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КРАТАК САДРЖАЈ

Млеко је секрет млечне жлезде и у почетном периоду живота после рођења сисара

представља главну и најважнију храну. Истовремено је и извор воде, која је есенцијална

за одвијање свих процеса у организму. Поред нутритивне улоге, млеко због садржаја

антитела и имунокомпетентних ћелија има улогу у имунитету. Колострум и млеко

престављају одличну подлогу за успостављање цревне микробиоте, а уједно испољавају

пургативну улогу. Бактерије млечне киселине, припадници породице Lactobacillacеae
(лактобацили), доспевају у млеко после муже и чине микробиоту колострума и млека.
Уз велике промене у таксономској класификацији последње деценије а нарочито

последњих година поред технолошког значаја и употребе у индустрији производње

ферментисаних производа од млека, ове бактерије су предмет истраживања научника

широм света. Истраживања су оријентисана у смеру антимикробних својстава према

патогеним микроорганизмима и преживљавања при различитим температурама и

условима како би се одабрали за употребу као пробиотске културе.
Циљ ове докторске дисертације је био да се изврши изолација лактобацила из млека куја,
њихова карактеризација и испита антимикробни потенцијал према патогеним

микроорганизмима.
Током испитивања одабрано је четири изолата, који су идентификовани испитивањем

биохемијских особина, методом MALDI TOF и потврђени секвенцирањем гена за 16S
компоненту рибозома као Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus reuteri,
Lacticaseibacillus paracasei и Ligilactobacillus murinus. Сва четири изолата су расла при

различитим температурама (20 °C, 25 °C, 32 °C и 42 °C) и у присуству жучних соли (5%),
а најбољи раст је био при 37 °С. Такође, сви изолати су показали раст после

лиофилизације. Испитивање антимикробног потенцијала изолата лактобацила  у in vitro
условима је показало да је L. rhamosus инхибисао раст S. aureus, S. Typhimurium и E.
coli, док L. murinus није испољио инхибиторни ефекат према тест микроорганизмима.
Применом агар дифузионог теста доказано је да је највећи антимикробни ефекат

испољио L. rhamnosus са зонама инхибиције код свих тест микроорганизама, сем код P.
aeruginosa, L. paracasei је дао зоне инхибиције код три тест микроорганизма; L. reuteri
према два и L. murinus према једном тест микроорганизму.
Резултати испитивања указују на могућност примене изолата лактобацила у пракси као

пробиотских препарата, који се користе у превенцији гастроинтестиналних поремећаја

код паса.

Кључне речи: млеко, пас, лактобацили, микробиота, MALDI TOF, антимикробни,
пробиотик



SUMMARY

Milk is a secret of the mammary gland and represents the main and most important food in the
initial period of life after birth of mammals. At the same time, it is also a source of water, which
is essential for the development of all processes in the body. In addition to its nutritional role,
milk due to the content of antibodies and immunocompetent cells, plays a role in immunity.
Colostrum and milk represent an excellent substrate for the establishment of intestinal
microbiota, and at the same time they exert a purgative role. Lactic acid bacteria, members of
the Lactobacillacеae family (lactobacilеs), enter milk after milking and make up the microbiota
of colostrum and milk. With major changes in taxonomic classification in the last decade and
especially in recent years, in addition to their technological importance and use in the fermented
milk products industry, these bacteria are the subject of research by scientists around the world.
Research is oriented towards antimicrobial properties against pathogenic microorganisms and
survival at different temperatures and conditions in order to select them for use as probiotic
cultures.
The aim of this doctoral dissertation was to isolate lactobacilli from bitch milk, characterize
them and test their antimicrobial potency against pathogenic microorganisms.
During the study, four isolates were selected, which were identified by examining biochemical
properties, the MALDI TOF method and confirmed by sequencing of the gene for the 16S
ribosomal component as Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus reuteri,
Lacticaseibacillus paracasei and Ligilactobacillus murinus. All four isolates grew at different
temperatures (20 °C, 25 °C, 32 °C and 42 °C) as well in the presence of bile salts (5%), and the
best growth was at 37 °C. All isolates showed growth after lyophilization, as well.
Determination of antimicrobial potential of lactobacilli isolates in vitro showed that isolate L.
rhamosus inhibited the growth of S. aureus, S. Typhimurium and E. coli, while L. murinus did
not show an inhibitory effect on the test microorganisms. Using the agar diffusion test, it was
proven that the greatest antimicrobial effect was exhibited by L. rhamnosus with zones of
inhibition on all test microorganisms, except for P. aeruginosa, L. paracasei showed zones of
inhibition on three test microorganisms; L. reuteri against two and L. murinus against one test
microorganism.
The results of the study indicate the possibility of application lactobacilli isolates in practice as
probiotic, used in the prevention of gastrointestinal disorders in dogs.

Key words: dog milk, lactobacilli, microbiota, MALDI TOF, antimicrobial, probiotic
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1. УВОД

Пас спада међу прве животиње, које је човек припитомио. Контакт и квалитет

међусобног односа је неупоредив у односу на друге животињске врсте. Највећи број

теорија и радова говори да је процес припитомљавања почео пре око 15 000 година.
Међутим, Perri и сар. (2021) наводе да су пси у Сибиру припитомљени пре 23 000 година.
Како су људи у миграцијама водили псе са собом неки од њих су завршили у Америци.
Нагли напредак у проучавању генома пса као мултидисциплинарне базе података,
допринео је бољем разумеавању генетског састава паса нарочито код адаптације и

фенотипске разноликости (Zhang и сар., 2021). Рађене су и морфолошке анализе

палеолитских паса као подузорка морфопопулације вукова (Galeta и сар., 2021). Kao
производ селекције, коју је спровео човек, данас је присутно неколико стотина раса паса

јaсног фенотипа (Galibert и сар., 2011). Руски научник Димитриј Бељајев је радио на

сродним врстама као што је лисица и њиховом припитомљавању. Помињу се три

медитеранска полуострва (балканско, иберијско и италијанско) као значајна подручја за

проучавање припитомљавања паса (Tancredi и Cardinali, 2023). Тачна географска

локација места доместикације је дуги низ година па и деценија дебатована у научним

круговима. Доместикација сe одвијала у источној Азији, на блиском истоку, у

централној Азији, јужној Кини па до Европе као центра одомаћења. Такође упитан је и
број доместикацијских процеса.
Може се рећи да је пас домаћа животиња, човеков пратилац и пријатељ са којом је

остварио најјачи, најдубљи и најбољи контакт. Постоје материјални докази у виду

археолошких налаза и фосилних остатака да је пас уз човека 9000 година, а по некима је
тај период много дужи и износи 14 000 година, чему говоре у прилог налази остатака

паса у Немачкој. Сматра се да је најстарији археолошки остатак за који се претпоставља

да је припадао домаћем псу, лобања нађена у Русији (планина Алтај), за коју се

процењује да је стара око 35 000 година, као и остаци нађени у Израелу, чија старост се

процењује на 12 000 година. Ипак, треба имати у виду да постоје и знатно старији

археолошки налази. Данас се у многим културама различитих земаља пас сматра делом

породице и због блиског контакта са човеком има импликације не само на животињу,
већ и на власника.
Домаћи пас, по зоолошкој класификацији, припада царству животиња (Animalia), типу

кичмењака (Chordata), класи сисара (Mamallia), реду (Carnivora), суперпородици

(Canoidea), породици (Canidae), потпородици (Suinae), роду (Canis), врсти (Canis liupus)
и подврсти (Canis lupus familiaris). Суперфамилија Caniodea, која обухвата и медведе,
ласице, творове, ракуне и пинипеде (фоке, морски лавови и моржеви). Фамилија

Canidae, филогенетски се највише разликује од осталих чланова суперфамилије и

процењује се да је до издвајања од осталих карнивора дошло пре више од 50 милиона

година. Први подаци о еволутивном развоју месоједа потичу из периода од пре 50 до

100 милиона година. У том периоду је живео ситни месојед Креодонт. Према теорији

еволуције, прапреци савремених месоједа су се развили пре два милиона година (током

периода плиоцена и плеистоцена). Домаћи пас је последња подврста која се током

еволуције издвојила у оквиру фамилије Canidae. Ова група животиња је широко

распрострањена у целом свету, сем на Антарктику и пар острва Oкеаније (Pallin, 2012).
Домаћи пас (Canis lupus familiaris) потиче од вука (Canis lupus) или златног шакала

(Canis aureus) и још од времена Дарвина се полемише ли је ова тврдња истинита. Данас

се може потврдити ова чињеница да је вук предак пса анализом понашања, вокализацијe,
морфологије и молекуларне биологије (Clutton-Brock, 2016). У прилог пореклу пса од

вука су резултати анализа митохондријалне DNK пореклом од паса различитих раса и
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вукова из различитих делова света. О односу човека и вука или пса постоји више

легенди, а једна од њих је да је у старом Риму вучица, која је сишла на реку да се напије

воде подојила близанце Ромула и Рема и старала се о њима да би они касније основали

град Рим.
У исхрани свих сисара важан извор протеина представља млеко. Млеко је секрет млечне

жлезде, који је првенствено намењен исхрани младунчади. То је храна која садржи

градивне, енергетске и заштитне материје неопходне за правилан раст и развој

младучади, а које карактерише висока сварљивост, односно искористивост. Млеко не

само да испуњава све нутритивне захтеве за раст штенади, већ има и протективни

ефекат, јер их штити од инфективних болести. Заштитни ефекат млека куја је у вези са

комбинованим деловањем заштитних фактора присутних у колоструму и млеку, као што

су имуноглобулини, имунокомпетентне ћелије, масне киселине, полиамини,
олигосахариди, лизозим и лактоферин. Лактација је критичан период у узгоју паса и

прерано одбијање је обично повезано са високим морталитетом и морбидитетом

штенади. Досадашња истраживања из ове области сe углавном односе на

идентификацију потенцијалних патогених бактерија у клинички манифестним

перинаталним инфекцијама, укључујући маститисе код куја и септикемије код

новорођених штенади. Млеко, због високог садржаја воде, приближно неутралне pH
вредности (6,5–6,7) и присуства хранљивих материја је идеална средина за

размножавање многих микроорганизама. Такође, млеко по напуштању млечне жлезде

здравих животиња, садржи мали број непатогених микроорганизама, не више од 300
CFU/mL код крава, што представља секреторну или примарну контаминацију млека,
која настаје при протицању млека кроз ductus papillaris код музних животиња. По

напуштању млечне жлезде, млеко долази у контакт са спољашњом средином, одакле

настаје постсекреторна или секундарна контаминација млека. Значајна групу

микроорганизама, која чини непатогену микробиоту млека представљају бактерије

млечне киселине (БМК), чији назив представља незваничну таксономску класификацију

и обухвата микроорганизме, који имају способност да разлажу лактозу до млечне

киселине. У групу бактерија млечне киселине сврставају се Lactobacillus врсте. Познато

је да Lactobacillus врсте чине микробиоту различитих делова тела човека и животиња. У
литератури се често бактерије млечне киселине називају „добре“ или „корисне“

бактерије. Заступљене су у индустрији хране нарочито у индустрији млека и производа

од млека, индустрији пива, вина као и у фармацеутској индустији. Налазе се на биљкама,
слузокожи органа респираторног и дигестивног система људи и животиња. Лактобацили

су Грам-позитивни, неспорогени, каталаза негативни штапићи, анаеробни а поједине

врсте су факултативно аеробне или микроаерофилне. Непокретни су, могу да се боје

варијабилно – нејасно да ли су црвене или плаве боје До 2020. године, род је обухватао

преко 260 филогенетски, еколошки и метаболички различитих врста, док је касније

напретком молекуларних техника током 2020. године предложена нова таксономска

подела на 25 родова са 261 врстом. 
Зависно од врсте варира њихова величина и облик по којем могу бити правилни кратки

штапићи, дугачки танки, благо повијени на крајевима, често поређани у ланце. Расту на

крвном агару у виду ситних и средње величине сивих колонија било уз одсуство или

присуство алфа, а ретко бета хемолизе. На MRS (de Man Ragosa and Sharpe) агару расту

у виду белих, често мукоидних колонија. Идентификација се врши секвенционирањем

(16S rRNK) или методом MALDI-TOF, jeр се идентификација испитивањем

фенотипских карактеристика сматра непоузданом. За изолацију подлога користи се МRS
(de Мan, Ragosa i Sharpe) агар.
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2. ПРЕГЛЕД ЛИТЕРАТУРЕ

У савременом добу научни приступ изучавању лактобацила се значајно проширује,
поготово због чињенице да се употребом пробиотика може нормализовати интестинална

микробиота у случају њеног поремећаја (Fuller, 1989; Zhang и сар., 2021). Припадници

породице Lactobacillaceae (лактобацили) су од великог значаја за здравље људи и имају

економски значај, јер се користе у већини ферментационих процеса хране за људе и

сточне хране (Gänzle, 2015). Такође, саставни су део цревне микробиоте код многих

животиња, укључујући и домаће животиње (Walter, 2008). Лактобацили, који се користе

у процесу ферментације хране морају да буду безбедни (Bourdichon и сар., 2019) и носе

статус квалификоване претпоставке безбедности (Qualified Presumption of Safety-QPS)
од стране Европске агенције за безбедност хране или генерално сматране безбедним

(GRAS) oд Америчке агенције за храну и лекове (EFSA Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ) и сар., 2020). Лактобацили су нашли своју примену у пробиотицима за

побољшање здравља људи или животиња (Hill и сар., 2014).
Употреба пробиотика код паса се заснива на искуствима и резултатима добијених из in
vivo истраживања код људи, што често представља проблем с обзиром на другачије

навике у исхрани паса, често лизање тела, другачији састав пљувачке и pH у дигестивном

тракту паса (You и сар., 2022). Данас се повољан механизам деловања лактобацила

објашњава кроз деловање различитих биолошких продуката лактобацила као што су

масне киселине кратких ланаца, полипептиди, муропептиди засновани на

пептидоглукану, екстрацелуларни полисахариди, односно ћелијски лизати (Wegh и сар.,
2019). Потенцијал примене ферментисаног млека произведеног са културама

лактобацила, карактеризација и проучавање популације лактобацила код паса још увек

нису довољно испитани (Kumar и сар., 2021). Природни извор лактобацила је млеко куја

којим се нативни дигестивни тракт штенади насељава током сисања, а број лактобацила

се креће од 132 дo 609 CFU/mL (Martín и сар., 2010) што је слично вредностима

утврђеним у млеку жена. Као најзначајније врсте лактобацила, узимајући у обзир расни

састав испитиване групе јединки, географски положај са микроклиматским факторима,
који условљавају локалну популацију бактерија, изоловани су: L. reuteri, L. fermentum, L.
animalis, L. murinus, L. јohnsonii (Martín и сар., 2010), L. acidophilus (Kumar и сар., 2021;
Zhang и сар., 2021), L. fermentum (Zhang и сар., 2021).
Резултати испитивања (Кumar и сар.,2021) после давања производа добијених

ферментацијом млека деловањем лактобацила показали су позитиван ефекат на

дигестивни тракт одраслих паса који се огледао у значајном повећању концентрације

укупних масних киселина кратких ланаца (Short Chain Fat Acids-SCFA), али и значајном

повећању сирћетне, пропионске и бутерне киселине. Додатно су аутори утврдили

повећање концентрације млечне киселине, смањење количине амонијака као и повећање

броја бифидобактерија и лактобацила а пада броја клостридија и колиформних

микроорганизама у микробиому фецеса (Martín и сар., 2010). Zhang и сарадници (2021)
су такође испитивали пробиотски потенцијал лактобацила изолованих од паса у in vitro
условима. Доказали су да испитивани сој L. acidophilus не подлеже ензимској разградњи

лизозима (0,1g/L у трајању од 90 минута) у проценту од 22% почетног инокулума, да

боље од других лактобацила преживљава дејство жучних соли и ниски pH желудачног и
цревног сока, као и да испољава антимикробну активност директним дејством и

бактериoцинима према патогеним бактеријама као што су Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus и ентеротоксогене E. coli (Zhang и сар., 2021). You и сарадници

(2022) су испитали деловање L. acidophilus изолата на кариогену и гингивалну патогену

микробиоту усне дупље паса (Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus,
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Porphyromonas gingivalis и Prevotella intermedia), као и микроорганизме (Candida
albicans, E. coli и Staphylococcus aureus) где је установљено смањење броја до испод

лимита детекције PCR методом у усној дупљи и знатна инхибиција у in vitro огледу.
Аутори су такође испитали и квалитет сперме паса 0 и 4. недеље после примене

лактобацила кроз суплементацију у храни и установили су да постоји разлика у

концентрацији сперматозоида и њиховој покретљивости али да није статистички

значајна (Wegh и сар., 2019; You и сар., 2022). Sherwani и Bukhari (2022) дају објашењење

за механизам деловања пробиотских култура који се заснива на адхеренцији лактобацила

на епител мукозе, стварање антимикробних супстанци и утицају на каскаду регулације

имунског одговора (Fatima Sherwani и Ara Abbas Bukhari, 2022). Исти аутори описују и
стварање витамина под утицајем пробиотске микрoбиоте и то витамина К, биотина,
кобалтамина, фолата, никотинске киселине, пиридоксина, рибофлавина и тиамина, а

цитирају и Holzera и Farzija (2014), који су представили утицај пробиотске културе на

ментално здравље објашњавајући тиме да бифидобактерије и лактобацили стварају гама

аминобутерну киселину (GABA), али и да се серотонин може наћи као продукт

микроорганизама родова Enterococcus, Escherichia, Streptococcus и Candida, као и

допамин код рода Bacillus (Holzer и Farzi, 2014)..

2.1 Опште карактеристике и подела лактобацила

Фамилија Lactobacillаcеае обухвата микроорганизамe који по незваничној таксономској

класификацији припадају групи бактерија млечне киселине (БМК). Често се називају

„добре“ или „корисне“ бактерије због своје улоге у индустрији хране, нарочито

индустрији млека и производa од млека, индустрији пива, вина као и у фармацеутској

индустрији (Слика 2.1). Оптимална температура раста је између 30 и 40 °C, иако

температура раста може да се креће од 2 до 53 °C; расту при pH од 3 до 8. Расту у

анаеробним условима, али поједине врсте толеришу кисеоник или могу да расту

микроаеорофилним условима (10% СО₂) (Pot и сар., 2014). Лактобациле карактерише

ферментативни метаболизам. Стварају млечну киселину као главни крајњи производ

ферментације из шећера што је некада била основа таксономије рода, пошто је Орла-
Јенсен (1919) већ разликовао три подрода – „Тhermobacterium“ и „Streptobacterium“ за

облигатно хомоферментативне и факултативно хетероферментативне бактерије, односно

„Betabacterium“ за облигатне хетероферменторе (Pot и сар., 2014). У зависности шта је
крајњи производ разлагања лактозе, бактерије млечне киселине се деле на:
хомоферментативне лактобациле, који стварају искључиво млечну киселину из хексоза

путем Embden-Мayerhof-Parnas (ЕМP) пута или путем гликолизe. Пентозе и глуконат се

не ферментишу. Облигатни хомоферментативни лактобацили имају фруктоза-1,6-
дифосфат (ФДП) алдолазе, али не и фосфокетолазе.
Факултативно хетероферментативне врсте немају ФДП алдолазе, ферментишу хексозе

до млечне киселине преко ЕМP пута и могу да разграђују пентозе и глуконат преко

индуковане фосфокетолазе са производњом сирћетне киселине, етанола и мравље

киселине. Облигатни хетероферментативни лактобацили метаболишу пентозе и хексозе

искључиво преко хетеролактичног фосфоглуконата пута (Hammes и Hertel, 2006)
(Hammes и Vogel, 1995) и генерално не садрже ФДП алдолазу (Zhang и сар., 2021, 2022)
Године 2020. Tаксономском реорганизацијом бактерија млечне киселине

рекласификовано је преко 300 врста, који су били сврстани у 7 родова и 2 породице, сада

сврстано у једну фамилију, Lactobacillaceae са 25 родова, обухватајући Lactobacillus,
Ligilactobacillus, Lacticaseibacillus Paralactobacillus, Pediococcus, Weissella,
Fructobacillus, Convivina, Limosilactobacillus, Oenococcus, Leuconostoc тј. 23 нова рода,
који обухватају организме који су раније класификовани као врсте рода Lactobacillus
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(Zhang и сар., 2021). Секвенце 16S RNK гена нису довољне да се раздвоје филогенетски

односи (Holzapfel и Wood, 2014) и стога није била могућа идентификација све док

секвенце генома већине типских сојева лактобацила нису постале познате (Zheng и сар.,
2015).

Слика 2.1.1 Лактобацили на микроскопском препарату oбојеном по Граму

Научна класификација рода Lactobacillus је следећа: Домен: Bacteria; Тип: Bacillota;
Класа: Bacilli; Ред: Lactobaillales; Породица: Lactobacilaceae; Род: Lactobacillus

Слика 2.1.2. Филогенетско стабло језгра генома од 336 сојева породице Lactobacillaceae
са Carnobacterium maltaromaticum као излазном групом. Стабло максималне вероватноће

је анализирано на основу спојених протеинских секвенци једнокопијских гена језгра као

што су описали (Zhang и сар., 2021). Израчунато из 1000 понављања и све вредности су

биле >90%. Врсте истог рода имају исту боју гране. Називи хомоферментативних и
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хетероферментативних врста приказани су црвеном, односно плавом бојом преузето од

Quiao и сар. (2022).

Да би се разјаснили филогенетски односи лактобацила ниje билa довољна само метода

секвенцирања 16S rRNK гена (Holzapfel и Wood, 2014), већ су биле потребне секвенце

целог генома већине типова сојева лактобацила (Zheng и сар., 2015). Таксономски оквир

за лактобациле је комплетиран крајем 2019. године и односи се на свих 261 врста

лактобацила, који су описани у марту 2020. године (Zhang и сар., 2021). Од 2020. године

описано је 37 нових врста (Слика 2.1.2.). Све ове врсте одговарају еколошким и

метаболичким особинама одговарајућих родова које су раније предложене (Zhang и сар.,
2020). Уз неколико изузетака, нове врсте Lactobacillus и Limosilactobacillus су описане

као изолати адаптирани да колонизују животиње кичмењаке. Нове врсте

Bombilactobacillus и Apilactobacillus су описане као изолати пореклом од инсеката и

номадских, еколошких или родова, који се доводе у везу са биљкама и изолатима код

спонтано ферментисаног поврћа. Додавање више од 40 генома после 2019. године

потврдило је да су Lactobacillaceae монофилетске само ако су обухваћене и

Leuconostocaceae Слика 2.1.2 (Zhang и сар., 2021). Повезаност раније Leuconostocaceae
са осталим Lactobacillaceae се може прихватити са већом сигурношћу. Унутар

хетероферментативних организама, родови кокусног или кокоидно облика формирају

монофилетску групу, која је најсроднија Furfurilactobacillus (Слика 2.1.2). Таксономски

оквир који су предложили (Zhang и сар., 2020) је потврђен накнадним филогенетским

анализама и новим описима врста. Пре 2020. године, опис нових родова у породици

Lactobacillaceae је у суштини био немогућ, јер би оставио преостали род Lactobacillus
фрагментираним. Концептуални оквир који су предложили Zheng и сар., (2020) олакшава

опис нових таксона у породици Lactobacillaceae. Нови изолати се лако идентификују на

нивоу рода анализом секвенце гена 16S rRNK, као што је пример за 37 нових врста у
породици Lactobacillaceae које су описане после 2020. године. Тренутна таксономија

може да олакша регуларно одобравање употребе Lactobacillaceae у храни за људе и

сточној храни, јер су отпорност на антибиотике и формирање биогених амина, два

критеријума која се користе у процени безбедности Lactobacillaceae, делимично

повезана са тренутном таксономијом на нивоу рода (EFSA Panel on Additives и Products
or Substances used in Animal Feed (FEEDAP) и сар., 2018). Препознајући предности нове

таксономије, владине агенције неких земаља као што су Америчка агенција за храну и
лекове, Министарство здравља Канаде и Европска агенција за безбедност хране су

почеле да користе тренутну номенклатуру (Qiao и сар., 2022).

2.2 Налаз лактобацила у млеку куја и њихово антимикробно деловање

У литератури су присутни подаци о налазу лактобацила у млеку куја и испитивању

њиховог антимикробног потенцијала у in vitro и in vivo условима. Martin и сар. (2010)
су испитали узорке млека од девет куја различитих раса и изоловали лактобациле:
Бостон теријер (L. murinus, L. animalis, L. reuteri, L. johnsonii), кокер шпанијел (L.
murinus, L. animalis, L. fermentum, E. faecium, E. faecalis, Streptococcus. salivarius, Staph.
epidermidis), далматинац (L. murinus, L. animalis, L. reuteri са белим и жутим колонијама,
E. faecalis, Str. bovis), 2 кује златног ретривера (код прве L. murinus, L. animalis, L. reuteri,
E. faecalis, Str. bovis, Staph. simulans и код друге L. murinus, E. faecium, Staph. simulans,
квасци), шпански мастиф (само L. reuteri), белгијски овчар (Str. bovis, Staph.
pseudointermedius) и 2 кује јоркшир теријера (код прве E. faecalis и друге L. fermentum, L.
reuteri са белим и жутим колонијама, W. viridescens, E. faecium. За изолацију колонија

лактобацила коришћени су паралелно плоче MRS и MRS-Cys (са додатком цистеина)
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агара на којима је избројан број од 1,3 до 6,1 x 10² CFU/mL за различите расе паса.
Највећи број лактобацила је доказан у узорцима млека кује расе далматински гонич,
најмањи број код Бостон теријера. На VRBG aгару није било раста. Резултати ове студије

су показали да у млеку куја могу да буду присутни лактобацили и на тај начин

представљају њихов природни извор овог микроорганизама за штене које сиса.
Изостанак раста на VRBG агару је био потврда да су узорци правилно узети и животиње

држане у добрим хигијенским условима. Маrtin и сар. (2010) су профилисањем

полиморфне DNK помоћу случајне амплификације доказали 28 различитих генетских

профила изолата лактобацила. Пробиотски потенцијал је процењен помоћу различитих

тестова као што је испитивање преживљавања у условима, који опонашају оне који

постоје у гастроинтестиналном тракту, производњу антимикробних једињења,
адхеренцију на цревни муцин, разградњу муцина и осетљивости на антимикробне

лекове. Доказали су да неки сојеви у будућности имају потенцијал за примену као

пробиотици код паса.
Fernandez и сар. (2019) су испитали пробиотски потенцијал два соја лактобацила

изолованих из млека куја у in vitro и in vivo условима на експерименталном моделу пса

како би се проценио њихов потенцијал за спречавање појаве гастроентеритиса. Методом

16S rRNК секвенцирања два соја лактобацила изолована у овом истраживању су

идентификована као L. rhamnosus и L. plantarum, којима је Европскa агенцијa за

безбедност хране (EFSA) доделила статус квалификованe претпоставке безбедности

(QPS) и налазе се у комерцијалним пробиотским препаратима тестираним за употребу

код паса. У току студије испитана је антимикробна активност лактобацила, њихова

адхеренција на епителне ћелије и муцин, разградња муцина, преживљавање при

условима, који се могу наћи у гастроинтестиналном тракту и осетљивост на

антимикробне лекове. Оба соја су показала висок пробиотски потенцијал  у in vitro
условима. Метода преливања (Magnusson и Schnürer, 2001) је коришћена да би се

испитала способност сојева да инхибишу раст тест микроорганизама (Clostridium
perfringens MP24, Enterococcus faecalis MP33, Staphylococcus aureus MP29, Escherichia
coli MP07 (O157:H7), MP11 и MP17, Salmonella enterica MP46, Campylobacter jejuni
MP42, Proteus vulgaris MP48, и Klebsiella pneumoniae MP68). Просечна зона инхибиције

око линија засејавања L. rhamnosus MP 01 и L. plantarum MP 02 била је > 2 mm, што је
доказ антимикробне активности према свим тест микроорганизмима, посебно ефикасан

према Грам-негативним тест микроорганизмима. Међутим, неутрализацијом pH
вредности култура оба соја лактобацила имало је за последицу губитак антимикробне

активности.  Способност оба соја да стварају бактериоцине је испитана агар дифузионом

методом (Martín и сар., 2010). Као тест микроорганизми су коришћени: Clostridium
perfringens MP24, Enterococcus faecalis MP33, Staphylococcus aureus MP29. Резултати,
које су Fernandez и сар. (2019) добили су показали да бактериоциногена активност није

доказана према индикатор микроорганизама сојева. Потенцијал за превенцију

гастроинтестиналних инфекција је процењен на експерименталном моделу пса када су

коришћени штенци стари један месец. Група од 12 штенаца немачког овчара, 6 мужјака и
6 женки, примала је L. rhamnosus MP01 дневно током 2 месеца, а друга група од 12
штенаца, 6 мужјака и 6 женки, исте расе, примала је L. plantarum MP02 током истог

временског периода. Исти експериментални приступ је примењен за штенце

јоркширског теријера. Испитивање је обухватило 12 паса сваке расе у плацебо групама.
Резултати су показали да је примена сојева испољила значајни превентивни ефекат на

појаву гастроинтестиналних инфекција код паса.
Од 53 изолата Lactobacillus spp. пореклом од 22 пса You и сар. (2022) су методом 16S
rRNA секвенцирања идентификовали девет изолата као Lactobacillus acidophilus, који

су показали антимикробни ефекат према Streptococcus mutans, изазивач обољења зубала
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паса. Такође, антимикробни ефекат у in vitro условима је испитан према Candida albicans
KACC 30071, Escherichia coli KACC 15541, Staphylococcus aureus KACC 13236 и

Streptococcus mutans KACC 16833. Инхибиторни ефекат супернатанта одабраних изолата

лактобацила према тест микроорганизмима је одређиван квантитативно мерењем

оптичке густине (OD). Сојеви Lactobacillus acidophilus су умножени у TSB бујону, а

супернатант култура је добијен после центрифуговања на 13 000 обртаја/мин. у трајању

од 2 минута. Тест микроорганизми су такође умножени у TSB бујону, који је инкубисан

при 37 °C 24 h. Супернатанти лактобацила (20%, v/v) су додати у MRS бујон, а потом су

инокулисани патогени тест микроорганизми у концентрацији 1% (v/v). МRS бујон

инокулисан са патогеним тест микроорганизмима без супернатанта лактобацила је била

негативна контрола. Оптичка густина (OD) je мерена на таласној дужини 600 nm после

18 h и 24 h при 37 °C. После инкубације 24 h, сви изолати лактобацила су показали

инхибиторну активност према четири различита патогена микроорганизма (C. albicans,
E. coli, S. aureus и S. mutans). Сем једног изолата лактобацила са ознаком MJC180 за

инхибицију E. coli, сви изолати су значајно инхибирали четири тест патогена

микроорганизма у зависности од соја. Ови изолати су снажно инхибисали S. mutans, који

је повезан са развојем каријеса. L. acidophilus MJC175 је имао највећу инхибиторну

активност према S. mutans, а затим MJC179 и MJC178. Већу инхибицију C. albicans и E.
coli је показао L. acidophilus MJC175 у односу на L. acidophilus (KACC 12419). На основу

њихове антимикробне активности према S. mutans, одабрана су три изолата и коришћена

у даљeм експерименту. У току in vivo истраживања 3 соја лактобацила у моно и мешаној

култури су перорално давана псима у концентрaцији 108-109 CFU сваког дана током 4
недеље. Резултати in vitro и in vivo испитивања указују да изолати L. acidophilus
пореклом од паса, посебно L. acidophilus MJCD175, могу бити примењени као

пробиотски препарати за очување оралне хигијене паса.
У прилог антимикробном потенцијалу лактобацила пореклом од паса су и резултати

Zhang и сар. (2021) који су методом 16S rRNA секвенцирања идентификовали

L.acidophilus (сој AR1), L. acidophilus (сој AR2) и L. fermentum чије су антимикробно

деловање у in vitro условима испитали према Грам-негативним микроорганизмима

(Salmonella enterica серотип Typhimurium ATCC14028), Salmonella enterica серотип

Typhimurium SL1344 (SL1344), eнтеротоксогена Escherichia coli k88 (ETEC).
Инхибиторни потенцијал сојева лактобацила (AR1, AR2, AR3) на раст тест

микроорганизама процењен је Оксфорд Агар дифузионом методом када је испитана

бујoнска културе после инкубације, бактеријске ћелије и супернатант. Патогени сојеви

(ATCC14028, SL1344, ETEC, S. aureus) су (107 CFU/mL) на плоче LB агар. Затим je 100
µl бујонске културе (107 CFU/mL), супернатанти и бактеријске ћелије (107 CFU/mL)
сваког соја лактобацила (AR1, AR2, AR3) су инокулисани у отворе, а затим су плоче

држане при 4 °C 3 h да инокулум дифундуjе у подлогу. После 12 h инкубације при 37 °С,
мерен је пречник зона инхибиције. Зоне инхибиције > 15 mm сматране су високом

инхибиторном активношћу испитаних сојева. Антимикробно деловање сојева

лактобацила је испитано у моно и мешаној бујонској култури са тест микроорганизмима

(107 CFU/mL). Број живих бактерија и pH вредност мешаних и чистих култура сваке

бактерије су мерени као оптичка густина (OD600) у различитим интервалима (6 h, 12 h,
24 h). Да би испитали да ли је инхибиторни ефекат лактобацила на раст тест

микроорганизама последица ниског pH или су и њихови метаболити, тест

микроорганизми су засејани у MRS бујону са pH истим као pH вредности културе сојева

лактобацила (AR1, AR2, AR3) током 24 h. Антимикробна активност бујонских култура

свих сојева лактобацила показала је високу инхибиторну активност у односу на

супернатанте и бактеријске ћелије. Саме бактеријске ћелије лактобацила нису показале

антимикробну активност. Бујонска култура соја L. acidophilus AR1 је испољила највећу
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инхибиторну активност, када је зона инхибиције била 19,03±0,2 mm за S. Typhimurium
ATCC14028, затим следе сој S. Typhimurium SL1344 (зона инхибиције од 17,47±0,55 mm),
S. aureus (зона инхибиције од 15,43±0,70 mm) и ETEC (зона инхибиције од 14,90± 0,46
мм). Бујонска култура соја L. acidophilus AR2 je показала највећу инхибиторну активност

(18,80±0,85 mm зона инхибиције) према S. Typhimurium SL1344, затим S. Typhimurium
ATCC14028 (17,67±0,61 mm зона инхибиције), S. aureus (14,57± 0,9 mm зона инхибиције)
и ETEC (13,90±1,03 mm зоне инхибиције). Бујонска култура и супернатант соја L.
fermentum AR3 су имали мању антимикробну активност у поређењу са сојевима L.
acidophilus. Лактобацилi су инхибисали раст патогених бактерија у мешаним културама.
Раст у моно и мешаној култури је био приближно исти, али у монокултури је био нешто

слабији него у мешаној култури са патогеним тест микроорганизмима.
Zhang и сар. (2021) су доказали да се инхибиторни ефекат сваког лактобацила на раст

различитих врста патогених микроорганизама разликује. Раст патогених

микроорганизама је инхибисан у мешаној култури са лактобацилима. После 24 h број

живих бактерија сваког патогена у чистој култури је био већи него у мешаној култури са

лактобацилима. Стварање киселине је било приближно у моно и мешаној култури. Пад

pH вредности је био спорији код моно култура патогених микроорганизама него код

мешаних култура и моно култура лактобацила. Утврђено је да је број живих патогена

већи када се гаје при pH вредности једнакој pH вредности културе лактобацила од 24 h
него при ко-култури са лактобацилима. Раст патогених микроорганизама је био више

инхибиран када су били у мешаној култури са лактобацилима него при ниској pH
вредности као што је pH вредност културе лактобацила од 24 h, што указује да

антимикробна активност потиче од метаболита лактобацила. Сој L. acidophilus AR1 је
био најотпорнији на ниску pH вредност и високу концентрацију жучних соли, затим L.
acidophilus AR2 и L. fermentum AR3. Стопа преживљавања сваког соја се повећавала са

повећањем pH и смањењем концентрације жучних соли.
У истраживању Kumar и сар. (2021) је испитиван ефекат синбиотика припремљеног

комбинацијом ферментисаног млека произведеног са Lactobacillus acidophilus NCDC15
и праха корена биљке Cichorium intybus на здравље паса. Синбиотици подстичу раст

корисних микроорганизама попут лактобацила и бифидобактерија, а истовремено

смањују број потенцијално патогених микроорганизама код паса. Употреба синбиотика

има и друге корисне ефекте на гастроинтестинални тракт и имунитет паса, што

резултира повећаном производњом млечне киселине и масних киселина кратких ланаца

и смањењем нивоа амонијака. У експерименту је учествовало 15 одраслих женки

лабрадор ретривера насумично је распоређених у три групе. Прва група је храњена само

домаћом основном храном и служила је као контролна група (CON), док су друге две

групе храњене истом основном храном допуњеном ниским (LSL) и високим нивоима

(HSL) синбиотика. Експеримент је трајао 9 недеља. Резултати студије су показали да су

пси расе лабрадор ретривер добро реаговали на синбиотску формулацију ферментисаног

млека Lactobacillus acidophilus NCDC15 и праха корена Cichorium intybus. Није било

варијација (p> 0,05) између група у погледу добровољног уноса хране и сварљивости

DM, OM, CP и EE. Међутим, сварљивост сирових влакана је имала тенденцију (p = 0,051)
да буде већа у обе групе са суплементима у поређењу са CON. Физичке карактеристике

фецеса су остале непромењене (p > 0,05) због дијететских третмана. Међутим, садржај

лактата у фецесу је био повећан (p < 0,05) у обе групе храњене синбиотиком, уз

истовремени пад фекалног амонијака у поређењу са контролном групом. Популација

фекалних лактобацила и бифидобактерија показала је већи број (p < 0,05) у LSL и HSL
групама него у CON. У LSL и HSL групама је била мања популација клостридија и

колиформних бактерија него у CON. Налази ове студије указују да синбиотски препарат
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има благотворан утицај на здравље гастроинтестиналног тракта и имунитет паса, а

одговор на синбиотску суплементацију у нижим и вишим дозама био је сличан. 
Tomusiak‑ Plebanek и сар. (2022) су испитали утицај изолата лактобацила из ректалних

брисева на Campylobacter. У току овог истраживања је изоловано и идентификовано 30
сојева рода Lactobacillus и четири соја рода Campylobacter. Од 30 сојева Lactobacillus, 22
су показала инхибиторни ефекат према Campylobacter. Четири соја са најјачим

антагонизмом према Campylobacter (L. salivarius 25 K/L/1, L. rhamnosus 42 K/L/2, L. sakei
50 K/L/1 и L. agilis 55 K/L/1) су одабрана за даљу процену њихових потенцијалних

пробиотских карактеристика. За испитивање антимикробног ефекта аутори су користили

агар дифузиони тест. Мерењем pH вредности спонтано закишељених супернатаната

добијених из 24 h култура после инкубације изолата и Lactobacillus при 37 °C кретале су

се од 3,8 до 4,5. Просечан пречник зона инхибиције раста изазваних природним

закишељеним супернатантима од четири испитана Lactobacillus соја био је 16,26 ± 0,79
mm, где је пречник бунара био 9 mm. Oд 30 сојева Lactobacillus, 22 су показала

инхибиторни ефекат према два референтна соја Campylobacter (C. jejuni ATCC 29428 и
C. coli ATCC 33559). Пречник зона инхибиције раста кретао се од 9,0 ± 0,0 mm до 21,25
± 1,1 mm, где је 9 mm био пречник бунарчића. Активност испитаних сојева Lactobacillus
према тест микроорганизмима била је углавном у корелацији са врстом. Сви испитани

изолати L. delbrueckii (n = 3) нису показали антагонистичко деловање (9,0 ± 0,0 mm)
према C. jejuni и C. coli, али сојеви L. rhamnosus (n = 8) и L. brevis (n = 4) су показали

антагонистичко деловање. Код сојева, који припадају врсти L. salivarius, примећена је
велика хетерогеност у величини инхибиторних зона. У овој групи, четири од седам

сојева нису показала антагонистичко деловање према тест микроорганизмима и један

изолат је са најјачом инхибицијом раста Campylobacter (средња зона инхибиције 20,25 ±
1,4 mm). Просечан пречник зона инхибиције за C. jejuni је био 13,6 ± 3,8 mm, а за C. coli
12,6 ± 3,4 mm. Није било статистички значајних разлика (p < 0,05) у осетљивости ове

две врсте Campylobacter на антимикробне супстанце које производе сојеви Lactobacillus.
Супернатанти лактобацила са неутралисаним киселинама (pH 6,8—7,0) нису показали

никакво антагонистичко деловање. Три од четири испитана соја су стварала

екстрацелуларни H2O2. Највећа стопа стварања (10 mg/L после 10 минута од почетка

експеримента и 30 mg/L 24 h касније) примећена је код соја 50 K/L/1. Сојеви 25 K/L/1 и
55 K/L/1 после 24 h инкубације показали су нижу продукцију H2O2, 1 mg/L, односно 3
mg/L. Сви испитани сојеви су показали веома добро или умерено преживљавање при pH
3,0 и 2,0 и високу толеранцију на 0,5% и 1% жучних соли.

Hayasaka и сар. (2021) су доказали имуномодулаторни ефекат давања биогена

Lactobacillus врста Биогени су корисне биоактивне супстанце, које синтетишу

лактобацили. Утичу на цревну микробиоту активишући имунолошку функцију црева и
имунстимулаторни ефекат преко деловања на бактерије одговорне за производњу масних

киселина кратких ланаца.

2.3 Пробиотици

Пробиотик (Probiotic) је грчка реч, која значи Pro bios-за живот (Fuller, 1989). Током

деценија у лотератури је било више различитих објашњења значења. Једно је да је

пробиотик микробиота живих култура, које побољшавају квалитет аутохтоне

микробиоте када се дају људима или животињама. У историјату се наводи да је 1908.
године Мечников дао прву дефиницију пробиотика по којој употреба ферментисаних

производа од млека продужава рок трајања производа. Lilly и Stillwell су 1956, године

закључили да неки микроорганизми синтетишу стимулаторе раста за друге
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микроорганизме. Употреба речи пробиотик може указати на благотворно деловање на

микроорганизме. Parker је сковао реч пробиотик да би дефинисао хемијске материје и
микроорганизме, које доводе у равнотежу микроорганизаме гастронтестиналног тракта

(Fuller, 1989). Ово значење је подигло значај речи супстанције и обухватало је

антибиотике. Fuller је усавршио опис, који је дао Parker и описао пробиотике као живи

микроорганизам, који има благотворно дејство на здравље топлокрвних животиња кроз

обнављање нативне цревне микробиоте.  Дефиниција Fullerа је истакла преживљавање

и благотворне ефекте пробиотика на животиње. Haveenar и Veld су их 1992. године

описали као „одрживе микроорганизме“, који се дају људима или животињама као моно

или мешане културе и имају повољно дејство на здравље домаћина, побољшавајући

карактеристике интестиналне микробиоте (Calderaro и Chezzi, 2024). Schaafsma
проширује концепт и према тој дефиницији пробиотици су живе бактерије које, ако се

унесу перорално и ресорбују имају позитиван ефекат на здравље домаћина, Salminen је
запазио да је пробиотик у производима од млека микробна култура. Сходно томе,
матрикс хране је индикатор да се микроорганизам и храна сматрају пробиотицима.
Међутим, пошто храна која није произведена од млека може да садржи пробиотске

продукте, није било оправдано узимати у обзир само производе од млека као матрикс за

пробиотике. Schrezenmeir и De Vreseсу 2001. године пробиотике описали као живе

микроорганизме који имају ефекте на здравље независно од места активности (Calderaro
и Chezzi, 2024).
Од 2001. године WHO (World Health Organization) и FAO (Food and Agriculture
Organization) препознаје пробиотике као „живе микроорганизме, који поспешују

здравље домаћина ако се дају адекватно“. Нешто касније, 2014. године, ова дефиниција

је проширена у „живи микроорганизме који утичу повољно на здравље домаћина када

се примењују у одговарајућим количинама“. Овај концепт је научна заједница широко

прихватила и представља критеријум у већини владиних агенција за процену лекова,
хране и суплемената као пробиотика. Ови микроорганизми су широко распрострањени

у природи и погодни су за употребу у индустрији хране. Неке намирнице се сматрају

добрим извором пробиотика, као што су производи од млека, нпр. јогурт. Млеко и

млечни производи се често повезују са микроорганизмима који обнављају дигестивни

тракт корисним одржавањем (Tambekar и Bhutada, 2010). Лактобацили се сматрају

најранијим описаним пробиотиком (Шема 2.3).

Шема 2.3 Сојеви пробиотских бактерија (Sherwani и Bukhar, 2022)
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2.4 MALDI-TOF MS

Метода MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry) je брза и осетљива аналитичка метода идентификације и карактеризације

микроорганизама, која се заснива на процени масе јонизујућег узорка молекула кратким

ласерским импулсима након њихове кристализације са органском киселином мале

молекулске тежине, која се назива матрикс (Cain и сар., 1994; Singhal и сар., 2015).
MALDI-TOF MS представља револуционарну методу уведену последњих неколико

година, која даје доприос у клиничкој микробиологији за идентификацију патогених

бактерија и гљивица и откривање резистенције на антимикробне лекове (Calderaro и

Chezzi, 2024). Метода се заснива на протеомској анализи профила градивних протеина

бактерија и гљивица (Clark и сар., 2013; Kassim и сар., 2017). Показало се да има

предности, које се огледају у високој осетљивости, једноставног извођења и ниске цене,
иако је цена спектрометра релативно висока. Масена спектрометрија (МС) је откривена

у 19. веку и најранијих дана је коришћена само у хемијским наукама. Осамдесетих

година 20. века, уведен је MALDI, који је побољшао употребу МС, омогућавајући њену

примену за идентификацију биолошких макромолекула као што су протеини (Singhal и
сар., 2015).
Научници John Fenn и Koichi Tanaka су 2002. године добили су Нобелову награду за

хемију и примену ове методе, која је засновану на развоју техника јонизације меке

десорпције за анализу биолошких макромолекула, обухватајући електроспреј и меку

ласерску десорпцију. На слици 2.4. је MALDI-TOF уређај.

Слика 2.4. MALDI-TOF уређај (Bruker, SAD)
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Ова техника чини анализу масене спектрометрије применљивом на велике и осетљиве

поларне молекуле који имају виталну улогу у биолошким системима. Карактеристике

електроспреј спектара за велике молекуле су кохерентне секвенце врхова чији су

компонентни јони вишеструко наелектрисани, при чему се јони сваког врха разликују за

једно наелектрисање од јона суседних врхова у секвенци. Спектри су добијени за

биополимере олигонуклеотиде и протеине, MALDI-TOF MS се као метода, која

комбинује анализу протеома са C10H7NO3 као матриксом, показала корисном за брзу

идентификацију микроорганизама и описали су је 1994. године Cain и сар. (1994). Током

1975. године изведени су први експерименти у којима је идентификација

микроорганизама била помоћу MS, и иако су резултати били охрабрујући, нису били

репродуцибилни због интерференције медијума за раст и услова раста (Anhalt и Fenselau,
1975). Велико побољшање методе донела је MALDI-TOF MS техника 80. година XX века

омогућавајући анализу великих биомолекула протеина рибозома бактерија са предношћу

да је било слабо ометањe због медијума за култивацију и услова раста, а резултати

идентификације су били репродуцибилни и поуздани на нивоу врсте микроорганизма

(Fenselau и Demirev, 2001).
Последњих 10 година увођење MALDI-TOF MS у клиничке микробиолошке

лабораторије је значајно изменило ток дијагностичког рада у идентификацији бактерија

и гљивица. MALDI-TOF MS је 2009. године широко уведен у клиничке микробиолошке

лабораторије и од тада је забележено побољшање методе. Најважнија промена се

односила на претходну обраду бактерија, која је коришћена у раној фази применe
MALDI-TOF MS идентификације. Показало је да је могуће одмах користити свеже

колоније нанесене на MALDI циљне плоче једноставном припремом, и ова чињеница је
брзо допринела практичној примени MALDI-TOF MS технологије за идентификацију

микроорганизама широм света (Hillenkamp и Karas, 1990; Fenselau и Demirev, 2001;
Croxatto и сар., 2012).
Последњих 10 година увођење MALDI-TOF MS у клиничке микробиолошке

лабораторије је значајно изменило ток дијагностичког рада у идентификацији бактерија

и гљивица (Ouarti и сар., 2020; Li и сар., 2022). На шеми 2.4 приказан је рад на MALDI-
TOF: узимање се чиста бактеријска култура (1), мешњеа са матриксом (2) и наношење на

плочицу за очитавање (3), апарат бележи запис спектра након ласерског упаравања (4) и
упоређује са базом за коначни резултат (5).

Шема 2.4. Рад на MALDI-TOF апарату (Li и сар., 2022)
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3. ЦИЉ И ЗАДАЦИ

Циљ истраживања је био да се испита присуство бактерија млечне киселине

(лактобацила) у млеку куја, као и да се изврши карактеризација изолата и испита њихов

антимикробни потенцијал.

За остваривање циља постављени су следећи задаци:

1. Извршити одабир куја и узорковати млеко

2. Извршити изолацију бактерија млечне киселине – лактобацила

3. Извршити идентификацију бактерија млечне киселине кроз фазе:

3.1. Примарна бактериолошка идентификација

(микроморфологија, макроморфологија и биохемијске особине)

3.2. Идентификација методом MALDI-TOF

3.3. Идентификација секвенцирањем гена за 16S rRNK.

4. Извршити одређивање броја микроорганизама у узорцима млека куја и то:

4.1. Број лактобацила

4.2. Број коагулаза позитивних стафилокока

4.3. Број Enterobacteriaceae

4.4. Укупан број аеробних мезофилним бактерија 

5. Извршити фенотипску карактеризација изолованих лактобацила и то:

5.1. Испитати биохемијске карактеристике

5.2. Испитати раст изолата лактобацила при различитим температурама

5.3. Испитати преживљавање изолата у средини са жучним солима

5.4. Испитати степен преживљавања поступка лиофилизације

5.5. Испитати антимикробни потенцијал изолата у in vitro условима
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4. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ РАДА

4.1  Материјал

4.1.1 Одабир куја и узорковање млека

Материјал у току истраживања су представљали узорци млека, који су асептично узети

од 30 куја различитих раса (немачки овчар, лабрадор, истарски гонич, кане канарио, чау

чау, ротвајлер, бернски планински пас, стафордски теријер, мопс, доберман, лагото

ромањоло, шарпланинац, пудла, боксер, бостон теријер) у различитим фазама лактације.
Узорци млека куја су прикупљени са различитих географских локалитета у Републици

Србији (Карта 4.1.1) .

Карта  4.1.1 Географски локалитети прикупљања узорка – црвене тачке (   )
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Све кује су морале да испуњавају следеће критеријуме:

1) да су здраве

2) гравидитет протекао без компликација

3) није било употребе антибиотика и/или пробиотика током претходна два месеца

4) није било перинаталних проблема код штенaди.

Пре узимања узорака млека куја млечна жлезда је припремана тако што је опрана,
очишћена и осушена папирним убрусом за једнократну употребу, а потом су врхови

дезинфиковани ватом натопљеном етанолом (70%) Асептично узети узорци у стерилне

пластичне посудице су означаване и стављене у ручни фрижидер на температуру до 4°C.

Етичко одобрење

Будући да женке пaса не спадају у музне животиње, пре започињања експеримента је
било неопходно прибавити етичко одобрење за узимање узорака млека. Протоколе за

истраживање и учешће женки паса у експерименту одобрили су Управа за ветерину,
Министарство пољопривреде, шумарства и водопривреде (Решење бр. 323-07-/2023-
05/2) (Прилог 9.2) и Етичка комисија за заштиту добробити експерименталних животиња

Факултета ветеринарске медицине Универзитета у Београду (бр. 01-1/12) (Прилог 9.3).

Узимање узорака

Узимање узорака млека куја током различитих фаза лактације је приказано на Шеми 1.

Шема 1. Поступак узимања узорака млека куја током лактације

Време (дани) Лактациони период
0. дан-Partus кује 14. дан 50. дан- крај

Узорци млека нису

узимани, јер је после

штењења колострално

млеко непходно за први

подој штенади и стицање

имунитета у првим даним

живота.

Узорци млека се узимају у количини до 2 ml, али не мање

од 1,5 ml, како би могло да се направи основно

разблажење преношењем 1 ml у 9 ml у средства за

разблаживање (пуферисана пептонска вода)
Сваки узорак је одлаган у ручну фрижидер-торбу (4-8оC)
и тако допрема у лабораторију Факултета.
Узимање узорака је вршено после подоја, а у изузетном

случају ако је дошло до устезања млека, да би се млеко

спустило у цистерну млечне жлезде, дипл. ветеринар

задужен за здравствену заштиту животиња је супкутано

апликовао окситоцин (Oxytocin®, Biovet, Шпанија) у

дози од 2-10 i.j.. На исти начин су узимани узорци од

индивидуалних власника и из одгајивачница, одн. из

Центра за обуку паса Ниш.
Напомена:
Припрема млечне жлезде куја је била на следећи начин:
После благе масаже, млечни комплекси су опрани водом,
осушени папирним убрусом за једнократну употребу, а
затим ватом натопљеном алкохолом (70% етанол)
дезинфиковани врхови папила мамарних комплекса.
Власник /лице задужено за дневну бригу о животињама
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је вршио мужу уз претходно стављене латекс рукавице,
у стерилне пластичне посудице, које су претходно

обележене. Током муже се благо поступало са

животињама да не би дошло до стреса и устезања млека.

Слика 4.1. Узимање узорка млека куја на терену (Ауторска фотографија)

4.1.2 Подлоге

У току извођења експеримента коришћене су наведене микробиолошке подлоге:

Подлоге за изолацију и одређивање укупног броја различитих врста

микроорганизама из узорака млека куја

Микробиолошке подлоге у експерименту су припремане из праха комерцијалних

хранљивих подлога.
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4.1.2.1 Средство за разблаживање, припрему основног и децималних разблажења 
узорака млека куја

За припрему основног и децималних разблажења коришћена је пуферисана пептонска

вода (PPV).

Састав пуферисане пептонске воде (LAB, Eнглеска) (g/L) jе следећи:
Продукт ензимског разлагања казеина 10,0
Натријум хлорид (NaCL) 5,0
Динатријумхидрегенфосфат (анхидрид) 3,6 
Калијумхидрогенфосфат 2,5

Подлога је према упутству произвођача припремана тако што је 20,1 g праха растварано

у 1000 mL дестиловане воде и остављено да стоји при собној температури 10 минута, а
потом је вршена стерилизација у аутоклаву при 121 °C 15 минута са крајњим pH 7,0±0,2.

4.1.2.2 Подлоге за излацију и бројање лактобацила

За изолацију и бројање лактобацила пореклом из млека куја је коришћен MRS (de Man,
Rоgosa Sharpe) агар.

Састав MRS агара (HiMedia, Индија) (g/L) је следећи:
Пептон 10,0
Екстракт меса 8,0
Екстракт квасца 4,0
D (+) глукоза 20,0
Калијум хидроген фосфат (KH2PO4) 2,0
Tween 80 1,0
Диамонијумхидрогенацетат 2,0
Натријум ацетат 5,0
Магнезијум сулфат (MgSO4) 0,2
Манган сулфат (MnSO4) 0,004
Агар 12,0

Подлога је припремљена тако што је 70 g праха растворено у 1 000 mL дестиловане воде.
Загревањем подлога је отопљена и стерилисана при температури 121°C 15 минута, а

крајњи pH је био 6,4±0,2 при 25°C.

Поред МRS агара у експерименту је за изолацију лактобацила из млека куја коришћен

крвни агар-Columbiа Blood Agar (CBA) са додатком 5% v/v овчије крви.

Састав Colimbia Blood Agar (HiMedia, Индија) (g/L):

Продукт ензимскoг разлагања казеина 12,0
Дигестат животињског ткива 5,0
Екстракт квасца 3,0
Екстракт меса 3,0
Кукурузни скроб 1,0
Натријум хлорид (NaCl) 5,0
Агар 13,5
Овчија дефибринисана крв   50 mL
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Поступак припреме CBA подлоге је подразумевао да се на 950 mL расхлађене стерилне

базе подлоге асептично дода 50 mL стерилне дефибринисане овчије крви.

4.1.2.3 Подлога за одређивање укупног броја Enterobacteriacae

За одређивање укупног броја Enterobacteriacae, као показатеља хигијене узимања узорака

млека куја коришћен је VRBG (Violet Red Bile Glucose) aгар.

Састав VRBG агара (LAB, Енглеска) (g/L) је следећи:
Екстракт квасца 3,0
Пептон 7,0
Натријум хлорид (NaCL) 5,0
Жучне соли 1,5
Глукоза 10,0
Неутрал црвено 0,03
Кристал виолет 0,002
Агар 12,0

Прах у количини од 38,5 g је растваран у 1000 mL дестиловане воде, остављен 10 минута

да се хомогенизује уз повремено мешање, а потом је стављан да се прокува уз мешање

тако да се не прегреје. Подлога је расхлађивана на 47°C и разливана у ерленмајере. Код

ове подлоге није било потребно извршити стерилизацију у аутоклаву. Крајњи pH подлоге

је био 7,4±0,2 .

4.1.2.4 Подлога за одређивање укупног броја стафилокока

За одређивање укупног броја стафилокока у узорцима млека куја током експеримента је
коришћена подлога Baird Parker (ETPGA) (Egg,Telutite, Pyruvat, Glycocol Agar) агар.

Састав Baird Parker агара (LAB, Eнглеска) (g/L) je следећи:
Триптон 10,0
Месни екстракт 7,5
Екстракт квасца 1,0
Глцин 12,0
Натријум пируват 10,0
Литијум хлорид (LiCl) 5,0
Агар 20,0

Подлогу je припремана тако што је 65,5 g праха растворено у 1 000 mL дестиловане воде.
Загревањем подлога је отопљена и стерилисана у аутоклаву 15 минута при температури

121 °C, а крајњи pH је био 6,8±0,2. У подлогу расхлађену на око 47 °C је додата

суспензија жуманцета јајета (10 mL) и 1 mL 2 % калијум телурита на 100 mL подлоге. 

4.1.2.5 Подлога за одређивање укупног броја аеробних мезофилних бактерија

За одређивање укупног броја аеробних мезофилних бактерија у узорцима млека куја је
коришћена подлога за укупан број бактерија.

Састав подлоге за укупан број бактерија (Торлак, Србија) (g/L) je био следећа:
Триптон „Торлак“ 5,0
Екстракт квасца „Торлак“ 2,5
Дектроза 1,0
Агар 15,0
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Подлога је припремана тако што је 23,5 g праха растворено у 1000 mL хладне

дестиловане воде и остави да стоји 15 минута. Подлога је затим пажљиво загрејана до

кључања да се потпуно раствори и стерилише у аутоклаву при 120 °C 15 минута, а крајњи

pH подлоге је морао да буде 7,0.

4.1.2.6 Медијум за лиофилизацију

За лиофилизацију изолата лактобацила пореклом из млека куја коришћен је медијум

следећег састава:
10% обрано млеко (10g/100mL) 10% сахароза (10g/100mL) са додатком 2,5%
mононатријум глутамата (2,5 g/100mL). Стерилизација је изведена у Коховом лонцу уз

провереру стерилности. Додато је обрано млеко у односу 1:1 при коначној

концентрацији од 20%. Хомогенизовано је на вортексу и директно разливано у ампуле

пред лиофилизацију.

Састав медијума за изолате коришћене у експерименту где је испитивано преживљавање

после лиофилизације је био следећи:

Ligilactobacillus murinus
15 mL соја + 1,5 mL обрано млеко + 1,5 ml сахарозe + Na глутамат

Разливено je 8 бочица по 2 mL.
Lactobacillus reuterи
20 mL соја + 2 mL обрано млеко + 2 mL сахарозe + Na глутамат

Разливено je 10 бочица по 2 ml.
Lactobacillus paracasei
15 mL соја + 1,5 mL обрано млеко + 1,5 mL сахарозe + Na глутамат

Разливено je 8 бочица по 2 ml.
Lactobacillus rhanmosus
15 mL соја + 1,5 mL обрано млеко + 1,5 mL сахароза + Na глутамат

Разливено је 7 бочица по 2 ml. Остатак је замрзнут.

4.1.2.7. Подлоге за одређивање антимикробног деловања изолата лактобацила из млека
куја

За испитивање антимикробног деловања изолата лактобацила из млека куjа коришћен 
је Хранљиви агар.

Састав Хранљивог агара (Торлак, Србија) (g/L) је био следећи:
Пептон „Торлак“ 15,0
Месни екстракт 3,0
Натријум хлирид 5,0
Калијум хидрогенфосфат 0,3
Агар 18,0

У припреми подлоге 41,3 g праха је додавано у 1000 mL дестиловане воде и остављано

да стоји 15 минута. Подлога је затим пажљиво загревана до кључања да се потпуно

раствори, а онда је стерилисана у аутоклаву при 121°C 15 минута. Крајњи pH је био

7,3±0,2 на 25 °C.
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За умножавање и одржавање изолата лактобацила је коришћен MRS (de Man, Rogosa
Sharpe) бујон.

Састав МRS бујона (Торлак, Србија) (g/L) је био следећи:
Пептон „Торлак“ 10,0
Екстракт меса 10,0
Екстаркт квасца 5,0
Декстроза 20,0
Калијумхидрогенофосфат 2,0
Натријум хлорид 5,0
Натријум ацетат 2,5
Магнезијум сулфат 1,1
Манган сулфат 0,2

После одмеравања 55,8 g праха подлоге, растворeно је у 1000 mL хладне дестиловане

воде. Подлогa je уз мешање загреванa до кључања да се потпуно раствори. У растворену

подлогу je додатo 1 ml Тween 80 (0,1%). Подлогa разливанa у епрувете и стерилисаna у
аутоклаву при 121°C 15 минута.

За испитативање антимикробног потенцијала лактобацила у in vitro условима методом

преливања коришћен je Beain Heart Infusion (BHI) бујон (LAB, Енглеска) (g/L) чији је
састав: 

Мождано срчани инфуз 17,5
Триптоза 10,0
Глукоза 2,0
Натријум хлорид 5,0
Динатријумхидрогенфосфат 2,5

Слика 4.1.2 Складиштење припремљених подлога  у фрижидеру
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4.2 Методе

4.2.1 Изолација и идентификација лактобацила из млека куја

По доношењу узорака у лабораторију одмах је започињана анализа тако што је узорак

засејаван за изолацију лактобацила и за бројање популација микроорганизама у млеку

куја. За изолацију лактобацила узорак је засејан у MRS бујон као корак обогаћења, који

је инкубисан аеробно при 37 °C 48 h, а након тога пресејаван је на Колумбија крвни агар

(CBA) и MRS агар под истим условима инкубације. Примарна идентификација изолата

је вршена испитивањем микроморфолошких (микроскопски препарат-бојење по Граму),
макроморфолошких (изглед колонија) и биохемијских особина–каталаза тест. За

изолацију и одређивање броја других микроорганизама узорци су обрађени према

процедури описаној у тачки 4.2.2

4.2.1.1 Идентификација методом MALDI-TOF

За даљу идентификацију изолата коришћен је MALDI-TOF (MALDI Biotyper, Bruker,
SAD) на Ветеринарском универзитету у Бечу.

4.2.1.2 Идентификација секвенцирањем гена за 16S RNK

Молекуларна идентификација је извршена секвенцирањем гена за 16S RNK. За реакцију

је коришћен сет прајмера 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) и 1492R (5′-
TACGGYTACCTGTTACGACTT-3′), сет за PCR (DreamTaq PCR Master Mixe (2X) Thermo
Scientific), 5 μL DNK изоловане из бактерија и вода за PCR (Thermo Scientific). Укупна

запремина реактаната за PCR износила је 25 μL. Температурни режим PCR реакције

обухватали су: иницијални корак од 5 минута при 96 °C, а затим 30 циклуса следећих

режима: 30 s 94 °C, 30s 57 °C и 60 s  72 °C, и завршно са заршном елонгацијом 10 минута

при 72 °C. Анализа завршене реакције је вршена на 1% (w/v) агарозном гелу TBE пуферу,
а затим су успешно добијени продукти издвојени из агарозног гела комерцијалник китом

(Agarose Out, EURX, Пољска) и отпремљени на комерцијално секвенцирање.

4.2.2 Изолација и одређивање броја микроорганизама у узорцима
млека куја

Припрема узорка за испитивање je извршeнa према стандарду SRPS EN ISO 6887-5
(2020). Изолација и одређивање броја микроорганизама из узорака млека куја је вршена

засејавањем узорка у средство за разблаживање тако што је 1 mL пребачен у 9 mL
пуферисане пептонске воде (PPV) (Слика 4.2.3.1). Мала количина узорка за основно

разблажење је била из разлога што је мужом било тешко добити већу количину млека од

куја. Серијa децималних разблажења прављена пребацивањем у наредну епрувету и тако

до разблажења у којем је могло да се броји од 30-300 колонија после засејавања у

хранљиву подлогу и инкубације. При преношењу у наредно разблажење обавезно је

коришћена друга стерилна пипета и хомогенизација на вортекс мешалици. Из

одговарајућег децималног разблажења узорак млека је засејаван у Петри плочу и

преливан одговарајућом подлогом претходно отопљеном и расхлађеном на око 45 °C.

4.2.3 Одређивање броја микроорганизама у узорцима млека куја

4.2.3.1 Број лактобацила

Изолација и бројање лактобацила из млека куја је рађено према ISO стандарду ISO 15214
(2018) методом преливања 1 mL узорка млека и из разблажења MRS агаром. Инкубација
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засејаних плоча је била у анаеробним условима 37 °C 48 h. По инкубацији израсле

колоније на MRS агару у бројане голим оком и помоћу лупе.
На Шеми 4.2.3 је приказана припрема узорка и прављење основног и децималних

разблажења млека куја, као и засејавање у /на хранљиве подлоге за одређивање укупног

броја лактобацила, стафилокока, Enterobacteriaceae и укупног броја аеробних бактерија.
На слици 4.2.3.1 приказана је припрема узорка пре засејавања, засејавање и

хомогенизација.

Шема 4.2.3 Припрема узорка млека куја и прављење децималних разблажења и
засејавање у хранљиве подлоге

Слика 4.2.3.1. Хомогенизација узорка на вортекс мешалици
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4.2.3.2 Број коагулаза позитивних стафилокока

За одређивање броја коагулаза позитивних стафилокока коришћен је стандард ISO
6888-1 (2023). Одређивање броја је вршено на подлози по Baird Parkeru при 37 °C 24-48
h.

За одређивање укупног броја Еnterobacteriaceae, стафилокока и аеробних мезофилних

бактерија коришћене су ISO стандардне методе.

4.2.3.3 Број бактерија које припадају фамилији Enterobacteriaceae

За одређивање укупног броја Еnterobacteriaceae ISO 21528-2 (2017). Стерилне Петри

плоче су биле засејане припремљеним узорцима млека куја из одговарајућег разблажења

и преливене VRBG агаром за одређивање укупног броја Еnterobacteriaceae при 37 °C 24
h како би се проценила хигијена добијања узорака млека.

4.2.3.4. Укупан број аеробних мезофилним бактерија

За одређивање укупног броја аеробних мезофилних бактерија коришћена је стандардна

метода ISO 4833-1 (2022), а засејане Петри плоче су инкубисане при 30 °C 72 h.

4.3  Фенотипска карактеризација изолата лактобацила

4.3.1 Биохемијске карактеристике изолата

Фенотипска карактеризација изолата према ферментационој способности на различите

угљенохидратне компоненте (Martín и сар., 2010) је вршена помоћу BBL Crystal
Identification Systems (BD, SAD). За испитивање биохемијских карактеристика 4 изолата

лактобацила коришћен је систем за идентификацију (ID) Грам-позитивних бактерија

(GP). Комплет BBL Crystal Test GP ID се састојао од: а) BBL Crystal GP ID поклопца за

панеле, б) BBL Crystal база и в) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/HID епрувета за

суспензију грам позитивних бактерија течношћу. На поклопцу је било 29 дехидрованих

биохемијских и ензимских супстрата. Иначе, база има 30 реакционих поља. Инокулум

за испитивање је припреман са течношћу за суспензију бактерија и њиме је пуњено свих

30 реакционих поља у бази. У првом реакционом пољу је била негативна контрола

флуоресценције (FCT), а преосталих 29 реакционих поља је садржавало следеће

супстрате: 
4MU-β-D-глукозид (FCG), L-валин-AMC (FVA), L-фенилаланин-AMC (FHP), 4MU-α-
D-(FSG) глукозид, L-пироглутаминска киселина -АMC (FPY), L-триптофан-AMC (FAR),
4 MU-N-ацетил-β-Dгкукозамид (FGA), 4MU-фосфат (FHO), 4MU-β-D глукоронид

(FGN), L-изолеуцин (FIS), трехалоза (ТRE), лактоза (LAC), метил-α и β глукозид (МAB),
сахароза (SUC), манитол (МNT), малотриоза (МТТ), арабиноза (АRA), глицерол (GLR),
фруктоза (FRU), p-n-p-D глукозид (BGL), p-n-p-β-D-целобиозид (PCE), пролин-
илеуцин-нитроанилид (PLN), p-n-p-фосфат (PHO),p-n-p-α-D-малтоза (PAM), ONPG и p-
n-p-α-D галактозид (PGO), уреа (URE), ескулин (ESC), аргинин (ARG). Засејани панели

са испитиваним изолатима лактобацила су стављани на инкубацију при 37 °C 18-24 h
после чега је вршено очитавање дела реакција голим оком на основу промене боје

супстрата, а други део под извором светлости UV лампе (CAMAG, Швајцарска) на

таласним дужинама 254 и 366 nm. Очитавање резултата је било у оквиру 30 минута после

вађења панела из термостата. После уношења резултата означених као позитивни (+) и
негативни (÷) у табелу (Прилог 9.6). Идентификација је добијена после уношења у

софтверски програм BBL Crystal Identification Systems (BD, SAD).
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4.3.2 Испитивање раста изолата лактобацила при различитим

температурама

Испитавање раста изолата лактобацила из млека куја је испитано у MRS бујону, у

анаеробним условима при 20, 25, 32 и 42 °C (pH 6,2), 37 °C (pH 4,5). Такође, после

лиофилизације и складиштења при -20 °C током 15 дана и при -80 °C током 30 дана у
присуству 15% глицерола. 

4.3.3 Испитивање преживљавања изолата у средини са жучним солима

Испитан је раст лактобацила у анаеробним условима при 37 °C у присуству жучних соли

(5%) (ICE S.p.A, Италија) у MRS бујону, а као контрола је коришћена бујонска култура

у MRS бујону инкубисана при 37°C (Zhang и сар., 2021).

4.3.4 Испитивање степена преживљавања поступка лиофилизације

Лиофилизација или сушење у вакуму уз замрзавање је опште прихваћена дугорочна

ефикасна техника очувања биолошких материјала (Zhang и сар., 2021). Састоји се у

уклањању воде пре него што ће се замрзнути. У зависности од врсте и природе

супстанци, која се лиофилизује одређује се поступак и технологија поступка.

4.3.4.1 Поступак лиофилизација

Поступак лиофилизације је текао кроз 3 фазе:

1) Замрзавање - Будући да је на почетку култура изолата лактобацила из млека куја

била у течном стању неопходно је било да се преведе у чврсто стање пре почетка

сублимације. Производ је замрзаван до температуре, која је испод тачке

очвршћавања, а назива се еутектичка температура. Основна функција процеса

замрзавања је да одвоји растварач од растворених материја, 
2) Примарно сушење - Фаза када је сва замрзнута вода уклањана из производа

сублимацијом. Када је производ у потпуности замрзнут, притисак у комори је

смањиван помоћу вакуум пумпе. Полице лиофилизатора су загреване да обезбеде

довољно енергије за сублимацију. Настале гасне паре су ослобађане из бочице

кроз отвор за затварање у околну комору. Водена пара је на крају долазила у

кондензаторску комору, при чему су зидови коморе одржавани на ниским

температурама поново замрзавајући молекуле воде у кристале леда и

заробљавајући воду пре уласка у вакуум пумпу.
3) Секундарно сушење - Кондензатор је уклањао десорбовану водену пару из

производа. Током ове фазе само неколико % воде (дo 5% ) отпарава, она која је
заостала везана у материјалу, а то се постизало даљим повећањем температуре

полица лиофилизатора (платоа), а тиме и температуре производа и даљим

смањењем притиска у комори.

Поступак лиофилизације

Напуњене бочице поређане на тацнама за лиофилизацију су убациване на полице-платоа

лиофилизатора (KLEIN Apparatebau 5905 Freudenberg – Niederndorf Baujahr 1979 Fabr.Nr.
12014/ 1 Z-Nr.:12914, Немачака), које су претходно расхлађене на 4°C. Напуњени

лиофилизатор је херметички затваран, а производ је сушен по прописаном програму

лиофилизације. Температурне сонде су биле постављене у производ у средишњем делу

на сва четири платоа лиофилизатора. Када је температура производа на свим полицама

https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%BE%D0%B4%D0%B0
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достигла -30°C на тој температури је задржаван програм највише 4 сата. Након тога је
следио постепени пораст температуре производа до 37 °C. На овој температури је држан

производ најмање 7–8 h. После завршеног процеса сушења, лиофилизати су затварани

под вакуумом. На крају поступка лиофилизације на гумене затвараче су стављани

алуминијумски поклопци и затварани машином за затварање бочица.

Ток лиофилизације:
Почетак лиофилизације је био 22.03.2024. (8:21h)
Завршетак лиофилизације 23.03.2024. (22:16 h)
Време трајања лиофилизације 37 h 55 минута (2.275 минута)

Кондензатор-Температура у току лиофилизације варирала је од -40˚C до -80˚C у

зависности од количине пренете масе (паре која се кондензује) и типа расхладног уређаја.
Процес лиофилизације је праћен мерењем температуре производа, кондензатора и

платоа, при високом вакууму оствареном у комори лиофилизатора (Прилог 9.8).

Температура кондензатора
У фази замрзавања од почетних 26˚C је температура расла до -66˚C задржавала се на тој

температури око 3,5 h. Потом, у фази примарног сушења опадала је до температуре -
43˚C, што је нормална појава услед оптерећености апарата и то је тренутак када је

кондензатор највише оптерећен, тј. тренутак када се уклањало највише влаге из

производа. После тога достигнута је и нижа температура (-68˚C), а у завршним сатима

лиофилизације температура кондензатора је одржавана на -63˚C.

Температура платоа 1 и платоа 2
У фази замрзавања достизана је температура -37˚C. На почетку примарне фазе сушења

постепено се повећавала температура тј, платои су почињали да се греју, док се

температура производа  задржавала на нижим температурама. Потом, у секундарној фази

сушења температуре производа су се пратиле са температурама платоа. Платои су

служили као носачи производа, а уједно је обезбеђиван пренос топлоте потребан за

сублимацију. Топлота је преношена кроз платое помоћу медијума за пренос топлоте-
силиконско уље, које је најчешће у употреби. 

Tемпература производа 1,2,3,4
Производ се замрзавао до температуре -35˚C. Време задржавања на тој температури је
приближно 3,5 h. Током овог периода чиста вода се замрзавала, а криопротектори су се

концентровали у остатак раствора. Потом, у примарној фази сушења уз постепено

повећање температуре уклањана је вода из производа. У току секундарне фазе сушења

температура производа је достизала температуру 31˚C, 32˚C и 33˚C.
На слици 4.3.4. приказани су изолати у медијуму за лиофилизацију.

4.3.4.2 Испитивање степена преживљавања процеса лиофилизације

После складиштења лифилизованих култура при температури амбијента (око 20 ˚C)
током 2 месеца, бочице са лиофилизатима су реконституисане у 1 mL стерилног

физиолошког раствора и засејане у МRS агар и на CBA, који су инкубирани при 37 ˚C 24
h. После инкубације посматрано је да ли има раста карактеристичних колонија на

подлози. Kao негативна контрола су на инкубацију стављене незасејане подлоге.
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Слика 4.3.4. Припрема изолата у медијуму за лиофилизацију

4.3.5 Испитивање антимикробног потенцијала лактобацила у in vitro
условима

4.3.5.1 Испитативање антимикробног деловања изолaтa лактобацила из млека куја 
методом преливања

За испитивање антимикробног потенцијала лактобацила у in vitro условима коришћена

је метода преливања (Schillinger и Lücke, 1989) тако што су плоче са MRS агаром у који

су лактобацили инокулисани у линијама дугачким 2 cm и инкубиране при 37 °C 48 h у
анаеробним условима. После инкубације плоче су накнадно преливане са 10 ml
полутечне BHI подлоге (0,7%) са око 104 CFU тест микроорганизма (референтни сојеви

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia
coli ATCC 13216 и изолати S. aureus, који су изоловани из млека куја током испитивања).
Плоче засејане тест микроорганизмима су инкубиране при оптималној температури

(32-37 °C 48 h), а на основу зоне просветљења (инхибиције), која је >2 mm ће се

процењивати процењивано антимикробно деловање.
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4.3.5.2 Испитивање изолата лактобацила из млека куја да стварају бактериоцине

Бујонска култура изолата лактобацила после инкубације у MRS бујону при 37 °C 24h је
центрифугована на 12 000 обртаја 10 минута при 4 °C и супернатанти су неутралисани

са 1 М NaOH до pH 6,2, загрејани при 100 °C 5 минута и стерилисани пропуштањем кроз

филтер промера 0,22 µm (GVS, Италија). 
Даље испитивање је изведено према Оксфорд Агар дифузионој методи за испитивање

бактерицидног деловања супернатанта без бактеријских ћелија: супернатант (100 µL) је
наношен у отворе (R=7 mm) на BHI агар претходно засејан са 105 CFU/mL тест

микроорганизма (референтни сојеви Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, E.coli ATCC 13216 и изолати S. aureus, који су изоловани из

млека куја током испитивања). Петријеве плоче су стављане 1 час у фрижидеру при 4 °C

како би супернатант могао да дифундује у подлоге, а потом су плоче пребачене у

термостат на инкубацију при оптималној температури за раст тест микроорганизма (37
°C 24-48 h) (Martín и сар., 2010).

4.3.6 Статистичка обрада података

У статистичкој анализи добијених резултата као основне статистичке методе коришћени

су дескриптивни статистички показатељи (мере централне тенденције, стандардна

девијација, аритметичка средина и коефицијент варијације). Даља статистичка анализа

се одвијала у зависности од тога да ли су анализирани подаци нормално дистрибуирани

или не. Испитивање да ли добијени подаци потпадају под нормалну расподелу је

изведено помоћу Колмогоров-Смирнов (Kolmogorov-Smirnov) теста. У случају

нормалне дистрибуције података коришћен је Пирсонов коефицијент корелације, a за

поређење сигнификантних разлика података параметријска анализа варијансе (оne-way
analysis of variances). У случају када подаци нису нормално дистрибуирани коришћен је
Спирманов коефицијент корелације, а за поређење сигнификантних разлика

непараметријска Крускал-Валисова анализа варијансе (Kruskal-Wallis аnalysis of
variance). У случају када су постојале статистички сигнификантне разлике између

посматраних изолата даље међусобно поређење је било коришћењем параметријског

Такијевог (Tuky) теста, односно непараметријског Дановог (Dunn's Multiple Comparison)
теста. Приказивање добијених резултата је табеларно и графички. Статистичка анализа

изведеног експеримента је урађена у статистичком пакету Graph Pad Prism верзија 8 за

Windows, (Graph Pad Software, San Diego, California, USA) и апликацијом MSExcel.
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5. РЕЗУЛТАТИ

5.1 Одабир куја и узорковање млека

Узорци млека су узети после подоја штенади у количини до 2 mL код већих раса и до 1,5
mL код мањих раса (до 10 kg TM). Пре муже млечна жлезда припремана на следећи

начин:
- после благе масаже и прања млечне жлезде водом, као и брисања папирним убрусом за

једнократну употребу, извршена дезинфекција врхова сиса ватом натопљеном алкохолом

(етанол 70 %).
Мужа је обављена у периоду од 15. до 50. дана након штењења. На овај начин штенад је
била у могућности да у првим данима живота посиса колострум и тако добије неопходну

заштиту од болести којима могу бити изложени у том периоду. Мужа куја је била после

подоја штенади, како се не би одузимала неопходна количина млека за редован подој.
Осим тога, узимање узорака млека измузањем стимулисало је синтезу млека између

подоја штенади. У случају да нека куја ускрати млеко, давао се хормон окситоцин под

кожу, једнократно, који је требао да изазове лучење млека. Детаљнији подаци о кујама,
фази лактације, величини легла и сл дати су у прилогу 9.1. 

5.2 Изолација бактерија млечне киселине – лактобацила из млека куја

5.2.1 Примарна бактериолошка идентификација

Из 30 узорака млека изоловане су 4  бактерије, које припадају фамилији Lactobacillaceae.
Са Колумбија крвног агара изолати су умножени у MRS бујону и пресејани за даља

испитивања. Сва четири изолата су били Грам-позитивни штапићи, каталаза негативни.

На слици 5.2.1 је микроскопски препарат изолата лактобацила.

Слика 5.2.1 Лактобацили из млека куја у ланцу на микроскопском препарату

5.2.2 Идентификација методом MALDI-TOF

Идентификација на MALDI-TOF апарату је потврдила примарну идентификацију са

високим степеном сигурности, (score >2). Резултати идентификације кроз оригинални

машински запис дати су у прилогу 9.4.



30

5.2.3 Идентификација секвенцирањем гена за 16S RNK

По пријему резултата секвенци утврђен је дефинитивни идентитет изолата:
Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus reuteri, Lacticaseibacillus paracasei и

Ligilactobacillus murinus. Секвенце и изглед резултата у NCBI бази дати су прилогу 9.5.

Слика 5.2.3. Излед агарозног гела након електрофорезе, распоред са лева на десно: 4
узорка за секвенцирање, молекуларни маркер, позитивна и негативна контрола

реакције.
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5.3 Одређивање броја микроорганизама у млеку куја

У Табелама 5.3.1., 5.3.2., 5.3.3. и 5.3.4. су приказани резултати одређивања броја

лактобацила, стафилокока, Enterobacteriacae и укупног броја аеробних мезофилних

бактерија у узорцима млека куја.

Табела 5.3.1. Резултати одређивања броја лактобацила у узорцима млека куја

 (log CFU/mL)

Врста

микроорганизма

Статистички параметар

(log CFU/ml)

x̄ ± SD Xmin Xmax CV (%)

Lactobacillus spp.    3,59±1,09 1,11 7,23 0,30

Табела 5.3.2. Резултати одређивања броја стафилокока у узорцима млека куја

 (log CFU/mL)

Врста

микроорганизма

Статистички параметар

(log CFU/ml)

x̄ ± SD Xmin Xmax CV (%)

Staphylococcus spp.    3,36±1,29 0,00 4,82 0,38

Табела 5.3.3. Резултати одређивања броја Enterobacteriacae у узорцима млека куја

(log CFU/mL)

Врста

микроорганизма

Статистички параметар

(log CFU/ml)

x̄ ± SD Xmin Xmax CV (%)

Enterobacteriaceae spp.    2,25±1,34 0,00 5,69 0,58

Табела 5.3.4. Резултати одређивања броја аеробних мезофилних бактерија у
узорцима млека куја (log CFU/mL)

Врста

микроорганизма

Статистички параметар

(log CFU/ml)

x̄ ± SD Xmin Xmax CV (%)

Укупан број бактерија    3,98±0,79 2,32 5,51 0,19

Детаљнији подаци о броју бактерија дати су у прилогу 9.7.
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Изглед колонија на подлогама за бројање бактерја приказан је на слици 5.3. Види се 
пораст и типичних и нетипичних колонија. 
а)

б)
Слика 5.3. Изглед подлога за бројање бактерија а) горе стафилоке на BP

б) доле Еnterobacteriacae на VRBG

5.4 Фенотипска карактеризација изолованих лактобацила

5.4.1 Биохемијске карактеристике

Резултати испитивања биохемијских карактеристика изолата лактобацила из млека куја

приказани су у Табели 5.4.1. док је на сликама 5.4.1 а) и б) изглед биохемијских реакција

у плочи са базенчићима.
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Taбела 5.4.1. Резултати испитивања биохемијских реакција изолата лактобацила из

млека куја.

СУПСТРАТ РЕАКЦИЈА
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4-Метиллумбелиферил β-
D-глукопиранозид

Активност

β- глукозидазе
- - - -

L-валин- ацетил-7-амидо-
4-метилкумарин

аминопептидазе - ± ± -

L-фенилаланин-7-амидо-
4-метикумарин

аминопептидазе + + - +

4-метиллумбилиферил-α-
D-глукоронозид

α-глукозидаза - ± - -

L-пироглутаминска

киселина 7-амидо-4-
метилкумарин

хидролиза - - - -

L-триптофан 7-амидo-4-
метилкумарин

глукозидазе,
фосфатазе или

естеразе

+ + + +

L-Аргинин 7-aмидо-
4-метилкумарин

aминопептидазе B
катепсин H

- + - -

4- Metилумбелиферил -N-
aцетил-β-D-глукозонамид

N-aцетил-β-D-
глукозоаминидазе

- - - -

4-Meтилумбелиферил-
фосфат

Алкалана или

кисела фосфатазе
- + - -

4- Metилумбелиферил -β-
D-глукоронид

глукоронидаза - + - -

L-изолеуцин-7-Амидо-4-
метилкумарин

хидролиза ± - + -

Трехалоза ферментација + + + ±

Лактоза ферментација + - + +

Mетил-α & β-глукозид хидролиза + - ± +

Сахароза ферментација + + + +

Maнитол ферментација + - + +

Малтотриоза ферментација + - + +

Арабиноза ферментација + + ± -

Глицерол ферментација + - + +

Фруктоза ферментација + - + +

p-нитрофенил-β-D-
глукозид

хидролиза - - - -

p- нитрофенил -β-D-
цeлобиозид

хидролиза - + - -
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Пролин и леуцин-p-
нитроанилид

аминопептидазе ± - - -

p-нитрофенил-фосфат фосфатаза - - - -

p-нитрофенил-α-D-
малтозид

α-малтозидаза - + - -

ONPG & p-n-p-α-D-
галактозид

β-галактозидаза - - - +

Уреа уреаза - - - -

Ескулин
Хидролиза

ескулина
+ - + +

Аргинин хидролиза - + - -

а) б)
Слика 5.4.1. Резултати очитавања испитивања биохемијских реакција у супстратима

коришћењем видљиве светлости (лево) и под UV лампом

5.4.2 Испитивање преживљавања изолата лактобацила из млека куја
при различитим температурама

Резултати испитивања преживљавања изолата лактобацила пореклом из млека куја при

пет различитих температура су приказани у Графикону 5.4.2.
Добијени резултати су показали да је највећи пораст броја сва четири изолата

лактобацила био при 37 °C, достижући вредност OD (650) од преко 1,0 код свих изолата.
Статистичка разлика у расту сва четири изолата пронађена је: за L. rhamnosus између 20
°C и 37 °C (p=0,0102); L. reuteri између 20 °C и 37 °C (p=0,0162); L. paracasei између 37
°C и 42 °C (p=0,0102) и L. murinus између 20 °C и 37 °C (p=0,0100). Сви изолати су

преживели складиштење на 20 °C током 15 дана и на -71 °C током 30 дана.
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Графикон 5.4.2. Раст изолата лактобацила пореклом из млека куја при пет различитих 
температура (X ̅±SD). Звездица (*) означава статистички значајна разлику (p <0,05).

5.4.3 Преживљавање изолата у средини са жучним солима

Раст изолата лактобацила је испитан у MRS бујону, инкубацијау анаеробним условима

при 20, 25, 32 и 42 °C (pH 6,2), 37 °C (pH 4,5), у присуству жучних соли (5%), а затим

после лиофилизације и складиштења при 20 °C током 15 дана и при 80°C током 30 дана

у присуству 15% глицерола. Испитан је раст у анаеробним условима при 37 °C, а као

контрола су коришћене бујонске културе у MRS бујону инкубисане при 37 °C. Резултати

су показали да су сва 4 изолата из млека куја (Lacticaseibacillus rhamnosus,
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Limosilactobacillus reuteri, Lacticaseibacillus paracasei, Ligilactobacillus murinus)  показала

раст у присуствз чучних соли.

5.4.4 Испитивање степена преживљавања поступка лиофилизације

Добијени резултати су показали да су сва 4 изолата (Lacticaseibacillus rhamnosus,
Limosilactobacillus reuteri, Lacticaseibacillus paracasei, Ligilactobacillus murinus)
преживела процес лиофилизације и да су после реконституисања у стерилној

дестилованој води и засејавања у MRS агар инкубисаном при 37° C 48 h показали раст.
На сликама 5.4.4. а,б,в је приказан процес лиофилизације и то изглед бочице пре процеса

лиофилизације, непосредно пре стављања у лиофилизатор и после лиофилизације.
Графикон тока лиофилизације је дат у Прилогу (9.8).

а. б. в.
Слика 5.4.4. Лиофилизација изолата лактобацила у апарату (Klein, Немачка)

5.4.5 Резултати испитивања антимикробног потенцијала изолата у in
vitro условима

5.4.5.1 Испитивање антимикробног деловања изолованих лактобацила методом 
преливања

Резултати испитивања антимикробног деловања изолата лактобацила из млека куја на

тест микроорганизме су приказани у Табели 5.4.5.1. Највећи број тест микроорганизама

(S.aureus, S. Typhimurium и E.coli) је инхибисао L. rhamnosus док L.murinus није испољио

инхибиторни ефекат према тест микроорганизмима. 
Највећу осетљивост од тест микроорганизама је показао S. aureus и то према 3 изолата

лактобацила (L. rhamnosus, L. reuteri и L. paracasei), док су E. coli инхибисала два изолата

лактобацила, а S. Typhimurium само један изолат. Код других тест микроорганизама нису

биле присутне зоне инхибиције. 
На слици 5.4.5.1. приказан је изглед теста директне инхибиције раста пред другу

инкубацију, као и изглед једне од плоча током очитавања.
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Табела 5.4.5.1. Резултати одређивања зоне инхибиције раста тест микроорганизама

коју стварају изолати лактобацила из млека куја (mm)

L.rhamnosus L. reuteri L.paracasei L. murinus
S. aureus 5 4 4 n.d.
P. mirabilis n.d. n.d. n.d. n.d.
S. Typhimurium 3 n.d. n.d. n.d.
E. coli 4 n.d. 3 n.d.
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d.

Средње вредности зона директне инхибиције раста n.d. – није доказано, раст тест 
микроорганизама без инхибиције

Слика 5.4.5.1. Део огледних плоча са подлогом за испитивање директне инхибиције

раста пред инкубирање (горе) и зона инхибиције раста E. coli поред засејаног L.
murinus (доле)
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5.4.5.2 Испитивање изолата лактобацила из млека куја да стварају бактериоцине

Резлтати испитивања лактобацила из млека куја да стварају бактериоцине су приказани

у Табели 5.4.5.2 и на Слици 5.4.5.2 .
Највећи антимикробни ефекат је испољио L. rhamnosus што се огледа у присуству зона

инхибиције код свих тест микроорганизама, сем код P. aeruginosa, L. paracasei је

испољио зоне инхибиције код три тест микроорганизма; L. reuteri према два и L. murinus
према једном тест микрооганизму.

Табела 5.4.5. 2. Резултати одређивања зоне инхибиције раста тест микроорганизама

коју стварају изолати лактобацила из млека куја

L. rhamnosus L. reuteri L. paracasei L. murinus
S. aureus 18 18 17 /
P. mirabilis 18 17 14 13
S. Typhimurium 16 n.d. n.d. n.d.
E. coli 19 n.d. 17 n.d.
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d.
Средње вредности зона директне инхибиције раста n.d. – није утврђено, раст тест

микроорганизама без инхибиције

На слици 5.4.5.2. Приказан је изглед теста по Оксфорд методи.

Слика 5.4.5.2. Приказ антимикробног деловања изолата лактобацила Оксфорд

методом према S. aureus (репликати).
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6. ДИСКУСИЈА

Лактација код женки свих врста је врло важан, а у исто време и осетљив период у току

кога може доћи до различитих поремећаја функције, па чак и престанка лучења млека

(агалакције) што има последице по легло. Данас је технологија производње формула за

млеко, замена и млека у праху на завидном нивоу и могуће је одхранити одојчад и на

овај вештачки начин, међутим становиште науке и практичара је да је најбољи начин и
пут развоја најмлађих јединки природна исхрана. Такође, треба нагласити да у овом

перинаталном периоду присуство патогених бактерија може да изазове и маститисе

(запаљење млечне жлезде) код куја дојиља као и различите септикемије изазваних

стафилококама код штенади. 
У току истраживања су испитани узорци млека од 30 куја различитих раса, старосне

категорије, броја штењења и услова држања и географског локалитета (Прилог 9.1).
Један број куја је држан у војној одгајивачници где су категорије паса биле одвојене

(приплодне кује, приплодни мужјаци, породилиште са одвојеним делом за штенад после

одбијања од мајки и делом за младе псе. Други мањи број куја је држан у приватној

одгајивачници где су пси били подељени на радне и приплодне псе. Преостали део паса

су били власнички пси, као јединке у власништву појединаца (Прилог 9.1).
Добијени резултати су показали да изолати лактобацила пореклом из млека куја

припадају породици Lactobacillaceae, родовима: Lacticasebacillus, Limosilactobacillus и
Ligilactobacillus. Иако су сада рекласификоване у три различита рода, све четири врсте

су раније историјски припадале истом роду Lactobacillus (Hammes и Hertel, 2006).
Тренутна таксономска класификација је и даље подложна променама због чињенице да

бивши чланови Lactobacillus поседују велику разноликост у испољавању својих

фенотипских карактеристика у условима природне биолошке разноликости и да

тренутне методе класификације коришћењем једног „репрезентативног“ соја по врсти

ограничавају ту разноликост (Pot и сар., 2014). Последица оваквог приступа

класификације и да се у савременој литератури где су се аутори бавили микробиомом

црева паса и штенaди, пробиотским ефектом и у in vivo условима своје изолате не

идентификују до нивоа врсте већ објављују истраживања са наведеним лабораторијским

заводним бројем (Lee и сар., 2025).
Прагматичнији приступ представља Орла-Јенсенова класификација из 1919. године,
заснована на карактеристикама производа ферментације, која дели лактобациле на

облигатно хомоферментативне, факултативно хетероферментативне и облигатно

хетероферментативне (Hammes и Hertel, 2006). Од 4 изолата лактобацила из млека куја

L. reuteri припада облигатно хетероферментативној групи, док су други факултативно

хетероферментативни, што је вероватно повезано са њиховом физиолошком функцијом

у гастроинтестиналном тракту паса (Martín и сар., 2010). Последњих година број

истраживања и испитивања лактобацила је порастао због чињенице да употреба

пробиотика може повољно да утиче на цревну микробиоту у случају њене дисфункције

(Zhang и сар., 2021; Peng и сар., 2024). Пробиотско деловање L. paracasei је доказано и
код промена на кожи (Ohshima‐Terada и сар., 2015). Описано је деловање L. paracasei у
студији на 15 паса са атопијским дерматитисом који су примали преднизолон

(синтетички глукокортикоид (ГК) који се користи у лечењу атопијског дерматитиса дуже

од 90 дана. Пси су континуирано третирани са L. paracasei пореклом из ферментисане

хране као пробиотиком и трисахаридом кестозом као пребиотиком, током 90 дана.
Симптоми атопијског дерматитиса су процењени коришћењем индекса лезија атопијског

дерматитиса код паса (CADLI) и визуелних аналогних резултата пруритуса (PVAS) 30,
60 и 90 дана након примене синбиотика. Такође је процењена укупна употреба
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преднизолона током 90 дана пре и после примене. Примена синбиотика значајно је

смањила CADLI и PVAS и смањила укупну употребу преднизолона током 90 дана

(p<0,001) код 15 паса (Kawano и сар., 2023).
Микробиота млека куја, које доје може да садржи лактобациле који колонизују нативни

дигестивни тракт штенади током сисања (Martín и сар., 2010). Добијени резултати

одређивања броја лактобацила у узорцима млека куја су показали да је просечан број

лактобацила био 3,59 log CFU/mL, што је виша вредност од 2,1-2,8 log CFU/mL,
резултата, које су добили Маrtin и сар. (2010) и сличне су броју добијеном испитивањем

узорака свежег млека пореклом од жене (Perez и сар., 2007).
Наши резултати су потврдили присуство лактобацила у млеку куја, подржавајући налазе

да овај биолошки медијум пружа природни и континуирани извор лактобацила за штенад

која сисају (Fernández и сар.,2019). Веће вредности за број лактобацила се могу објаснити

неселективности подлоге MRS агара, коју смо користили у експерименту. Иако смо на

основу података из литературе (Martín и сар., 2010) у MRS агар додали цистеин није било

разлике у селективности и подстицању раста лактобацила у односу на подлогу без

додатка ове аминокиселине. Испитивање микроморфолошких особина (бојење по

Граму) и макроморфолошких особина (изглед колонија) нису били довољни за

раликовање од Enterоcoccus spp., које су расле на MRS агару и које смо методом

MALDI-TOF идентификовали као Enterоcoccus faecium. Како MALDI-TOF
идентификација зависи од базе која је тренутно у оптицају, примећено је да се користи

стара класификација лактобацила што се види из машинског записа у Прилогу 9.4.
Испитивање биохемијских карактеристика лактобацила пореклом из млека куја је

показала да су сви изолати осим L. reuteri хидролизовали лактозу као примарни млечни

шећер и да је само L. murinus показао β-галактозидазну активност (Табела 5.4.1). Што се

тиче осталих карактеристика ферментације шећера у односу на киселину, најразличитије

преференције супстрата показали су L. rhamnosus и L. paracasei у способности

ферментације свих испитаних шећера, док је L. reuteri био најзахтевнији, са киселом

ферментацијом само трехалозе, сахарозе и арабинозе, откривајући могућности у процесу

варења хране ако се користи као пробиотска култура. Иако се данас сматра непрецизним

за коначну идентификацију, биохемијска карактеристике свих испитаних изолата

лактобацила из млека куја су у складу са карактеристикама сојева, које су описали други

аутори (Hammes и Hertel, 2006; Pot и сар., 2014).
Због својих биохемијских карактеристика лактобацили се поред пробиотског дејства,
посредно повезују са каријесом зуба, како су то су планктонски, опортунистички

микроорганизми који насељавају анаеробне просторе у устима, ферментишу шећере и
поспешују пријањање примарне кариогене микрофлоре на површину зуба (Caufield и

сар., 2015). Иако каријес зуба код паса не представља доминантно обољење усне дупеље,
лактобацили на зубима паса су показали неке интересанте особине. Зубни плак

представља форму биофилма која је сложене организације и остаје стабилна. Неки

аутори су такође приметили повећање процента лактобацила пре појаве каријесних

лезија. Селективни притисак употребе антимикробних лекова у хуманим и

ветеринарским терапијама, као и ширење микроорганизама отпорних на антибиотике,
отежали су стицање и ширење гена отпорности. Око 41% изолата лактобацила са зуба

паса је отпорно на хлорамфеникол, 58% је отпорно на нитрофурантоин, а 88% је отпорно

на тетрациклин, а према цефазолину и цефиксиму (100%) (Nouri Gharajalar, 2018). Осим

фенотипске и молекуларна испитивања су потврдила лактобациле изоловане код паса као

носиоце генa за резистенцију према антибиотицима тетрациклинима tetM, tetK, β-
лактамским антибиотицима cfxA, blaTEM гена (Nouri Gharajalar, 2018).
Резултати других истраживања (Martín и сар., 2010) када је за идентификацију 28 изолата

лактобацила коришћен API 50 CH идентификациони систем су показали фенотипску
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разноликост чак и код изолата, који су припадали истој врсти. Овакви резултати нису

ретки и неубичајени, јер коришћење испитивања ферментационих способности

лактобацила може бити веома разнолика унутар саме врсте. У претходној студији,
ниједан од 18 тестираних изолата Lactobacillus crispatus није имао исти фенотипски

образац, 20 изолата Lactobacillus gasseri је дало 18 различитих образаца, 20 изолата

Lactobacillus vaginalis  је дало 15 различитих профила и 19 изолата Lactobacillus jensenii
је дало 11 различитих образаца (Boyd, Antonio и Hillier, 2005). У истој студији, сви

изолати Lactobacillus iners и три изолата L. vaginalis били су нереактивни за све тестове

у систему API 50 CH. Такође, коришћење тренутне базе података API 50 CH за

идентификацију коменсалних Lactobacillus spp. доводи до високе учесталости  погрешне

идентификације (Nagy и сар., 1991; Klein и сар., 1998); стога је идентификација

лактобацила веома ограничена и употреба геномских метода, као што је секвенцирање

16S rRNК, је пожељна (Wilks и сар., 2004).
Примећено је да током упоређивања базе постоје подаци о идентификацији 16S rRNA
секвенци и по старој и по новој номенклатури. Истраживачи се морају суочити са тим и
зналачки прићи проблему идентификације. Профилисање ферментације угљених

хидрата може пружити корисне информације за разликовање сојева лактобацила који

припадају истој врсти. Из овог разлога смо у даљој идентификацији применили

молекуларне методе (Sikimić и сар., 2025). У овом истраживању је за испитивање

биохемијских особина изолата лактобацила коришћен BBL Identification System
(BD,SAD). Добијени резултати идентификације су се подударили са резултатима 16S
rRNA секвенцирања и методом MALDI-TOF.
Наши резултати испитивања раста лактобацила из млека куја при различитим

температурама су показали да је раст свих 4 изолата лактобацила био је најбољи при 37
°C, што их сврстава у мезофилне микроорганизме, што је уједно и температура тела док

штенци сисају. Може се претпоставити да су се лактобацили адаптирали за раст при овој

температури. Раст је био присутан и при другим испитаним температурама (20 °C, 25
°C, 32 °C и 42 °C), али у мањој мери (Графикон 5.4.2). Статистичка разлика (р<0,05) у
расту је пронађена код сва четири изолата лактобацила за температуру 37 °C и једном од

других температура, али резултати су добијени у току три понављања у експерименту.
Када се експеримент изводи са више понављања, највероватније је да се статистичка

разлика појави између 37 °C и свих осталих температура. За L. rhamnosus је описан врло

широк распон температура раста од испод 15°C до изнад 40°C (Valík и сар., 2013) што је
у сагласности са нашим резултатима. Оптимална pH вредност за његов раст је око 6,5 а
минимална pH вредност до 3,4. Метаболизам L. rhamnosus је факултативно

хетероферментативан (лактобацили Групе 2). Он претвара хексозе у L(+) млечну

киселину, у складу са Ембден-Мајерхофовим путем; захваљујући алдолази и

фосфокетолази, пентозе се такође ферментишу. До 1,5% млечне киселине се обично

производи у глукозној подлози. У одсуству глукозе, L. rhamnosus производи млечну

киселину, сирћетну и мрављу киселину (Valík и сар., 2013). За Lactobacillus reuteri је од

раније познато да је оптимална температура раста 37 °C и да постоје ситнија одступања

у зависности од соја (Burgé и сар., 2015), што је у складу и са резултатима које је испољио

изолат из млека куја. Већи ограничавајући фактор у расту L. reuteri представља степен

закишељавања подлоге, наиме крајњи производи ферментације коју изводе

хетероферментативни лактобацили зависе од почетног супстрата, јер хексозе разлажу до

лактата и етанола, док пентозе до лактата и ацетата, а како L. reuteri нема преференце

између метаболичког Ембден-Мејерхоф пута (ЕМП) или фосфокетолазног пута (ПКП)
релативно брзо обара pH вредност (Burgé и сар., 2015). Производња млечне киселине је
веома битна карактеристика соја у пробиотској улози, али и други аутори саопштавају

да известан број изолата лактобацила не испољава биохемијски афинитет ка формирању
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лактата па тако у свом раду Lee и сар (2025) саопштавају да је од 119 сојева, 40 (33,61%)
производило млечну киселину, док 79 (66,39%) није.
Да би изолати лактобацила били кандидати за пробиотике морају да поднесу присуство

жучних киселина и осталих дигестивних сокова. Наше испитивање је потврдило

преживљавање свих изолата у медијуму са жучним солима. Слично је забележено и у
претходним студијама (Panja и сар., 2023), а предности лактобацила су стабилан

нутритивни статус и већа сварљивост, заједно са побољшаним резултатима испитивања

фецеса и смањеним амонијаком код паса уз праћење хематолошких индекса,
нутритивног статуса, сварљивости, ензимске активности и имунитета паса. Наши

резултати, као и резутати наведене групе аутора се слажу у погледу наставка

истраживања везана за нове сојеве лактобацила, који би у будућности могли да се

користе као пробиотици код паса. Сматра се да је испитивање про и симбиотиске

микробиоте паса запостављено у односу на друге животињске врсте (Martín и сар., 2010;
Kumar и сар., 2021), што је додатни хендикеп који се не односи само на лактобациле и
бактерије млечне киселине већ и на друге врсте дигестивне микробиоте јер се показало

да и Enterococcus faecalis и Enterococcus faecium боље везују муцин у цревима ако су

пореклом од паса, а не од кокошака (Hanifeh и сар., 2021). Поставља се питање да ли ће

будућност донети трагање за новим сојевима или инжењеринг приступу на њиховом

стварању што је детањније описано у прегледном раду Yang и сар (2025) који разматрају

најновија достигнућа у инжењерингу лактобацила за лечење болести. сумирају

лактобациле за изградњу синтетичких пробиотика, примену ових сојева добијених

инжењерингом за лечење болести и терапијске исходе. Постоји више различитих

инжењеринг стратегија за будући развој генетски модификованих сојева лактобацила са

стабилним и безбедним карактеристикама (Yang и сар., 2025).
У току испитивања антимикробног потенцијала изолата лактобацила пореклом из млека

куја добијене зоне инхибиције раста тест микроорганизама директним тестом нису

давале много информација. На многим плочама, након преливања топло инокулираних

CA и ХА, формирала се замагљеност линије контакта са изолатима лактобацила, што је
отежавало процену зоне инхибиције. Следећи проблем је била неравномерна зона

инхибиције дуж трака/линија раста изолата лактобацила. Могуће је да су због топлотног

стреса изолата лактобацила од недовљно рахлађене инокулисане подлоге CA и ХA
резултати били лошији од очекиваних. Сличне потешкоће са директним тестом

преливањем су и други аутори истицали (Martín и сар., 2010). Антимикробни ефекат код

L. rhamnosus добијен методом преливања може бити резултат утицаја pH медијума

(Fernández и сар., 2019), што је касније доказано за више врста бактерија млечне

киселине (Zhang и сар., 2021), тако да се ова метода препоручује само за сврхе скрининга

изолата, који се испитују.
Тест са бактериоцинима показао се лакшим за извођење и очитавање. Бактериоцини су

антимикробни пептиди које стварају бактерије млечне киселине ради конкурентске

предности у микробиому или ради самоодржања (Rutter и сар., 2024). Резултати

испитивања антимикробног ефекта стварањем бактериоцина су показали да је L.
rhamnosus је испољио антимикробни потенцијал према 4 од 5 тест микроорганизма.
Према P. aeruginosa, ниједан изолат лактобацила није показао инхибиторни ефекат. Овај

микроорганизам спада у Грам-негативне штапиће и структура ћелијског зида доприноси

отпорности на антимикробне матаболите. 
Још један Грам-негативан микроорганизам има значаја, јер неки сојеви E. coli могу да

изазову неонаталну септикемију код штенаца, али је такође широм света позната по

ентералним болестима различитих животињских врста, укључујући људе (Peng и сар.,
2024). Наши резултати су показали да су само изолати L. rhamnosus и L. paracasei
инхибисали раст E. coli. Представник коагулаза позитивних стафилокока S. aureus за које
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се зна да изазивају озбиљне проблеме у неонаталном периоду паса са значајним

морталитетом (Schäfer‐Somi и сар., 2003; Meloni и сар., 2014; Nobre Pacifico Pereira и сар.,
2022). Раст S. aureus су инхибисали изолати L. rhamnosus, L. reuteri и L. paracasei.
Најзаступљеније бактерије колострума код вагиналног порођаја куја и рођења штенаца

су стафилококе и лактобацили (Kajdič и сар., 2021), што указује на значај колонизације

црева и односа бактерија у неонаталном периоду.
Бактерије млечне киселине пореклом из млека куја нису довољно истражене (Martín и
сар., 2010; Kumar и сар., 2021), а ова празнинa је предмет интересовања науке последњих

деценија, док је са друге стране очигледно повећање присуства производа са

пробиотицима на тржишту за кућне љубимце за 7% (Data Inteligence SKU:VH3245,
2024). Власници кућних љубимаца посвећују све више пажње здрављу својих љубимаца,
а употреба пробиотика је ефикасна стратегија за побољшање здравља паса и мачака где

примена пробиотика може побољшати равнотежу цревне микробиоте, сузбити упале,
побољшати имунолошку функцију и ублажити цревне поремећаје (Yang и Wu, 2023).
Прецизнија карактеризација цревне микробиоте паса и мачака у различитим

здравственим стањима може олакшати откривање нових пробиотика за употребу код

кућних љубимаца. Oвa чињеница има своју ветеринарско-медицинску потврду, јер

бактерије млечне киселине утичу на смањење појаве дијареја (Fernández и сар., 2019),
модулирају имуни одговор у колоструму куја (Alonge и сар., 2020), када се дају кујама,
оне побољшавају гастроинтестиналне функције код младунаца (Melandri и сар., 2020) и
показују општи имуномодулаторни ефекат код паса (Hayasaka и сар., 2021). У току нашег

истраживања добијени су изолати лактобацила чијом карактеризацијом су потврђени као

добри кандидати за даљи имуномодулаторни ефекат лактације код куја. Такође, изолат

L. rhamnosus је показао добро преживљавање у симулираним условима

гастроинтестиналног тракта паса (Fernández и сар., 2019).
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7. ЗАКЉУЧЦИ

На основу добијених резултата изведени су следећи закључци:

1. Mлеко куја може да представља извор лактобацила.

2. Изолација лактобацила је успешнија ако се користи корак обогаћења на

специфичној подлози (MRS бујон).

3. Изоловано и успешно је идентификовано 4 изолата бактерија из породице

Lactobacillaceae:

I. Lacticaseibacillus rhamnosus

II. Limosilactobacillus reuteri

III. Lacticaseibacillus paracasei

IV. Ligilactobacillus murinus

4. Биохемијска својства изолата на различитим супстратима су разнолика

оцртавајући њихову разноврсну улогу у разлагању храњивих материја унетог

оброка при чему се издвајају L. reuteri као изолат са најмање и L. rhamnosus са

највише ферментативних особина према супстратима из групе шећера. 

5. Сви изолати лактобацила су показали најбољи раст при температури од 37°С.

6. Сви изолати добро преживљавају излагање жучним солима (5%) што указује на

њихову природу да се кроз подој унесу и задрже у цревима штенади. 

7. Сви изолати добро подносе режим лиофилизације што указује на могућност

комерцијалне производње биолошких препарата. 

8. Антимикробна способност изолата је испитана кроз две методе где се као

најпотентнији показао L. rhamnosus супротно L. murinus.

9. Антимикробни потенцијал изолата је обећавајући и позива на даља испитивања у

сврху постизања комерцијалне примене у виду пробиотика 
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9. ПРИЛОЗИ:
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Прилог 9.1. Подаци о кујама (раса, старост, паритет, фаза лактације, број штенади и број живих где нису сви преживели, количина млека за 
испитивање) и подаци о микробилошком испитивању (Број Enterobacteriacae, број Staphylococcus spp., укупан број бактерија)
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1. ИЛА немачки овчар 11.11.2015. 5 1.Узорак 23. 2.Узорак 29. 9 / 5 царски рез

2. БАРСА немачки овчар 18.06.2018. 2 1.Узорак 21. 2.Узорак 27. 7 / 6

3. ДИНА лабрадор 01.12.2017. 2 1.Узорак 21. 2.Узорак 27. 8 / 7

4. БЕБА истарски краткодлакигонич 14.06.2018. 2 35. 5 / 2

5. ГАЗЕЛА истарски краткодлакигонич 01.06.2020. 1 30. 5

6. МОНИКА истарски краткодлакигонич 15.04.2020. 1 32. 6 / 4

7. ДОНА истарски краткодлакигонич 15.06.2020. 1 33. 5 / 3
примењен 
окситоцин

8. ВАНИЈА канарска дога 24.09. 2018. 1 21. 10

9. АБРА ротвајлер 01.01. 2017. 2 20. 14
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10. ВАНИЈА канарска дога узор. 2 24.09. 2018. 1 26. 10

11. АБРА рптвајлер узор. 2 01.01. 2017. 2 20. 14

12. КАЛИ Бернски планин. пас 07.11. 2018. 1 35. 1

13. КАЛА стафордски теријер 10.11. 2018. 2 42. 9

14. ЛИНДА чау чау 01.01. 2018. 3 42. 7 / 6

15. СПАРТА мопс 01.06. 2019. 1 26. 5

16. АИДА доберман 30. 05. 2018. 2 21. 6 царски рез

17. ЗИТА лагото ромањоло 10.08. 2023. 3 16. 5

18. КУБА лагото ромањоло 15. 02.2016. 4 15. 9

19. ШИВА немачки овчар 25. 02. 2019. 1 19. 5

20. ЏЕНИ немачки овчар 06. 01. 2020. 1 22. 2

21. АВА немачки овчар 13. 03. 2019. 2 16. 5

22. ХАНА шарпланинац 10. 02. 2018. 1 21. 8

23. ЛИНДА пекинезер 05. 04. 2017. 2 19. 2

24. БЕБА пудла 16. 03. 2015. 7 24. 4
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25. ШАРА шарпланинац 18. 05. 2018. 1 17. 8

26. БУЛА енглески булдог 08. 03. 2019. 1 18. 4 / 2

27. БЕТИ енглески булдог 08. 03. 2019. 1 19. 3 / 2

28. АЛФА боксер 14. 03. 2019. 2 19. 8 / 7

29. ЈЕВА бостон теријер 10. 12. 2020. 1 33. 5

30. ВИЛД бостон теријер 12. 09. 2019. 1 16. 5
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Прилог 9.2. Скен Решења Управе за ветерину Министарства пољопривреде, шумарства

и водопривреде
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Прилог 9.3. Скен Мишљења Етичке комисије за заштиту добробити огледних животиња

Факултета ветеринарске медицине 
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Прилог 9.4. Скен оригиналнио штампаних резултата идентификације изолата 
лактобацила из млека куја методом MALDI-TOF
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Прилог 9.5. Секвенце гена за 16S RNK и њихова идентификација у National Institutes of 
Health (NIH) бази секвенци за сва четири изолата означених као L1-L4.

L1_16S

GACAATTTTGTTCACTTAGACGGCTCGCTCCCTAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTT
ACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGT
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAA
CTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCAT
TGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCA
CCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCG
TTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACAT
GGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCCTCGGTTAA
GCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCC
GGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGACCATTCTTCTCCAACAACAGAGT
TTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGT
GGAAGATTCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTGGGCCGGGTTTCAGTCCCATGGGGGCGAT
CAACCTCCCAGTCGGCTACGATCATTGCCTGGGGGAGCCGTTACCTCCCAACTAGCTAAAAC
CCCGGGGTCATCCAAAACGAAAATTTACCCCTTTTTTCCCCAAAACCCGGGGGTTTTGGATT
TTGGGGGTATAACCTTTTTCCCAAGGTTTCCCCCCTAGGGGGGTCCCCGGTTCCCCCCCCCC
CCCCTTCAAAAAATAAAAAAACCTTTTAAAAAAACCTTTTGTTTTGGCCCCCCCCCCCCCCC
CCCGAAAACAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGTACTTCGTCATCAACTTAATCATCCATT
CTTTCCTAG
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L2_16S

GGCCATCTGTCGCTTACGCGGCTCCTCCATAAAGGTTAGGCCACCGACTTTGGGCGTTACAA
ACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTG
ATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGA
GAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTA
GCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCAC
CTGTCATTGCGTCCCCGAAGGGAACGCCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAG
CTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAG
ACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAG
TTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCGCCCGGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCG
AAGGCTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGAT
AACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTT
GGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTA
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAA
GATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATC
AGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGGAAACCGTTACCTTACCAACTAGCTAAG
GCACCGCAGGGCCTTCCCCAAAGGGAAGCCAAGCCCTCTTTTAACAAAAACCAGGGGGTTTT
TGTGTTTGGGATAAGACCTGTTTCAAAAGTTCCCCCCCCCGGGGGGGATCTACGGGTTTCCC
CCGCCCCCCCCCCCGGGAACCCCCCCAAAGGGGGCCCCCCACATGGGGGCGGGGGAAATTTG
TTTAGCCCCCGCCCCCCCCCTCGCCCACGCAAAATAAAAATAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGG
GGGCGCATACAATCCACGCTCGGCCC
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L3_16S

ACAAATCTGGTCACCTTAGACGGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGT
TACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCG
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGA
ACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCA
TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGC
GTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAG
ACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
TGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCGCTTCCTCGGTTA
AGCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATC
CGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTC
TGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGACCATTCTTCTCCAACAACAGAG
TTTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTG
TGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGGGTCTCAGTCCCAAGGTGGC
CGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTACCTCCCCAACTAAC
TAAAAACCCGCGGGTCCTCCAAAAGGAAAGTTTACGCCTCTTTCCCCCAGAAAAATGGGGGT
TTTGGAATTTGGGGGTTAACTCTGTTTTCAATGGTTCCCCCCTTAGGGAGGGGTCCCCCGGT
TTCCCCCCGCCGCCCTTCTTCTTGTTAAATTTGGGGGGAACCCCATAAAAAAAAAAAACTTT
TAATTGTTTTTTAGGCCCGCGCCTCCTCTTCTCCCGGGAAAGAATATAATAAAAAAGGGAGG
GGGGGGGGGGGGGGGGTACGAAACGCGTAATATGATACACTCAGGTGGTTCCGGGCCCACAC
CAACACTGAACTG
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L4_16S

TACTTCGGTCACTTAGACGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAA
CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGA
TCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAG
AACGGCTTTAAGAGATTTGCTAAACCTCGCGGTCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAAAGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAAGATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTATTGCGTTAGC
TGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGAACCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGA
GAGCCGCTTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGT
TCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTACTCCGGTTAAGCCGA
AGGCTTTCACATCAGACTTAAAAGACCGCCTGCGTTCCCTTTACGCCCAATAAATCCGGATA
ACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTA
GATACCGTCGAAACGTGAACAGTTACTCTCACGCACTTTCTTCTCTAACAACAGGGTTTTAC
GATCCGAAGACCTTCTTCACCCACGCGGCGTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGGAAG
ATTCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAATTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCATGGGGCCGATCAAC
CTCTCAGTTCGGCTACCCATCATTGCCTTGGTAAGCCTTTCCTCCCAACTAGCTAAGGGCCG
GGGGCCATCCAAAACGGTAGCAAACCACCTTTTAAAATGTACCAGGGGGAACTTGGTTTG
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Прилог 9.6. Слика табеле за очитавање реакција испитивања биохемијских

карактеристика изолата лактобацила из млека помоћу BBL Crystal Identification Systems
(BD, SAD) листова.
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Прилог 9.7. Подаци о кујама (раса, старост, паритет, фаза лактације, број штенади и број живих где нису сви преживели,
количина млека за испитивање) и подаци о микробилошком испитивању
(Број Enterobacteriacae, број Staphylococcus spp., укупан број бактерија)
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1. ИЛА немачки овчар 2.954 3.428 4.380 царски рез

2. БАРСА немачки овчар 2.000 3.964 4.049

3. ДИНА лабрадор 3.342 4.825 5.068

4. БЕБА истарски краткодлакигонич 3.086 4.556 5.114

5. ГАЗЕЛА истарски краткодлакигонич 3.380 4.716 5.512

6. МОНИКА истарски краткодлакигонич 3.380 3.792 5.290

7. ДОНА истарски краткодлакигонич 1.699 4.255 3.462
примењен

окситоцин

8. ВАНИЈА канарио 1.845 4.505 4.380

9. АБРА рптвајлер 2.041 4.602 4.505
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10. ВАНИЈА канарио узор. 2 1.477 3.866 4.041

11. АБРА рптвајлер узор. 2 3.029 3.670 4.358

12. КАЛИ Бернски планин. пас 3.863 4.179 4.161

13. КАЛА стафордски теријер 1.602 3.541 4.241

14. ЛИНДА чау чау 4.471 4.204 4.556

15. СПАРТА мопс 2.259 3.528 3.792

16. АИДА доберман 3.146 4.566 4.513 царски рез

17. ЗИТА лагото ромањоло 1.010 4.365 4.000

18. КУБА лагото ромањоло 0.000 3.079 3.041

19. ШИВА немачки овчар 0.000 4.055 4.350

20. ЏЕНИ немачки овчар 0.000 3.553 4.350

21. АВА немачки овчар 5.699 3.369 3.365

22. ХАНА шарпланинац 3.342 1.869 3.477

23. ЛИНДА пекинезер 1.928 2.176 2.922

24. БЕБА пудла 2.041 1.491 2.778
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25. ШАРА шарпланинац 1.362 0.000 2.322

26. БУЛА енглески булдог 1.978 3.322 2.556

27. БЕТИ енглески булдог 1.708 1.602 3.351

28. АЛФА боксер 0.000 3.250 3.892

29. ЈЕВА бостон теријер 2.176 2.477 3.672

30. ВИЛД бостон теријер 2.740 0.000 4.000
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Прилог 9.8. Графикон лиофилизације изолата лактобацила пореклом из млека куја
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лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела. У односу на све

остале лиценце, овом лиценцом се ограничава највећи обим права коришћења дела. 

4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате

умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име

аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада

дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не дозвољава

комерцијалну употребу дела и прерада.

5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно

саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако

се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова

лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела.

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и
јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од
стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или
сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада.
Слична је софтверским лиценцама, односно лиценцама отвореног кода.




