktivnosti koja se ogleda u gubljenju sposobnosti hidrolize «- kazeinske frakcije i
delimi¢no asr kazeinske frakcije.

U odnosu na strukturu boCnih grupa aminokiselina koje saCinjavaju kataliticki
centar proteinaze utvrdjena su Cetiri tipa proteinaza: serinske, cisteinske, asparticne i
metaloproteinaze (Barrett and Rawings, 1991). KoriScenjem specificnih inhibitora za
svaki tip proteinaze utvrdjeno je da je proteinaza soja BGRA43 serinskog tipa
(inhibirana je PMSF-om, specificnim inhibitorom serinskih proteinaza), dok ostali
specificni inhibitori nisu imali uticaja na aktivnost ove proteinaze. U sluCaju soja L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ACADC 235 (Stefanitsi and Garel, 1997) kao i L.
helveticus CNRZ32 (Pederson et al., 1999) utvrdjeno je da ovi sojevi sintetiu po dve
razliCite proteinaze. U oba sluCaja, jedna proteinaza pripada serinskoj klasi dok druga
pripada klasi metaloproteinaza. U eksperimentima inhibicije, u kojima su koriscene
razliCite kombinacije specificnih inhibitora, pokuSalo se dodatno utvrditi eventualno
prisustvo jo$ jedne proteinaze u soju BGRA43. Na osnovu rezultata, dobijenih
razdvajanjem produkata degradacije (3 kazeinske frakcije od strane celih Celija u

prisustvu dva razliCita inhibitora po reakciji, nije doSlo ni do kakvog smanjenja ili
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povecanja efekta inhibicije koji bi se razlikovao od stepena inhibicije dobijenog sa
PMSF-om, na osnovu Cega se moze zakljuciti da soj BGRA43 sintetiSe samo jednu
proteinazu serinskog tipa. U toku daljih istraZivanja bilo bi interesantno analizirati broj
i veliCinu peptida dobijenih u procesu degradacije kazeina, kako su opisali Pederson i
autori 1999, Cime bi se defmitivno potvrdilo postojanje jedne ili dve proteinaze u Celiji.

U hibridizacionim eksperimentima, gde su, kao probe korisceni delovi
proteinaznih gena do sada kloniranih proteinaza laktobacila (prtP, prtB, prtH),
utvrdjeno je da totalna DNK izolovana iz soja BGRA43 hibridizuje samo sa
proteinaznom probom poreklom iz soja L. helveticus CNRZ32 (Pederson et al., 1999).
Dodatno, u PCR analizi uradjenoj sa totalnom DNK izolovanom uz soja BGRA43,
koriS¢enjem tri seta razliitih prajmera dizajniranih na osnovu sekvence poreklom iz
katalitickog i W domena prtH gena, dobijeni fragmenti identiCne veliCine kao
fragmenti umnozeni sa totalne DNK izolovane iz soja CNRZ32. PCR fragment,
dobijen umnozavanjem sa totalne DNK soja BGRA43, uz pomo¢ prajmera koji
uokviruju kataliticki region prtH gena kloniran je i sekvenciran. Uporedjivanjem
dobijene sekvence sa sekvencom katalitickog regiona PrtH proteinaze ustanovljeno je
da su ove dve proteinaze u okviru katalitickog regiona gotovo identicne tako da se
moze tvrditi da soj BGRA43 poseduje PrtH proteinazu.

U ovom radu okarakterisan je i spontani Prt" derivat soja BGRA43, oznacen kao
BGRAA433. ZakljuCak da ovaj derivat ne poseduje proteinaznu aktivnost donet je nakon
neuspelog pokuSaja da se celim celijama ovog derivata, u optimalnim uslovima,
hidrolizuju tri glavne kazeinske frakcije. Rezultati dobijeni na osnovu dalje analize
(eksperimenti hibridizacije i PCR) potvrdili su postojanje delecije koja pada u okvir

proteinaznog gena derivata BGRA433. Delecija zahvata deo katalitiCkog regiona, a s
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obzirom da je Prt' mutant dobijen spontano, za sada nije poznato koji su faktori
indukovali nastanak delecije i koji mehanizmi su bili ukljuceni u ovaj proces.
Degradacija kazeina koja dovodi do stvaranja peptida jedinstvene strukture kao
i sposobnost proizvodnje mle¢ne kiseline kljucni su faktori koji utiCu na selekciju
odredjenih sojeva za industry sku primenu. Slaba aktivnost u mleku u pocCetnim fazama
fermentacije se detektuje kod velikog broja laktobacila. Zato se na poCetku mlecno-
kiselinske fementacije kao starteri obiCno koriste dobri proteoliti, iz rodova
Lactococcus i Streptococcus, koji za kratko vreme snizavaju pH sredine ustupajuci
mesto vrstama iz roda Lactobacillus koji tek onda postaju predominantna vrsta
formirajuci konacnu teksturu, ukus i aromu proizvoda. U ovom radu je utvrdjeno da se
soj BGRA43, zahvaljujuéi napred opisanim karakteristikama, moze vrlo uspesno
koristiti kao monokultura u proizvodnji jogurta i kiselog mleka. PonaSanje u samom
procesu fermentacije kao i kvalitet fmalnog proizvoda zadovoljavaju tehnolodke

standarde pa se ovaj soj moze uvrstiti u grupu starter kultura.
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V ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata iznetih u ovom radu mogu se doneti sledeCi zakljucci:

1. Humani intestinalni izolat BGRA43 determinisan je kao vrsta Lactobacillus
helveticus.

2. Optimalna temperatura za rast soja BGRA43 u MRS medijumu je 37°C,
odnosno 42°C u 10% obranom mleku. Tokom rasta u MRS medijumu pokazuje izraziti
efekat samoagregacije Celija. Najbolji rast ovaj soj postiZze u anaerobnim uslovima pri
koncentraciji CO. od 10%. Nakon 6 sati rasta u mleku, obara pH vrednost mleka sa
6.62 na 4.53 pri ¢emu dolazi do formiranja homogenog gruSa visokog stepena
viskoznosti.

3. Soj BGRAA43 poseduje jedan, najverovatnije kripticni plazmid (pRAI),
veliCine oko 2.4kb.

4. Soj BGRA43 pokazuje antimikrobijalno delovanje na sledeée sojeve:
Lactococcus lactis subsp. cremoris NS1, Lactococcus lactis subsp. lactis NP45,
Lactobacillus casei ATCC393, Lactobacillus plantarum, Escherichia coli C600,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus ATCC Metr, Streptococcus
pneumoniae ATCC496, Streptococcus pneumoniae ATCC276, Bacillus subtilis
ATCCS8, Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus mycoides, Pseudomonas sp. i
Clostridium sporogenes. Antimikrobijalna aktivnost se ispoljava samo u ¢elija koje se
kontinuirano dele.

5. Broj Celija koji prezivljava nepovoljne uslove niske pH vrednosti i prisustvo
zucnih soli u medijumu u potpunosti zadovoljava kriterijume postavljene kod selekcije
probiotickih sojeva.

6. Soj BGRA43 poseduje ekstracelulamu proteinazu. Optimalna pH vrednost za
aktivnost proteinaze ovog soja iznosi 6.5 dok je optimalna temperatura 45°C. U
optimizovanim uslovima cele celije soja BGRA43 za 2 sata dovode do potpune
hidrolize sve tri glavne kazeinske frakcije.
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7. Oslobadjanje proteinaze sa Celijskog zida nije zavisno od jona Ca .

8. Na osnovu eksperimenata sa specifinim proteinaznim inhibitorima moze se
zakljuciti sa soj najverovatnije poseduje proteinazu serinskog tipa. Aktivnost
proteinaze inhibirana je PMSF-om, specif!¢nim inhibitorom serinskih proteinaza.

9. U toku rada sa sojem BGRA43 dobijen je spontani Prt derivat, oznacen kao
BGRA433, koji nema sposobnost hidrolize ni jedne kazeinske frakcije.

10. Eksperimentima hibridizacije i PCR analizom, sa totalnom DNK
izolovanom iz soja BGRAA43, utvrdjeno je postojanje sliCnosti sa proteinaznim genom
poreklom iz soja Lactobacillus helveticus CNRZ32.

11. Kloniran je i sekvenciran DNK fragment, poreklom iz soja BGRA43,
dobijen uz pomoc¢ prajmera koji uokviruju kataliticki region prtH gena. Uporednom
analizom sekvenci, katalitickog regiona prtH gena iz soja CNRZ32 i soja BGRA43
ustanovljena je slicnost od 98.9%. PCR fragmenti dobijeni umnoZavanjem totalne
DNK iz soja BGRA43 i soja CNRZ32, uz pomo¢ prajmera iz regiona odgovomog za
vezivanje proteinaze za Celijski zid, bili su identi¢ne veliCine.

12. Na osnovu PCR analize i rezultata dobijenih nakon sekvenciranja moze se
zakljuciti daje kod derivata BGRA433 doslo do delecije dela proteinaznog gena.

13. Testiranjem na maloj skali potvrdjeno je da soj BGRA43 moze biti uspesno
iskoris¢en kao starter kultura za proizvodnju mlecno-kiselinskih proizvoda - jogurta i
kiselog mleka.
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