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ULOGA MIKROBIOTE PLUCA I CREVA U IMUNSKOM ODGOVORU NA ASPERGILLUS
FUMIGATUS KOD DARK AGOUTI | ALBINO OXFORD SOJEVA PACOVA

SAZETAK

Bakterijska mikrobiota prisutna u organima ukljucena je u fizioloske (odrzavanje homeostaze) i
patofizioloSke procese (utiCe na ishod bolesti) kako lokalno, tako i u udaljenim organima. Uticaj
mikrobiote creva na imunske reakcije u plu¢ima je dobro okarakterisan, ali malo je podataka o uticaju
inflamacije u plu¢ima na mikrobiotu u samim plu¢ima, ali i u crevima. Upotrebom metode sekvenciranja
najnovije generacije ispitane su promene u bakterijskoj mikrobioti plu¢a i creva kod jedinki dva soja
pacova Dark Agouti (DA) 1 Albino Oxford (AO) (za koje je pokazano da ispoljavaju kvantitativno razlicit
imunski odgovor na isti stimulus) kod kojih je infekcija pluca izazvana sa A. fumigatus. Bakterijska
mikrobiota plu¢a zdravih jedinki ova dva soja se ne razlikuje, ali su u crevima primecene razlike u
sastavu. Kod oba soja dolazi do disbioze u plu¢ima nakon infekcije sa A. fumigatus, koja je verovatno
posledica imunskog odgovora na gljivu (povecanje IFN-y, IL-17 i MPO kod oba soja) i oksidativnog
stresa (kod DA pacova). Tokom infekcije pluca javlja se inflamacija i oksidativni stres i u crevima kod
oba soja, ali disbioza u crevima je primecena samo kod DA pacova. NaruSavanje ravnoteze bakterijske
mikrobiote samo u crevima (primenom antibiotika) dovodi do povec¢anja osetljivosti oba soja na infekciju
sa A. fumigatus. Kod jedinki koje su pre infekcije pile antibiotike zapaza se veci stepen aktivacije celija
limfnih ¢vorova plu¢a (Thl 1 Treg Celija kod DA, Th17 ¢elija kod AO) i inflamacija u tkivu plucéa
(povecanje IL-1p i IL-17) samo kod DA. Ovi rezultati doprinose saznanjima o ulozi mikrobiote creva i
pluca tokom infekcije plu¢a i ukazuju na potencijalne mehanizme dvosmerne komunikacije izmedu ovih
organa.

Kljuc¢ne reci: Mikrobiota pluca i creva, DA i1 AO pacovi, inflamacija, oksidativni stres, antibiotici,
Aspergillus fumigatus
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THE ROLE OF LUNG AND GUT MICROBIOTA IN THE IMMUNE RESPONSE TO
ASPERGILLUS FUMIGATUS IN DARK AGOUTI AND ALBINO OXFORD RAT STRAINS

ABSTRACT

Bacterial microbiota is involved in physiological (maintenance of homeostasis) and pathophysiological
processes (associated with disease outcome) both locally and in distant organs. The influence of gut
microbiota on immune responses in the lungs is well characterized, but there is little data on the effect of
lung inflammation on both lung and gut microbiota. Using the Next generation sequencing method,
changes in the bacterial microbiota of the lungs and gut were examined in two rat strains, Dark Agouti
(DA) and Albino Oxford (AO) (shown to exhibit a quantitatively different immune response to the same
stimulus) in which lung infection was caused by the fungus A. fumigatus. The lung microbiota between
healthy DA and AO rat strains does not differ, but differences in the gut microbiota composition were
observed. After infection with A. fumigatus dysbiosis was noted in the lungs of both strains, which is
probably the result of immune response to the fungus (increased IFN-y, IL-17 and MPO in both strains)
and oxidative stress (in DA rats). During lung infection, inflammation and oxidative stress were noted in
the gut of both strains, but dysbiosis only in DA rats. Gut microbiota disturbance limited to the intestines
only (using antibiotics) in both strains, leads to an increased risk of infection with A. fumigatus. Only in
DA animals who received antibiotics before infection, a higher lung lymph node cell activation (Th1 and
Treg cells in DA, Th17 cells in AO) and lung tissue inflammation (an increase of IL-1p and IL-17) were
observed. These results contribute to knowledge about the role of gut and lung microbiota during lung
infection and indicate potential mechanisms of bidirectional communication between these organs.

Key words: Lung and gut microbiota, DA and AO rat strains, inflammation, oxidative stress,
antibiotics, Aspergillus fumigatus
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1. UVOD

1.1 Mikrobiota-definicija i znacaj

Pojam mikrobiota po prvi put su uveli mikrobiolozi Lederberg i McCray 2001. godine, ukazuju¢i na
znacaj mikroorganizama koji naseljavaju ljudsko telo u zdravlju i bolesti (Lederberg i drugi, 2001). Ova
grupa mikroorganizama definisana je kao zajednica sastavljena od bakterija, arhea, gljiva i virusa, koji
zive zajedno u jednoj ekoloskoj nisi (Ogunrinola i drugi, 2020). U zavisnosti od regiona na domacinu,
deli se na mikrobiotu creva, pluca, oralnu, vaginalnu i mikrobiotu koZe. lako svaka grupa
mikroorganizama ostvaruje svoj uticaj na domacina, najviSe je ispitivana bakterijska mikrobiota,
posebno u crevima, kao i njen uticaj na zdravlje i bolest domacina. Odnos koji mikrobna zajednica
ostvaruje sa domacéinom se moze definisati kao mutualisticki (obostrana korist), komensalni (bez Stetnog
uticaja po domacina) ili parazitski (korist na Stetu domacina).

Uspostavljanje mikrobiote zapoc¢inje veoma rano, prema novim saznanjima ve¢ u materici majke, iako
se dugo smatralo da je takva sredina sterilna (Wang i drugi, 2018). Molekularnim metodama je dokazano
prisustvo bakterija u placenti, amnionskoj te¢nosti, membrani fetusa i pupcanoj vrpci (Aagaard i drugi,
2014; Jiménez i drugi, 2005; Rautava i drugi, 2012; Steel i drugi, 2005). Odmah po rodenju, bakterije
koje vode poreklo od majke i iz spoljaSnje sredine, kolonizuju kozu i mukozna tkiva i njihov sastav je
prili¢no ujednacen, ali se veoma brzo diferencira u mikrobiotu specifi¢nu za organe (Chu i drugi, 2017).
Na sastav mikrobne zajednice, pored anatomskog mesta, mogu uticati i drugi faktori kao §to su genotip
domacina, nacin ishrane, higijena, starenje, cirkadijalni ritam, hormonski status, i drugi. (Mariat i drugi,
2009; Kaczmarek i drugi, 2017; Cauci i dugi, 2002; Dekaboruah i drugi, 2020).

Kao §to faktori domacina uticu na sastav mikrobiote, tako i mikrobna zajednica nekog organa moze
uticati na razliite fizioloSke procese domacina. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je bakterijska
mikrobiota gastrointestinalnog trakta uklju¢ena u procese kao $to su varenje hrane, sinteze vitamina,
odrzavanja crevne barijere, odbrane od patogena, itd. (Hillman i drugi, 2017). Brojne metagenomske
studije su pokazale da postoji korelacija u brojnosti i diverzitetu mikrobiote organa izmedu zdravih i
obolelih jedinki, §to ukazuje na vezu mikrobiote i nekih patoloskih stanja (Dekaboruah i drugi, 2020). U
normalnim fizioloskim uslovima ova zajednica tezi homeostazi (DeGruttola i drugi, 2016). Medutim,
upotreba antibiotika, nacin ishrane, poremecéen odnos komensala sa domaé¢inom mogu dovesti do brojnih
poremecaja sa dugoro¢nim posledicama po zdravlje domacina (Ruff i drugi, 2020; Zheng i drugi, 2020).
Iako najnovije nau¢ne studije pokusavaju da povezu odredeni sastav mikrobne zajednice sa zdravstvenim
stanjem domacina, kompleksnost ove interakcije ukazuje na ¢injenicu da poremecaji ravnoteze nisu
rezultat jednog Cinioca, ve¢ rezultat promene balansa veceg broja faktora (Belkaid i drugi, 2014). Uticaj
bakterijske mikrobiote na zdravlje jedinki je posredovan imunskim sistemom jer je pokazano da sastav
mikrobiote creva doprinosi pravilnom sazrevanju imunskog sistema domacina (Zheng i drugi, 2020).
Pokazano je da kod jedinki laboratorijskih sojeva miSeva koje nisu kolonizovane mikrobiotom (engl.
germ-free) nije doslo do sazrevanja imunskog sistema (Round i Mazmanian, 2009). Dodatno, mikrobna
zajednica nekog organa moze uticati i na aktivnost komponenti urodene i steCene imunosti (Belkaid 1
drugi, 2014). Pored efekta na okolno tkivo, mikrobiota moze ispoljavati efekte i na udaljene organe.
Bakterijska mikrobiota creva (koja je najviSe ispitivana) uspostavlja komunikaciju sa udaljenim
organima, poput koze, mozga ili plu¢a, preko neuralnih, endokrinih, humoralnih, imunoloskih 1

1


https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.13318#emi13318-bib-0002
https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.13318#emi13318-bib-0056
https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.13318#emi13318-bib-0101
https://ami-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.13318#emi13318-bib-0114

metabolickih puteva (Afzaal i drugi, 2022). Interakcija izmedu creva i plué¢a poznatija je kao osa crevo-
pluca (engl. gut-lung axis).

1.2. Bakterijska mikrobiota creva i plu¢a

Iako su pluca i creva dva prostorno udaljena organa, sa znacajnim razlikama, ipak dele neke strukturne i
funkcionalne sli¢nosti. Gastrointestinalni i respiratorni sistem imaju isto embrionalno poreklo (nastaju
od endoderma) i zajednicki pocetni deo (usna duplja i zdrelo) preko kojih razli¢iti ksenobiotici dospevaju
u organizam. Povezanost creva i plu¢a omogucava migraciju mikrobiote izmedu ova dva organa (gutanje
bronhijalnog ekskreta, mikroaspiracija, gastroezofagealni refluks) (Budden i drugi, 2017). Jednoslojni
epitel koji predstavlja fizicku, hemijsku i fizioloSku barijeru izmedu organizma i spoljasnje sredine je
karakteristiCan za oba organa (Invernizzi i drugi, 2020; Ali i drugi, 2020), dok peharaste ¢éelije prisutne
u epitelu produkuju mukus i imunoglobulin A (IgA) (Budden i drugi, 2017). Respiratorni i
gastrointestinalni sistem su deo zajednickog mukoznog imunskog sistema (engl. Common Mucosal
Immune System, CMIS) (Du i drugi, 2023) i, preko komponenti imunskog sistema, u stalnoj medusobnoj
komunikaciji. Ono $to je jo$ zajednicko za ova dva organa je prisustvo mikrobiote.

1.2.1. Bakterijski sastav gastrointestinalnog trakta

Gastrointestinalni trakt coveka predstavlja jednu od najgusce naseljenih ekoloskih niSa, dok je
koncentracija bakterija u kolonu ¢oveka procenjena na oko 10%-10'2 bakterijskih ¢elija/ml crevnog
sadrzaja (Ley 1 drugi, 2006). Mikrobiota creva ima viSestruku ulogu kao §to su sazrevanje imunskog
odgovora, apsorpcija brojnih nutrijenata (masti, aminokiseline, Zu¢ne soli, vitamini i masne kiseline
kratkog lanca (engl. Short Chain Fatty Acids, SCFAs)) (Rinninella i drugi, 2019). Takode, mikrobiota
doprinosi kontroli rasta patogena posredovanoj kompeticijom za nutrijente i/ili proizvodnjom
antimikrobnih peptida (Rinninella i drugi, 2019). Smatralo se da formiranje mikrobiote creva zapoCinje
rodenjem, a da je njen prvobitni sastav uslovljen na¢inom porodaja. Mikrobiota bebe rodene prirodnim
putem po svom sastavu odgovara vaginalnoj mikrobioti majke, dok mikrobiota deteta rodenog carskim
rezom odgovara mikrobioti koZe majke i u odredenim slucajevima mikrobioti koZe medicinskog osoblja
(Dominguez-Bello i drugi, 2010). Mikrobiota novorodenceta prolazi kroz znacajne promene u
zastupljenosti bakterijskih taksona koje su pra¢ene povecanjem diverziteta do tre¢e godine kada se
stabilizuje i po¢inje svojim sastavom da li¢i na mikrobiotu odraslog ¢oveka (Koenig i drugi, 2011). lako
relativno stabilna u odnosu na mikrobiotu drugih organa, mikrobiota creva ¢oveka se menja tokom
godina (Odamaki i drugi, 2016) pod uticajem antibiotika, ishrane i starenjem (Rinninella i drugi, 2019).
U bakterijskoj mikrobioti creva dominiraju predstavnici razdela (lat. phylum) Firmicutes i Bacteroidetes,
koji su zastupljeni sa oko 90%, a prate ih predstavnici razdela Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria i Verrucomicrobiota (Rinninella i drugi, 2019). Razdeo Firmicutes, obuhvata preko 200
razli¢itih rodova (lat. genus), od koji su najzastupljeniji Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus i
Ruminococcus, sa rodom Clostridium, koji je u crevima zastupljen sa 95% (Rinninella i drugi, 2019).
Rodovi Bacteroides i Prevotella su najdominantniji unutar razdela Bacteroidetes, dok je rod
Bifidobacterium dominantan unutar razdela Actinobacteria (Rinninella i drugi, 2019). Sastav bakterijske
zajednice kod sisara nije ujednacen celom duzinom gastrointestinalnog trakta s obzirom da uslovi
unutrasnje sredine gastrointestinalnog trakta (gradijent pH, dostupnost nutrijenata, kao i aktivnost
imunskog sistema) nisu uniformni (Donaldson i drugi, 2016) (Slika 1). Razlike u sastavu bakterijske
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mikrobiote postoje duz longitudinalne ose (od usta do rektuma) (Tropini i drugi, 2017) pri ¢emu gustina
i diverzitet bakterijskih taksona raste. Koncentracija bakterija u tankom crevu nije velika (sredina u kojoj
su prisustni antimikrobni peptidi, zu¢ne soli, gradijent kiseonika i kiseo pH) (Donaldson i drugi, 2016) i
u njemu dominiraju fakultativni anaerobi koji pripadaju porodicama (lat. familia) Lactobacillaceae i
Enterobacteriaceae (Donaldson i drugi, 2016). Suprotno tankom crevu, kolon je sredina koja se odlikuje
manjom koncentracijom Kkiseonika i antimikrobnih peptida, sporijim tranzitom hrane. Ovakva sredina
pogoduje rastu striktnih anaeroba sposobnim za metabolizam kompleksnih ugljenih hidrata. U kolonu su
prisutne bakterije koje pripadaju porodicama Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae,
Lachnospiraceae i Ruminococcaceae (Donaldson i drugi, 2016).

10> CFU/ml

Dominantne porodice u kolon

Dominantne porodice u tankom crevu

Lactobacillaceae
Enterobacteriaceae

Erysiopelotrichaceae

Bacteroidaceae
Prevotellaceae
Rikenellaceaee

Lachnospiraceae
Ruminococcaceae

Gustina bakterijske populacije

<

v
1022 CFU/ml

Slika 1. Sastav bakterijske zajednice u razli¢itim segmentima gastrointestinalnog trakta. Slika je kreirana pomocu
Servier Medical Art (https://smart.servier.com).

Pored razlika u sastavu bakterijske mikrobiote duz longitudinalne ose, postoje 1 razlike duz poprecne ose,
od mukoznog tkiva do lumena creva (Tropini i drugi, 2017, Donaldson i drugi, 2016) (Slika 2).
Metagenomskom analizom bakterijske zajednice u tankom crevu miSeva, pokazana je veca zastupljenost
porodica Lachnospiraceae, Ruminococcaceae u mukoznom tkivu, za razliku od lumena creva u kome su
bile zastupljene porodice Bacteroidaceae, Enterococcaceae i Lactobacillaceae (Nava i drugi, 2011). U
kolonu ¢oveka veca zastupljenost bakterija koje pripadaju razdelu Actinobacteria i Proteobacteria uo¢ena
je u mukoznom tkivu u odnosu na lumen (Albenberg i drugi, 2014), kao i vece prisustvo bakterija koje
razgraduju mukus Akkermansia muciniphila i Bacteroides acidifaciens uocenih i kod ¢oveka i misSeva
(Berry i drugi, 2013). Povecana zastupljenost bakterija koje razgraduju mukus zavisi i od tipa ishrane,
pa tako ishrana siromaS$na vlaknima, povecava zastupljenost ovih bakterija (Paone i drugi, 2020).
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Slika 2. Razlike u sastavu bakterijske mikrobiote od mukoznog tkiva do lumena creva. Slika je kreirana pomocu Servier
Medical Art (https://smart.servier.com) prema Donaldson i drugi, 2016.

1.2.2. Bakterijska mikrobiota raspiratornih organa

Za razliku od gastrointestinalnog trakta, mikrobiota respiratornih organa je mnogo manje ispitana. Zbog
nedostatka mikrobioloskih metoda za kultivaciju tesko kultivabilnih bakterija, plu¢a su dugo smatrana
za sterilan organ, ali je razvoj metode sekvenciranja najnovije generacije (engl. Next Generation
Sequencing) omogucio identifikaciju bakterijske mikrobiote prisutne u plu¢ima. Na sastav bakterijske
zajednice u plu¢ima utice viSe faktora: imigracija (mikroaspiracija orofaringealnog sadrZaja), eliminacija
(kasalj, mukocilijarni transport i aktivnost urodenog i steCenog imunskog sistema) i lokalni uslovi rasta
(kompeticija izmedu bakterija, temperatura, pH 1 prisustvo kiseonika) (Dickson 1 drugi, 2014). Pored
navedenih faktora, i genetska osnova domacina moze uticati na sastav mikrobiote koja kolonizuje pluca
(Igartua i drugi, 2017). lako relativno male koncentracije sa 10°~10° kolonija/g tkiva kod migeva (Remot
i drugi, 2017) odnosno 2,2 x 10° bakterijskih genoma/cm?, kod &oveka (Hilty i drugi, 2010), ova
mikrobna zajednica je vazna za apsorpciju nutrijenata, inhibiciju rasta patogena, detoksifikaciju, kao i za
stimulaciju imunskog sistema domacina (Dethlefsen i drugi, 2007).

Sastav mikrobne zajednice respiratornog trakta takode zavisi od nac¢ina porodaja. Deca koja su rodena
vaginalnim putem imaju mikrobiotu plu¢a u kojoj dominiraju vrste Moraxella spp., Corynebacterium
spp. i Dolosigranulum spp., za razliku od dece rodene carskim rezom kod kojih je uspostavljanje plu¢ne
mikrobiote sporije, sa dominantnom vrstom Staphylococcus aureus i predstavnicima rodova Prevotella,
Veilonella i Porphyromonas spp. (Bosch i drugi, 2016, 2017). Takode je primeceno da se gornji
respiratorni trakt, nezavisno od na¢ina rodenja, inicijalno kolonizuje bakterijom S. aureus (Bosch i drugi,
2016). Prac¢enjem sastava mikrobiote gornjeg respiratornog trakta u nekoliko vremenskih intervala (1,5,
6, 12 i 24 meseca) pokazano je da se sastav mikrobiote menja tokom vremena (Biesbroek i drugi, 2014),
pri ¢emu su promene najizrazenije tokom prva dva meseca Zivota (Bosch i drugi, 2016). IstraZzivanja na
misevima razlicite starosti pokazala su da kod jedinki starih dve nedelje dominira rod Streptococcus, dok
su Lactobacillus i Achromobacter bili najdominantniji rodovi kod misSeva starosti ¢etiri nedelje (Singh i
drugi, 2017).

Kod ¢oveka, sastav i koncentracija bakterija u gornjem i donjem respiratornom traktu se razlikuju (Slika

3). Gornji deo respiratornih organa C¢oveka karakteriSe se raznovrsnijom i brojnijom mikrobiotom.

Bakterije prisutne u respiratornom traktu mogu se svrstati u cetiri razdela: Bacteroidetes, Firmicutes,
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Proteobacteria, i Actinobacteria (Dickson i drugi, 2014; Segal i drugi, 2016; Yu i drugi, 2016).
Najzastupljenini rodovi u respiratornim organima c¢oveka su: Corynebacterium, Prevotella,
Staphylococcus, Streptococcus, Haemophillus i Neisseria (Hilty i drugi, 2010). U nosnoj Supljini
dominantni su rodovi Corynebacterium (razdeo Actinobacteria), i Staphylococcus (razdeo Firmicutes)
(Hilty i drugi, 2010), dok je Prevotella (razdeo Bacteroidets) dominantna u orofarinksu (Hilty i drugi,
2010). Donji respiratorni trakt karakteriSe se daleko manjom biomasom zahvaljujuci brojnim fizioloSkim
procesima koji dovode do brze eliminacije bakterija (Natalini 1 drugi, 2023). U plu¢ima zdravih ljudi,
najzastupljeniji rodovi su: Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Neisseria, Haemophilus, i
Fusobacterium (Mathieu 1 drugi, 2018). Mikrobiotu respiratornih organa odlikuje velika
interindividualna raznovrsnost (Dickson i drugi, 2014).
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Staphylécoccus

Orofarings ) (
Prevotella \— 7

» Orofaringealna aspiracija
\Ggrnji respiratorni trakt

__Donji réspiratorni trakt Dominantni razdeli
Bacteroidetes
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria

Neisxqia
| Haemogh ) . .
0 Dominantni rodovi

Corynebacterium
Prevotella
Staphylococcus
Streptococcus
Haemophillus
Neisseria

Slika 3. Bakterijska mikrobiota respiratornog trakta. Slika je kreirana pomocu Servier Medical Art
(https://smart.servier.com).

1.3. Uloga mikrobiote u odrZzavanju homeostaze

Respiratorni 1 gastrointestinalni trakt su kontinuirano izloZeni razli¢itim ksenobioticima iz spoljasnje
sredine zbog Cega su se u ovim organima razvili mehanizmi za odrzavanje homeostaze, ¢ime je
omoguceno pravilno funkcionisanje pluca i creva. Za oba organa je karakteristicno da odgovaraju na
patogene organizme, dok istovremeno toleriSu komensale kojima su konstantno izloZeni (Kogut i drugi,
2020). U odrzavanje homeostaze u respiratornom i gastrointestinalnom traktu uklju¢ene su komensalne
bakterije, epitelno tkivo (koje predstavlja fizi€ku barijeru i produkuje mukus) i komponente imunskog
sistema prisutne u ovim organima (Belkaid i drugi, 2014; Kogut i drugi, 2020).

Komensalna bakterijska mikrobiota spre¢ava invaziju patogena preko kompeticije za nutrijente i
produkecije razlicitih sekundarnih metabolita (Kogut i drugi, 2020). Bakterije mogu da uticu i1 na sintezu
mukusa u ovim organima. lako mukus produkuju peharaste celije prisutne u epitelu, promene u

5



bakterijskom sastavu mogu da dovedu do povecane ili smanjene produkcije mukusa. Povecana
produkcija je primecena kod mnogih bolesti pluca kao Sto su hroni¢na opstruktivna bolest pluca,
bronhijalna astma i cisti¢na fibroza (Morinaga i drugi, 2009). Povecana relativna zastupljenost bakterije
Chlamydia pneumoniae (u plu¢ima osoba sa bronhijalnom astmom) dovodi do povec¢anja ekspresije gena
za mucin (MUC5A) jedne od komponenti mukusa (Morinaga i drugi, 2009). Sa druge strane, bakterije u
plu¢ima mogu da koriste mukus kao supstrat, §to dovodi do formiranja sredine koja pogoduje rastu drugih
vrsta koje mogu izazvati oboljenja kod osetljivih osoba (kao $to je Pseudomonas aeruginosa koji je ¢est
oportunisti¢ki patogen kod pacijenata sa cisticnom fibrozom) (Flynn i drugi, 2016). U mukusu su prisutni
i antimikrobni proteini (sintetiSu ih epitelijalne celije) i IgA (sintetisan od strane B ¢eliija) (Belkaid i
drugi, 2014; Kogut i drugi, 2020) koji takode doprinose odbrani od patogenih vrsta.

U crevima i plu¢ima su prisutne i ¢elije urodenog i steCenog imunskog sistema na ¢iju aktivnost takode
mogu da uticu bakterije. Dendritske ¢elije 1 alveolarni makrofagi u plu¢ima, pored toga Sto imaju
sposobnost da sami uklone patogene, usmeravaju adaptivni imunski odgovor prema regulatornom ili
inflamatornom, u zavisnosti od tipa antigena kojima su izlozeni (Patel i Metcalf, 2018). Komensalne i
patogene bakterije u plu¢ima poseduju razlicit potencijal za stimulaciju dendritskih ¢elija (Larsen 1 drugi,
2012). Analizom bakterijske mikrobiote nizih disajnih puteva ¢oveka pokazano je da postoje dva tipa
pluénog mikrobioma: pneumotip I (koji karakteriSe mala koncentracija bakterija) i pneumotip II (sa
visokom koncentracijom bakterija kod koga dominiraju oralni komensali) (Segal i drugi, 2016).
Alveolarni makrofagi izolovani iz osoba sa pneumotipom Il produkuju manje proinflamatornih citokina
nakon stimulacije lipopolisaharidom (LPS, glavna komponenta zida Gram negativnih bakterija), u
odnosu na makrofage osoba sa pneumotipom Il (Segal i drugi, 2016). Pored komponenti urodenog
imunskog sistema, vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u plu¢ima ima i adaptivna imunost, posebno
regulatorne T celije (Treg Celije). Mikrobiota plu¢a ima vaZznu ulogu u razvoju imunotolerancije kao Sto
je pokazano kod ¢oveka i u eksperimentima na misevima (Sommariva i drugi, 2020). Jedinke miSeva
neposredno nakon rodenja imaju nezreo imunski sistem i razvijaju alergijski odgovor (infiltracija
eozinofila, produkcija Th2 citokina). Tokom prve dve nedelje nakon rodenja dolazi do povecéanja broja
bakterija u plu¢ima S$to je praéeno povecanjem relativne zastupljenosti razdela Bacteroidetes, i
sazrevanjem imunskog odgovora. Kao posledica toga, aktiviraju se Treg ¢elije i smanjuje reaktivnost na
alergene (Gollwitzer i drugi, 2014). Analogno tome, redukovana mikrobiota plu¢a dovodi do
nedovoljnog sazrevanja imunskog sistema domacina ¢ine¢i ga tako podloZnim za nastanak brojnih
bolesti pluca poput alergijske astme (Sabatel i drugi, 2017; Remot i drugi, 2017).

1.4. Bakterijska mikrobiota u bolesti

Promene u bakterijskoj mikrobioti mogu biti u osnovi razli¢itih oboljenja. Lokalni efekti su najvise
ispitivani pa je tako dishioza u crevima povezana sa bolestima gastrointestinalnog trakta (inflamatorna
bolest creva, sindrom iritabilnog creva) (Chang i Lin, 2016), a disbioza u plu¢ima sa respiratornim
bolestima (Amati i drugi, 2022).

Osim lokalnog efekta, brojne studije su ukazale na povezanost disbioze u crevima sa razliitim
respiratornim poremecajima kao $to su astma (Frati i drugi, 2018; McAleer i Kolls, 2018; Sokolowska i
drugi, 2018), hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (Vaughan i drugi, 2019), cisti¢na fibroza (Thavamani i
drugi, 2021), kancer plué¢a (Liu i drugi, 2019, 2021; Zheng i drugi, 2020). Dok je veza izmedu mikrobiote
creva sa razlic¢itim bolestima respiratornog sistema dosta ispitivana (osa crevo-pluca), malo je podataka
o promenama u bakterijskoj mikrobioti u crevima tokom respiratornih bolesti (osa pluca-crevo).



1.4.1. Uloga mikrobiote creva u razvoju pluénih bolesti (osa crevo-pluca)

Astma je jedno od naj¢escih hroni¢nih respiratornih oboljenja koja pogada preko 300 miliona ljudi Sirom
sveta, od kojih 250 000 umre svake godine (Yagi i drugi, 2021). Nizak diverzitet mikrobiote creva
(najcesce usled upotrebe antibiotika u razli€itim trimestrima ili kasnijoj fazi trudnoce, kao i tokom ranih
godina zivota dece) povezan je sa visokim rizikom za razvoj dec¢je astme (Lapin i drugi, 2015; Mulder i
drugi, 2016) i ranim razvojem astme kod deteta (Abrahamsson i drugi, 2014). Ispitivanja na mi$evima
kojima je dishioza creva izazvana primenom antibiotika cefoperazona u trajanju od 7 dana pokazala su
da dolazi do povecanja alergijske inflamacije u plu¢ima (Kanj i drugi, 2023; Skalski i drugi, 2018) koja
se karakteriSe vecom infiltracijom celija (prvenstveno eozinofila), hiperplazijom peharastih celija,
poveéanom produkcijom interleukina (IL)-13 i imunoglobulina E (IgE). Intenzivniji alergijski odgovor
kod ovih jedinki najverovatnije je povezan sa kolonizacijom creva oportunistickim gljivama iako one
nisu detektovane u plu¢ima (Kanj i drugi, 2023; Skalski i drugi, 2018). U skladu sa tim, nakon tretmana
antibiotikom je zapazena kolonizacija gljivom Wallemia mellicola (sredinska izlozenost ovoj gljivi

smatra se vaznim faktorom rizika za razvoj astme kod ljudi) (Skalski i drugi, 2018). Uloga
oportunistickih gljiva u razvoju astme je potvrdena u drugoj studiji u kojoj su jedinke nakon tretmana
antibiotikom bile izlozene gljivi Candida albicans (oralnim putem) i kod kojih je zapaZen odgovor veceg
intenziteta nakon stimulacije alergenima prisutnim u vazduhu (Kanj i drugi, 2023). Za modulaciju
odgovora na alergene su bitne bakterijske komponente kao §to je LPS. Tretman jedinki miSeva otpornih
na razvoj astme (jedinke sa delimi¢nim ili potpunim odsustvom ekspresije gena za aciloksiacil hidrolazu,
Aoah”) tokom tri nedelje antibioticima neomicinom i metronidazolom (u cilju eliminacije Gram-
negativnih bakterija) doveo je do pojave simptoma bolesti u odgovoru na grinje (infiltracije eozinofila,
neutrofila i limfocita u pluca, hiperplazije peharastih ¢elija i povecane produkcije mukusa) (Qian i drugi,
2018). I drugi metaboliti bakterija mogu da uti¢u na karakteristke odgovora u plu¢ima. Poredenjem
jedinki miSeva hranjenih standardnom hranom i hranom sa niskim sadrzajem vlakana, pokazano je da su
miSevi koji su bili na ishrani sa malo vlakana, nakon izlaganja alergenima iz vaduha, imali ve¢i stepen
infiltracije limfocita u plu¢ima, kao i povecanje proinflamatornih citokina (Trompette i drugi, 2014).
Zastita od alergijske inflamacije u plu¢ima posredovana je masnim kiselinama kratkog lanca (kao §to su
acetat, butirat, propionat) koje su produkt fermentacije dijetetskih vlakana od strane bakterija prisutnih u
cekumu i kolonu (Zhou i drugi, 2021). Masne kiseline kratkog lanca mogu da se translociraju iz creva i
tako modulisu imunske odgovore u plu¢ima (McAleer i Kolls 2018). Tretman jedinki miSeva sa masnim
kiselinama kratkog lanca rastvorenim u vodi, pre izlaganja ovalbuminu, doveo je do vece ekspanzije
mijeloidnih supresorskih ¢éelija i Treg ¢elija u poredenju sa jedinkama koje nisu primale SCFAS, §to je
rezultiralo slabijim alergijskim odgovorom (Huang i drugi, 2023).

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (engl. Chronic Opstructive Pulmonary Disease, COPD) je bolest sa
visokom prevalencom koja se karakteriSe opstrukcijom disajnih puteva, izazvanih pusSenjem ili
izloZeno$¢u razlicitim zagaduju¢im supstancama iz vazduha. Iako nije potvrdena direktna veza izmedu
dishioze u crevima i pojave simptoma bolesti, postoje podaci da je bolja funkcija plu¢a kod pacijenata
obolelih od COPD povezana sa viSom relativnom zastupljeno$¢u nekih vrsta iz rodova Streptococcus i
familije Lachnospiraceae i nizom zastupljeno$¢u roda Desulfovibrio (Bowerman i drugi, 2020).
Korelacija koja je pokazana izmedu ishrane bogate vlaknima sa uspostavljanjem bolje funkcije pluéa i
redukcijom simptoma karakteristicnim za ovu bolest (Kan i drugi, 2008) dodatno potvrduje ulogu
mikrobiote creva u patogenezi bolesti.

Cisti¢na fibroza je nasledna bolest izazvana mutacijom gena za transmembranski regulator cisti¢ne
fibroze (engl. Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR) protein), koja se karakterise preteranom
produkcijom viskoznog mukusa u plu¢ima i u crevima. Studija koje je pratila sastav mikrobiote creva
tokom prve godine zivota novorodencadi obolelih od ove bolesti i zdrave dece, pokazala je postojanje
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znacajnih razlika izmedu ove dve grupe (Antosca i drugi, 2019; Hoen i drugi, 2015). Pad relativne
zastupljenosti bakterija roda Parabacteroides u crevima je prethodio pojavi respiratornih komplikacija,
pracenih i kolonizacijom P. aeruginosa (Hoen i drugi, 2015). Dodatno, osobe obolele od cisti¢ne fibroze,
koje imaju znacajno smanjenje diverziteta crevne mikrobiote, imaju teze manifestacije bolesti u plu¢ima
u odnosu na osobe sa manjim stepenom crevne disbioze (Burke i drugi, 2017). Sa druge strane, kod dece
sa cistitnom fibrozom koja su primala oralni probiotik Lactobacillus GG zapazeno je znacajno
ublazavanje simptoma bolesti u plu¢ima, kao i smanjena potreba za bolni¢kim lecenjem (Bruzzese i
drugi, 2007).

Uticaj crevne mikrobiote na imunski odgovor u plu¢ima ispitivan je u razli¢itim eksperimentalnim
modelima u kojima je infekcija plu¢a izazvana bakterijama ili virusima. Eksperimenti radeni na
miSevima koji nisu kolonizovani mikrobiotom, pokazali su da su ove jedinke mnogo vise podlozne
infekciji plu¢a izazvanom bakterijom Klebsiella pneumoniae u odnosu na konvencionalno gajene miSeve
(Fagundes i drugi, 2012). I tretman miSeva lekovima koji izazivaju disbiozu u crevima dovodi do
smanjene otpornosti na infekciju. Kod jedinki kojima je redukovana crevna mikrobiota upotrebom
antibiotika Sirokog spektra (ampicillin, neomicin, metronidazol i vankomicin) u trajanju od tri nedelje
zapazeno je vece ostecenje unutrasnjih organa, veci stepen diseminacije bakterije u plu¢ima i veci stepen
mortaliteta nakon infekcije izazvane bakterijom Streptococcus pneumoniae u odnosu na miseve koji nisu
primili antibiotike (Schuijt i drugi, 2016). Dodatno, primena izonijazida i pirazinamida (lekova koji se
koriste u terapiji tuberkuloze) znacajno redukuje crevnu mikrobiotu i smanjuje otpornost domacina na
infekciju izazvanu baketrijom Mycobacetrium tuberculosis (Khan i drugi, 2019). Podloznost infekciji
kod ovih jedinki je posledica smanjenog metabolizma alveolarnih makrofaga, a samim tim i njihovog
baktericidnog potencijala (Khan i drugi, 2019). Bez obzira na koji nacin je izazvana disbioza u crevima,
transplantacija fecesa iz zdravih (konvencionalno gajenih) miSeva u jedinke sa disbiozom creva je dovela
do povecanja otpornosti na infekciju izazvanu razli¢itim bakterijama (Fagundes i drugi, 2012; Khan i
drugi, 2019; Schuijt i drugi, 2016) sto dodatno potvrduje ulogu mikrobiote creva u imunskom odgovoru
u plu¢ima. Smatra se da su u komunikaciji izmedu creva i pluca uklju¢ene mikrobne komponente
(peptidoglikani ili lipopolisaharidi) koje cirkulacijom dospevaju od creva do pluca, a koje prepoznaju
receptori za molekulske obrasce (engl. Pattern Recognition Receptors) prisutni na povrsini celija
domacina (Wypych i drugi, 2019).

Komensalne bakterije prisutne u crevima doprinose razvoju adekvatnog urodenog i adaptivnog odgovora
na viruse (Abt i drugi, 2012; Ichinohe i drugi, 2011). Primena smeSe antibiotika (ampicilin, gentamicin,
metronidazol, neomicin i vankomicin) tokom dve do cetiri nedelje je dovela do nizeg antivirusnog
odgovora u makrofagama, kao i do smanjene responsivnosti ovih ¢elija na stimulaciju interferonom
(IFN) B iy (Abt i drugi, 2012). Povecana osetljivost na infekciju izazvanu virusom gripa kod jedinki
tretiranih antibioticima je posledica poremecaja homeostaze dendritskih ¢elija u plu¢ima, njihove
smanjene migracije u regionalne dreniraju¢e limfne ¢vorove, neadekvatne aktivacije virus specifi¢nih
CD4" i CD8" T ¢elija i produkcije antitela (Ichinohe i drugi, 2011). Efekat bakterijske mikrobiote creva
na pluca je verovatno posredovan metabolitima bakterija jer je pokazano da ishrana bogata vlaknima
(Trompette 1 drugi, 2018) ili primena acetata (Antunes 1 drugi, 2019) povecava imunski odgovor na viruse
u plu¢ima.

Poremecaj crevne mikrobiote dovodi i do razvoja alergijskog odgovora na gljivu Aspergillus fumigatus
(Noverr i drugi, 2004). Kod miseva kod kojih je disbioza creva izazvana primenom antibiotika
(cefoperazon u trajanju od pet dana) i oralnom aplikacijom gljive Candida albicans, dolazi do razvoja
alergijskog odgovora na spore gljive A. fumigatus koji se karakteriSe pove¢anjem broja eozinofila, mast
¢elija, povec¢anom produkcijom IL-5, IL-13, IFN-y i IgE (Noverr i drugi, 2004).



1.4.2. Uloga inflamacije u plu¢ima u nastanku crevne disbioze (osa plué¢a-crevo)

Kao $to disbioza u crevima moze da utice na karakteristike imunskog odgovora u plu¢ima, i inflamacija
u plu¢ima moze da dovede do disbioze bakterijske mikrobiote u crevima. Kod osoba obolelih od
granulocitne astme pokazano je da nema razlika u alfa i beta diverzitetu bakterija u crevima izmedu
zdravih osoba 1 obolelih, ali su primecene razlike u relativnoj zastupljenosti pojedinih rodova i porodica
u okviru razdela Firmicutes (Gu i drugi, 2022). Promene u sastavu mikrobiote creva, koja je vazna za
brojne metabolicke procese u domacinu, je pracena poveCanjem broja Treg celija u kolonu.
Gastrointestinalni simptomi (nadutost i gastroezofagealni refluks) su primeceni i kod 85% osoba koje
boluju od hroni¢ne obstruktivne bolesti pluca (Rutten i drugi, 2014). Dodatno, prevalenca za nastanak
Kronove bolesti (inflamatorna bolest creva) je 2,72 puta veca kod ovih osoba u odnosu na zdrave kontrole
(Ekbom 1 drugi, 2008). Kod osoba obolelih od hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a primeéeni su
poremecaji u homeostazi creva koji se ogledaju u povecanju propustljivosti creva i povecanoj infiltraciji
inflamatornih ¢elija (Keely i drugi, 2014). Sve ovo je praceno i pojavom disbioze u crevima, koja
predstavlja rizik za razvoj inflamatornih bolesti creva (Wang, i drugi, 2013). | kod pacijenata obolelih od
cistine fibroze se javljaju brojni gastrointestinalni simptomi, kao Sto su gastroezofagealni refluks,
konstipacija, inflamacija, upala slepog creva, rektalni prolaps, disboiza bakterijske mikrobiote i dr. (Slae
I Wilschanski, 2020). Smatra se da su ove promene u crevima u osnovi povecane incidence kancera creva
kod mlade populacije obolele od ove bolesti u odnosu na zdravu populaciju (Maisonneuve, 2003; Neglia
i drugi, 1995). Svi navedeni podaci ukazuju na postojanje veze izmedu pluca i creva.

Disbioza u crevima javlja se i kod dece sa infekcijom pluca izazvanom bakterijom Mycobacterium
tuberculosis kod kojih je zapazeno smanjenje indeksa alfa diverziteta, ali bez statisticki znacajnih razlika
u sastavu mikrobne zajednice izmedu obolelih osoba i zdrave populacije (beta diverzitet) (Basu i drugi,
2019). Znacajne promene crevne mikrobiote su primecene i kod odraslih pacijenata obolelih od
tuberkuloze, izrazene kroz pad broja vrsta i poremecen sastav mikrobne zajednice, kao 1 kroz poremecaj
metabolicke aktivnosti masnih kiselina kratkog lanca (Hu i1 drugi, 2019). Promene u bakterijskoj
mikrobioti do kojih je dovela ova bolest ogledaju se i na nivou relativne zastupljenosti odredenih
taksonomskih jedinica. Povecanje relativne zastupljenosti rodova Prevotella i Enterococcus (¢iji pojedini
predstavnici spadaju u grupu oportunistickih patogena), i smanjenje relativne zastupljenosti korisnih
bakterija Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae i Faecalibacterium prausnitzii su primeéeni kod
pacijenata sa tuberkulozom (Li 1 drugi, 2019). Ispitivanja na miSevima kod kojih je infekcija pluca
izazvana bakterijom Mycobacterium tuberculosis (Winglee i drugi, 2014) ili Klebsiella pneumoniae (Wu
i drugi, 2020) su potvrdila da je infekcija pluca bakterijama uzrok disbioze koja se javlja u crevima. Pad
relativne zastupljenosti bakterijskih vrsta koje pripadaju Clostridiales i Bacteriodales kod miSeva nakon
infekcije izazvane bakterijom M. tuberculosis povezan je sa aktivacijom imunskog odgovora (Winglee i
drugi, 2014). | infekcija izazvana bakterijom K. pneumoniae je dovela do promena u brojnosti i sastavu
crevne mikrobiote, smanjenja relativne zastupljenosti vrsta Lactobacillus reuteri i Bifidobacterium
pseudolongum i pada koncentracije masnih kiselina kratkog lanca (Wu i drugi, 2020).

Postojanje gastrointestinalnih tegoba (bol u stomaku, mucénina, povracanje i dijareja) takode je
detektovano kod osoba sa infekcijom pluca izazvanim virusima (Dilantika i drugi, 2010). Respiratorna
infekcija izazvana virusom gripa H7N9 znacajno je uticala na smanjenje indeksa alfa diverziteta koje je
praceno povecanjem relativne zastupljenosti vrsta Escherichia coli i Enterococcus faecium kod
pacijenata u odnosu na zdrave kontrole (Qin i drugi, 2015). Analiza biomarkera je pokazala da je za
grupu osoba obolelih od gripa karakteristi¢éno prisustvo Clostridium sp. 7243FAA i Enterococcus
faecium u fecesu, dok je kod zdravih osoba dominirala Roseburia inulinivorans DSM 16841 (Qin i drugi,
2015). U eksperimentalnim studijama u kojima je infekcija plu¢a izazvana virusima je takode
detektovano postojanje disbioze u crevima (Deriu i drugi, 2016; Wang i drugi, 2014), pri ¢emu je
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pokazano da je infekcija partikulama virusa odgovorna za ove promene jer aplikacija vakcine sa
oslabljenim virusom nije dovela do promena u sastavu bakterijske zajednice creva (Zu i drugi, 2018).
Analiza fecesa pili¢a pre i posle infekcije virusom gripa HIN2, pokazala je znacajno povecanje relativne
zastupljenosti razdela Proteobacteria, kao i povecanje rodova Vampirovibrio, Pseudoflavonifractor,
Ruminococcus, Clostridium cluster XI1Vb i Isobaculum (Yitbarek i drugi, 2018). Kod miSeva sa
infekcijom pluca izazvanom virusom gripa ili respiratornim sincicijalnim virusom zapazeno je povecanje
relativne zastupljenosti razdela Bacteroidetes, praceno smanjenjem relativne zastupljenosti razdela
Firmicutes (Groves i drugi, 2018). Dodatno, smanjenje relativne zastupljenosti komensala, primec¢eno u
tankom crevu miseva inficiranih virusom gripa, praceno je narusavanjem integriteta mukusa (Yildiz i
drugi, 2018). Analiza sastava bakterijske zajednice u crevima pacijenata sa infekcijom pluc¢a izazvanom
SARS-Cov-2 virusom je pokazala da ova infekcija dovodi do povecanja oportunistickih patogena i
smanjenja komensala u odnosu na zdrave pacijente (Zuo i drugi, 2020). Veca zastupljenost Eubacterium,
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia, i Lachnospiraceae bila je karakteristicna za zdrave osobe, dok
su kod COVID-19 pacijenata dominirale Clostridium hathewayi, Actnomyces viscosus i Bacteroides
nordii (Zuo i drugi, 2020).

Osim navedenog, svaka inflamacija i/ili povreda pluca, bez obzira na poreklo, moze dovesti do disbioze
u crevima, jer je disbioza creva primeéena kod pacijenata obolelih od kancera plu¢a (Zhang i drugi,
2018), kod miseva nakon intratrahealne aplikacije lipopolisaharida (Sze i drugi, 2014), izlozenim
visokim koncentracijama kiseonika (hiperoksija) (Ashley i drugi, 2020) i acrozagaduju¢im Cesticama
(Mazumder i drugi, 2023).

Za razliku od infekcije pluca izazvane bakterijama i virusima, malo je podataka o ulozi bakterijske
mikrobiote i njenim promenama tokom infekcije izazvane gljivama.

1.5. Gljiva Aspergillus spp.
1.5.1. Osnovne karakteristike gljive

Rod Aspergillus je Siroko rasprostranjena filamentozna saprofitska gljiva, koja ima vaznu ulogu u
kruzenju ugljenika i azota. Rod Aspergillus broji nekoliko stotina vrsta, od koji su najrasprostranjeniji A.
fumigatus, A. flavus i A. niger. Najces¢i uzro¢nik oboljenja kod ¢oveka je A. fumigatus. To je Siroko
rasprostranjena, termotolerantna gljiva, koja raste pri velikom temperaturnom opsegu od 12-72 °C.
Odlikuje se sporama (konidijama) koje brzo sporuli$u, malog su dijametra (2 do 3 um) i kao takve lako
dospevaju do pluc¢a (Veerdonk i drugi, 2017). Zbog svoje Siroke rasprostranjenosti, visoke stope
sporulacije i diseminacije konidija pasivnim putem, posredstvom vazduha, ljudi su svakodnevno izlozeni
konidijama A. fumigatus i procenjuje se da na dnevnom nivou udahnu oko 200 konidija (Dagenais i drugi,
2009). Kod imunokompetentnih osoba (osoba sa ocuvanom funkcijom imunskog sistema) konidije se
aktivnoScu cilija izbacuju iz pluca ili ih uklanjaju aktivirani alveolarni makrofagi (Li i drugi, 2019). Kod
osoba sa oslabljenom funkcijom imunskog sistema (imunokompromitovane osobe) kao posledica
izlozenosti konidijama moze da se razvije spektar bolesti (alergijska bronhopulmonarna aspergiloza,
aspergilomi, hroni¢na pulmonarna aspergiloza i1 invazivna aspergiloza) koje se jednim imenom
oznacavaju kao aspergiloze (Bongomin i drugi, 2020; Burgel i drugi, 2016; Taccone i drugi, 2015).
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1.5.2. Urodeni i adaptivni imunski odgovor na gljivu A. fumigatus

U odbranu od infekcije izazvane gljivom A. fumigatus ukljucene su komponente i urodene i adaptivne
imunosti (Sales-Campos i drugi 2013) (Slika 4). Prvu liniju odbrane predstavljaju mukusne membrane i
epitelijalne Celije, koje predstavljaju fizicku barijeru i onemogucéavaju prodiranje gljive u dublje slojeve
tkiva (Bartemes i drugi, 2018). Kod imunokompetentnih osoba, ova linija odbrane, zajedno sa aktivnoscu
¢elija urodene imunosti (polimorfonuklearni leukociti i makrofagi koji uklanjaju konidije u slucaju da
dospeju do pluénih alveola) je dovoljna za spre¢avanje kolonizacije plu¢a (Morton i drugi, 2012).

Celije urodenog imunskog sistema prepoznaju molekulske obrasce prisutne na povrsini gljive (proteaze,
B glukane i sl.) preko receptora urodene imunosti u koje spadaju receptori sli¢ni Toll proteinu (engl. Toll
Like Receptors, TLR), receptor za manozu, kao i preko citosolnih receptora (engl. Nod-like receptor,
NLR) (Briard i drugi, 2019). Nakon prepoznavanja gljive od strane alveolarnih makrofaga i neutrofila
dolazi do fagocitoze i eliminacije gljive A. fumigatus (Braem i drugi, 2015; Latge 1999). U ¢elije urodene
imunosti koje su bitne za imunski odgovor na gljivu se ubrajaju i dendritske ¢elije (Bozza i drugi, 2002).
Ove ¢elije nakon ingestije gljive migriraju do regionalnih dreniraju¢ih limfnih ¢vorova gde dovode do
aktivacije CD4" T ¢elija (Bozza i drugi, 2002). Prepoznavanje konidija vodi diferencijaciji CD4* T ¢elija
u pravcu Thl céelija (sintetiSu proinflamatorne citokine IFN-y, IL-12) koje su odgovorne za efikasno
uklanjanje gljive iz pluca (Thakur i drugi, 2015). Prepoznavanje hifa gljive od strane dendritskih ¢elija
dovodi do diferencijacije T ¢elija u pravcu Th2 ¢elija (produkuju IL-4, IL-5 i IL-10) §to doprinosi
progresiji bolesti (Thakur i drugi, 2015). Pored Thl i Th2 ¢elija, u odgovor na gljivu ukljucene sui Th17
¢elije (produkuju IL-17) koje doprinose uklanjanju gljive, ali mogu da dovedu i do preterane inflamacije
1 oStecenja tkiva (Zelante i drugi, 2009).

Konidije A. fumigatus
/ [ ) @ ) ® e o \
= | = | &= [ = ]

Plucni epitel [
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\ ® )
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Slika 4. Komponente imunskog odgovora uklju¢ene u odgovor na gljivu A fumigatus . Slika je kreirana pomoc¢u Servier
Medical Art (https://smart.servier.com) prema Sales-Campos i drugi, 2013
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1.5.3. Mikrobiota creva i pluéa tokom infekcije izazvane gljivom A. fumigatus

Malo je podataka o ulozi bakterijske mikrobiote tokom imunskog odgovora na gljivu A. fumigatus.

Kod imunokompromitovanih osoba sa invazivnom plu¢nom aspergilozom pokazano je da se sastav
mikrobiote pluc¢a razlikuje kod inficiranih i1 neinficiranih osoba (pacijenti kod kojih nije pokazano
prisustvo gljive u plu¢ima) (Hérivaux i drugi, 2022). Pored nizeg alfa diverziteta, kod osoba inficiranih
sa A. fumigatus, je pokazana vecéa relativna zastupljenost rodova Staphylococcus, Escherichia,
Paraclostridium i Finegoldia (za razliku od neinficiranih osoba kod kojih su dominirali rodovi Prevotella
i Veillonella). Svi pacijenti ukljuceni u ovu studiju su bolovali od druge osnovne bolesti i primali neku
vrstu terapije (steroidi, imunosupresivi, antibiotici), tako da bi prikazane rezultate trebalo pazljivo
razmatrati.

Uloga mikrobiote creva u odgovoru na gljivice je detaljnije ispitivana. Disbioza creva usled primene
antibiotika i kolonizacije sa C. albicans, dovodi do razvoja alergijskog odgovora na konidije A. fumigatus
u plu¢ima (Noverr i drugi, 2004). Posledica disbioze u crevima je veéi broj eozinofila, mast ¢elija, IgE,
IL-5, IL-13 i IFN-y nakon inhalacije konidija u poredenju sa kontrolnim jedinkama. Osim toga, pokazano
je da prisustvo C. albicans u crevima dovodi do indukcije Th17 odgovora u plu¢ima tokom infekcije
izazvane sa A. fumigatus (Bacher i drugi, 2019; Gongalves i drugi, 2017) (Slika 5). I drugi istraZivaci su
pokazali da sastav mikrobiote creva moze da utie na nivo antifungalnog Th17 odgovora, pa su visi nivoi
IL-17 zapaZeni kod jedinki ¢ija su creva kolonizovana segmentisanim filamentoznim bakterijama
(Bradley i drugi, 2017; McAleer i drugi, 2016).

Retki su i podaci o uticaju pulmonarne aspergiloze na mikrobiotu creva. Upotrebom metode gel
elektroforeze u denaturiSu¢em gradijentu je pokazano da tokom infekcije pluéa izazvane sa A. fumigatus
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kod DA jedinki dolazi do disbioze u duodenumu i poremecaja intestinalne homeostaze (Kulas i drugi,
2019).

A. fumigatus

Slika 5. Uloga mikrobiote creva u odgovoru na prisustvo gljive A. fumigatus u pluéima. Slika je kreirana pomo¢u
Servier Medical Art (https://smart.servier.com) prema Gongalves i drugi, 2017.
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2. CILJ RADA

Polazec¢i od trenutno dostupnih podataka, cilj istrazivanja doktorske disertacije bio je da se u modelu
pulmonarne infekcije izazvane gljivom Aspergillus fumigatus ispita uticaj inflamacije na mikrobiotu
pluca i creva, postojanje dvosmerne komunikacije izmedu ova dva organa i potencijalni mehanizmi ove
interakcije. Ispitivanja su radena na dva soja pacova Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO) za koje je
pokazano da ispoljavaju kvantitativno razli¢it imunski odgovor na prisustvo A. fumigatus u plu¢ima
(Mirkov i drugi, 2015).

Za realizaciju cilja postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Ispitivanje sastava bakterijske mikrobiote u plu¢ima i crevima kod zdravih (netretiranih/neinficiranih)
jedinki pacova;

2. Ispitivanje promena mikrobiote u ova dva organa tokom infekcije pluca izazvane gljivom Aspergillus
fumigatus;

3. Ispitivanje efekta smese antibiotika na mikrobiotu pluca i creva;

4. Ispitivanje uticaja dishioze izazvane antibioticima na odgovor organizma tokom pulmonarne infekcije
sa A. fumigatus.

Rezultati ovih istrazivanja doprinose novim saznanjima o ulozi mikrobiote creva i plu¢a tokom infekcije
pluca i ukazuju na potencijalne mehanizme dvosmerne komunikacije izmedu ova dva organa.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Muzjaci Dark Agouti (DA) i Albino Oxford (AO) sojeva pacova, starosti deset do dvanaest nedelja,
kori$éeni su u eksperimentima. Zivotinje su konvencionalno gajene (po3tovanje ciklusa 12h svetlo/12h
mrak, ambijentalne temperature od 22 + 2 °C i relativne vlaznosti vazduha od 60%, uz neograni¢en
pristup vodi i hrani) na Institutu za Bioloska Istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” (IBISS) -Institut od
nacionalnog znac¢aja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalne procedure kao i
tretiranje zivotinja sprovedeni su u skladu sa Direktivom EU (2010/63/EU) o zastiti zivotinja kori§¢enih
u naucne svrhe i odobreni su od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede - Uprave za
veterinu (reSenje broj 323-07-12685/2020-05).

U prvoj eksperimentalnoj postavci, jedinkama DA i AO pacova je intratrahealno ubrizgavano 107
konidija gljive A. fumigatus rastvorene u 0,5 ml fizioloskog rastvora. Kontrolne jedinke su primale
fizioloski rastvor u istoj zapremini. Zivotinje su Zrtvovane 1. i 3. dana nakon infekcije (n.i.) iskrvarenjem
u opstoj anesteziji (15 mg/kg Zoletila 100, Virbac, Carros, Francuska).

U drugoj eksperimentalnoj postavci, zivotinje su pre infekcije pile vodu bez smese antibiotika ili sa
sme$om antibiotika (neomicin 0,5 g/l, gentamicin 0,5 g/l i vankomicin 0,25 g/I) rastvorenih u dH20 u
trajanju od 30 dana. Voda je menjana dva puta nedeljno, i tom prilikom je merena koli¢ina popijene vode.
Masa tela jedinki je merena jednom nedeljno. Nakon zavrsetka tretmana antibioticima, polovina jedinki
koje su pile Cistu vodu i polovina jedinki koje su pile vodu sa antibioticima su inficirane sa A. fumigatus
(intratrahealno, 107 konidija). U ovim eksperimentima su postojale &etiri eksperimentalne grupe: 1.
jedinke koje su pile vodu bez antibiotika i nisu inficirane sa A. fumigatus (primile su intratrahealno
fizioloski rastvor); 2. jedinke koje su pile vodu sa antibioticima i nisu inficirane sa A. fumigatus; 3.
jedinke koje su pile vodu bez antibiotika i inficirane su sa A. fumigatus; i 4. jedinke koje su pile vodu sa
antibioticima i inficirane su sa A. fumigatus. U svakoj grupi je bilo po 8 jedinki. Zivotinje su Zrtvovane
treceg dana nakon infekcije iskrvarenjem u opstoj anesteziji.

3.2. Uspostavljanje infekcije oportunistickom gljivom Aspergillus fumigatus

Humani izolat A. fumigatus koriséen u eksperimentima (dobijen sa Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr
Milan Jovanovic-Batut”) gajen je na selektivnoj mikoloskoj podlozi Sabouraud maltoznom agaru (SMA)
(Torlak, Beograd, Srbija) sedam dana do produkcije konidija, koje su potom sakupljane ispiranjem
povrsine agarozne podloge sterilnim nepirogenim fizioloskim rastvorom. Dobijene konidije brojane su
pomocu hemocitometra i podeSavane na odgovarajucu koncentraciju.

3.3. Prikupljanje periferne krvi i uzorkovanje organa pluéa i creva

Krv je vadena iz abdominalne arterije pacova, radi izolacije plazme i odredivanja hematoloskih

parametara. Duodenum (uzeto je 5 cm ispod piloro-duodenalnog spoja), ileum (uzeto je 3 cm iznad ileo-

cekalnog spoja), cekum, kolon i plu¢a su uzimani prilikom Zrtvovanja za dalje analize. 1z svakog

segmenta creva je prikupljan sadrzaj (istiskivanjem) i uziman deo tkiva (nakon ispiranja lumena sterilnim

fizioloskim rastvorom). SadrZaj segmenata gastrointestinalnog trakta i tkivo (deo svakog segmenta creva
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i levo plu¢no krilo) su zamrzavani na — 80 °C i kasnije kori$¢eni za izolovanje metagenomske DNK.
Ostatak tkiva creva i desno pluéno krilo je kori$¢en za pripremu homogenata tkiva.

3.4. Kvantitativna kultura gljive

Kvantitativna kultura A. fumigatus je koris¢ena za odredivanje broja formiranih kolonija (engl. Colony
Forming Units, CFU) u plu¢ima (Sheppard i drugi, 2006). Od primarnog homogenata (pripreman
homogenizacijom pluc¢a u 5 ml fizioloskog rastvora) pravljena su dva serijska razblaZenja i sejana na
petri Solje sa SMA podlogom sa streptomicin-sulfatom. Nakon inkubacije (na 37 °C u periodu od 24 do
48 h) brojane su kolonije koje su izrasle na petri Soljama i ra¢unat broj formiranih kolonija/g tkiva.

3.5. Obrada tkiva, merenja sadrzaja citokina i aktivnosti enzima antioksidativne zastite
3.5.1. Priprema homogenata

Tkivo pluca i creva je pre homogenizacije odmereno na analiti¢koj vagi i homogenizovano elektri¢nim
homogenizerom (IKA T18 Basic Homogenizer, IKA Works Inc., Wilmington NC, SAD) na ledu u
saharoznom puferu (pH 7,4, 0,25 mol/l saharoza (Fisher Scientific, Loughborough, UK), 0,05 mol/l Tris-
HCI (tris-(hidroksimetil)-aminometan, Serva, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka), 0,1
mol/l etilen-diamin-tetra-siréetna kiselina (EDTA, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka),
1 mM fenilmetansulfonil-fluorid (PMSF, Sigma-aldrich, Inc., St. Louis, MO, SAD)) u odnosu 1:10.
Homogenati su sonifikovani laboratorijskim sonifikatorom (Bandelin electronic, UW 2070, Berlin,
Nemacka) na ledu sa ciklusom od 3 x 15 s i potom centrifugirani (20 min na 3000 x g, na 4 °C). Dobijeni
supernatanti su iskoriS¢eni za analizu sadrzaja citokina i markera/parametara oksidativnog stresa.

3.5.2. Merenje koncentracije proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredivana je metodom po Lowry-ju (Lowry i drugi, 1951). Reakciona
smesa je pripremana meSanjem 20 pl uzorka ili standarda sa 300 pl reagensa C (2% Na2COgz (Carlo Erba,
Milano, Italija) u 0,1 M NaOH (LachNer, Neratovice, Ce§ka), 1% CuSO4 x 5H20 (Zorka Pharma, Sabac,
Srbija) i 2% K-Na-tartarat (Alkaloid, Skoplje, Severna Makedonija)). Nakon inkubacije od 15 min,
dodavano je 60 ul Folin-Ciocalteu reagensa (Merck, Darmstadt, Nemacka) i inkubacija je nastavljena jos
30 min na sobnoj temperaturi. Uzorci su potom nalivani u mikrotitar plo¢u u triplikatu i apsorbanca je
merena na 670 nm talasne duzine, upotrebom spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Kjoto, Japan), dok
su koncentracije proteina odredivane preko standardne krive, koriste¢i referentne koncentracije albumina
iz seruma goveceta (AppliChem, Darmstadt, Nemacka) (u rasponu od 0,1 do 1 mg/ml).

16



3.5.3. Merenje aktivnosti enzima katalaze (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaza je enzim koji razlaze vodonik peroksid (H202) do vode i kiseonika. Aktivnost ovog enzima
procenjivana je na 0Snovu promene apsorbance na talasnoj duzini od 240 nm (apsorbanca je merena na
svakih 30 s, tokom 3 min) pomocu spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Beutler, 1982). Reakciona
smesa dobijena je meSanjem 10 pl uzorka homogenata tkiva sa 50 ul Tris-EDTA pufera (pH 8,0) i 1 ml
H20,. Kao mera aktivnosti (U) katalaze uzimana je koli¢ina enzima koja razlozi 1 mmol H2O2 u minuti
na 25 °C, a dobijene vrednosti izrazavane su po miligramu proteina (U/mg).

3.5.4. Merenje aktivnosti enzima glutation S transferaze (GST, EC 2.5.1.18)

Glutation S transferaza (GST) je enzim koji katalizuje vezivanje elektrofilnih supstrata (nastaju
posredstvom reaktivnih vrsta kiseonika) za redukovani glutation (GSH) (Habig, 1974). Promena
apsorbance kompleksa dinitrohlorobenzen-redukovani glutation (DNCB-GSH kompleks) koji nastaje
delovanjem enzima GST kori$¢ena je za odredivanje aktivnosti ovog enzima. Po 10 ul homogenata tkiva
mesano je sa 2 ml dejonizovane vode, 100 pul dinitrohlorobenzena (DNCB rastvorenim u 95% etanolu),
600 pl fosfatnog pufera (pH 6,5) i 300 ul redukovanog glutationa (GSH). Promena apsorbance ocitavana
je na 340 nm spektrofotometrijski (Shimadzu UV-1800) (u intervalima od po 30 s tokom 3 min) na
temperaturi od 25 °C. Aktivnost enzima je izrazavana U jedinicama (broj nanomolekula formiranog u
minuti (U =nM DNCB-GSH/min)) po miligramu proteina (U/mg proteina).

3.5.5. Merenje redukovanog glutationa (GSH)

Za odredivanje koncentracije redukovanog glutationa koris¢ena je metoda zasnovana na promeni
apsorbance 5-tio-2 nitrobenzoi¢ne Kiseline (TNB) merenoj na 412 nm (ELISA ¢ita¢u (GRD)), a koja je
proporcionalna koncentraciji GSH (Rahman, 2005). TNB nastaje u procesu oksidacije GSH pomocu
Elmanovog reagensa ((5,5'-ditio-bis)2-nitrobenzoi¢ne kiseline, DTNB). Reakciona smesa se sastojala od
100 pl homogenata oslobodenog od proteina (pripremljen u 10% sulfosalicilnoj kiselini (Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, MO, SAD) u cilju odstranjivanja velikih proteinskih kompleksa), 400 ul Tris-HCI (pH
8,9), 10 pl Elmanovog reagensa. Smesa je inkubirana 20 min (na sobnoj temperaturi, u mraku).
Standardna kriva je pravljena na osnovu poznatih koncentracija GSH. Koncentracija GSH u uzorku je
izrazavana kao pumol/mg proteina.

3.5.6. Odredivanje koli¢ine lipidnih peroksida

Koli¢ina lipidnih peroksida odredivana je na osnovu nivoa malon-dialdehida (MDA) koji nastaje kao
krajni produkt lipidne peroksidacije. Nivo MDA odredivan je na osnovu intenziteta boje nastale u reakciji
MDA sa tiobarbituratnom kiselinom po metodi Villacara i drugih (1989). Reakcija je izvodena
dodavanjem 50 pl homogenata tkiva ili standarda u 2 ml TBA reagensa (0,375% tiobarbiturna kiselina
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, SAD), 0,25 M hlorovodoni¢na kiselina (HCl) (Zorka Pharma,
Sabac, Srbija) i 15% trihlor-siréetna kiselina (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, SAD)) i 950 pl Tris-
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HCI (pH 7,4). Smesa je zagrevana u vodenom kupatilu na temperaturi od 95 °C, u trajanju od 60 min, a
zatim centrifugirana (1620 x g, 10 min). Supernatant (200 pl) je nalivan u duplikatu u mikrotitar plo¢u
sa 96 mesta. Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na 535 nm. Koncentracija MDA je
preraCunavana sa standardne prave konstruisane na osnovu apsorbanci poznatih koncentracija MDA
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemacka) i izrazavana kao nmol/mg proteina.

3.5.7. Procena aktivnosti enzima mijeloperoksidaze (MPO, E.C.1.11.1.7)

Aktivnost mijeloperoksidaze je merena u homogenatima tkiva po metodi koja se zasniva na sposobnosti
ovog enzima da oksiduje supstrat o-dianizidin dihidrohlorid u prisustvu H,O, (Bozeman i drugi, 1990).
U 967 ul rastvora supstrata za odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (50 mM kalijum-fosfatni pufer
(pH 6,0), 0,167 mg/ml o-dianizidin dihidrohlorid (Sigma, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, SAD) i
0,0005% H,0, (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)) je dodavano po 33 pl uzorka. Reakciona smesa je
inkubirana 10 min nakon ¢ega su uzorci nalivani na mikrotitar plo¢u i o¢itavani na 450 nm, sa korekcijom
na 540 nm, na spektorfotometru Shimadzu UV-1800. Vrednosti su ocitavane sa standardne krive
konstruisane pomoc¢u poznatih koncentracija MPO (Sigma, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, SAD) i
izrazavane kao MPO jedinice (U)/ml homogenata.

3.6. Odredivanje sadrZaja citokina imunoenzimskim testom na ¢vstoj fazi (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA)

Sadrzaj citokina je odredivan u homogenatima pluca i creva upotrebom komercijalnih ELISA testova za
IL-10, IL-6, TNF, IL-1p (R&D Systems, Minneapolis, USA), IL-17, i IFN-y (eBioscience Inc., San
Diego, CA, SAD), prema uputstvu proizvodaca. Koncentracije ispitivanih citokina odredivane su
pomocu standardne krive konstruisane pomocu poznatih koncentracija odgovarajucih citokina i
izrazavane U pg/ml.

3.7. lzolovanje ukupne RNK, reakcija reverzne transkripcije i kvantitativna reakcija lan¢anog
umnoZavanja u realnom vremenu

3.7.1. 1zolovanje ukupne RNK

Odredivanje nivoa ekspresije gena za ciljne proteine u ¢elijama regionalnih dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
(limfni ¢vorovi mediastinuma i mezenteri¢ni limfni ¢vorovi) vrSeno je pomocu reakcije lancanog
umnozavanja u realnom vremenu nakon izolacije ukupne RNK i reverzne transkripcije (Bustin, 2000).
Ukupna RNK izolovana je pomo¢u mi-Total RNA Isolation Kit (Metabion, Martinsried, Nemacka)
prema uputstvima proizvodaca. Koli¢ina RNK je merena pomocu aparata NanoPhotometer N60/N50
(Implen, Minhen, Nemacka) i podesena tako da u reakciju reverzne transkripcije ude ista koli¢ina RNK
iz svakog uzorka (1 ug RNK).
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3.7.2. Reakcija reverzne transkripcije (RT)

Reakcija reverzne transkripcije je koriséena za prevodenje izolovane RNK u komplementarnu DNK
(cDNK). Reakciona smesa se sastojala od ukupne RNK, nasumi¢nih heksamernih prajmera (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) i smeSe dezoksiribonukleotidtrifosfata (AINTP, Fermentas, Vilnius,
Litvanija). Nakon inkubacije na temperaturi od 70 °C, u cilju denaturacije sekundarne strukture RNK, je
u reakcionu smeSu dodavan enzim reverzna transkriptaza Moloni virusa misje leukemije (Fermentas,
Vilnius, Litvanija), pufer za reverznu transkripciju (5x Reaction buffer, Fermentas, Vilnius, Litvanija) i
inhibitor RNaza (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Reakcija je nastavljena prema zadatom
programu za reverznu transkripciju (Biometra T-personal Combi Thermo Cycler 050-552, Nemacka):
inkubacija na 25 °C (15 min), zatim inkubacija na 42 °C (60 min) i prekid inkubacije na 70 °C (10 min)
1 95 °C (3 min). Dobijena cDNK razblazena je u DEPC H2O (engl. diethylpyrocarbonate treated water) i
¢uvana na -20 °C do dalje upotrebe.

3.7.3. Kvantitativna reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu (engl. Real-Time
Quantitative Polymerase Chain Reaction, Real-time qPCR)

Kvantitativna reakcija lan€anog umnozavanja u realnom vremenu koriS¢ena je za analizu relativne
promene nivoa informacione RNK (iRNK) gena od interesa. Amplifikacija reakcione smese (2 pl cDNK,
5 ul Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), 2 ul DEPC
H.0 i 1 pl prajmera za ciljne gene (Microsynth AG, Balgach, Svajcarska)) radena je u aparatu za Real-
time gPCR (QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Instrument, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD).
Umnozavanje ciljnih gena vrseno je po unapred zadatom programu na aparatu: 50 °C (2 min), 95 °C (10
min), 95 °C (15 s) 1 40 ciklusa umnozavanja (60 °C tokom 60 s), zatim 95 °C (15 s), 60 °C (60 s) 195 °C
(1s). Rezultati su analizirani pomoc¢u softverskog programa (QuantStudio ™ Design & Analysis Software
v1.4.3, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Nivo ekspresije iRNK prera¢unavan je na osnovu
ekspresije iRNK za referentni protein (B-aktin) u uzorcima po formuli 22 gde je ACt razlika izmedu Ct
(engl. threshold cycle) vrednosti iRNK gena od interesa i iRNK B-aktina. Nukleotidne sekvence ciljnih
gena predstavljene su u Tabeli 1.

Tabela 1. Nukleotidne sekvence prajmera.

5" - 3" nizvodni (forward) 3" - 5" uzvodni (reverse)
p-aktin CCCTGGCTCCTAGCACCAT GAGCCACCAATCCACACAGA
IFN-y TGGCATAGATGTGGAAGAAAAGAG TGCAGGATTTTCATGTCACCA
IL-17 ATCAGGACGCGCAAACATG TGATCGCTGCTGCCTTCA
IL-10 GAAGACCCTCTGGATACAGCTGC TGCTCCACTGCCTTGCTTTT
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3.8. I1zolovanje bakterijske DNK i metagenomska analiza iz uzoraka pluc¢a i creva
3.8.1. 1zolovanje ukupne DNK

Ekstrakcija DNK iz zamrznutih uzoraka pluca i creva radena je upotrebom komercijalno dostupnih
kitova, ZR Tissue DNA MiniPrep™ Kit i ZR Faecal and Soil DNA MiniPrep™ Kit (Zymo Research
Corp., Irvine, CA SAD) prema uputstvu proizvodaca. Koncentracija izolovane DNK merena je na
BioSpec-nano spektrofotometru (Shimadzu UV-1800).

3.8.2. Gel elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu (engl. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis, DGGE)

Gel elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu je radena u uzorcima gastrointestinalnog trakta (sadrzaj 1
tkivo) da bi se odredilo u kojim segmentima su najizrazenije promene sastava bakterijskih zajednica.
Metoda je radena po protokolu Luki¢ i drugi (2013) koris¢enjem seta univerzalnih prajmera
(komplementarni 16s DNK, specifi¢nim za sve Eubakterije) U-968-GC-f (5’ AAC GCG AAG AAC
CTT AC-3°)iL1401-r (5>-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’). Reakciona smesa se sastojala od po 10
pmol svakog prajmera, 1 U Kapa Taq DNK Polimeraze (Kapa Biosystems, Kejp Taun, Juzna Afrika), 1
x TagA pufera sa magnezijumom, 0,2 mM dNTP (Thermo Scientific, Vilnius, Litvanija) i 1 pl izolovane
DNK. Reakcija lan¢anog umnozavanja radena je na Gene AmpRPCR system 2700 (AppliedBiosystems,
Foster Siti, SAD) uz variranje temperaturnih uslova i broja ciklusa radi sprecavanja nespecifi¢nih
umnozavanja fragmenata. Nakon PCR reakcije uzorci su mesani sa bojom 6 x Loading Dye Solution
(Thermo Scientific) u odnosu 3:1. Po 10 pul smeSe je nanoSeno na denaturiSuéi gel i elektroforeza je
pustana na DGGE-2001 aparatu (C.B.S. SCIENTIFIC, San Diego, Kalifornija, SAD). Gelovi su fiksirani
(10% etanol i 0,5% glacijalnoj siréetnoj kiselini tokom 20 min) nakon ¢ega su dobijene trake bojene
(0,1% srebro-nitrat u trajanju od 10 min) i vizuelizovane (1,5% rastvor natijum hidroksida (NaOH), 0,1
% natrijum-borhidrida (NaBH4) i 0,048% formaldehida, do pojave traka). Gelovi su fotografisani na
Bio-Rad ChemiDoc Imaging System aparatu i analizirani. Na osnovu dobijenih rezultata, odabran je
segment creva u kojem su najizrazenije promene u broju detektovanih traka i DNK dobijena iz ovih
uzoraka poslata je na sekvenciranje u kompaniju Novogene (Kembridz, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.8.3. Sekvenciranje V3-V4 regiona gena za 16S rRNK metagenomske DNK koriS§¢enjem
sekvencera najnovije generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS)

Metagenomska DNK (>12 ng/ul) izolovana iz tkiva pluéa i fecesa usluzno je sekvencirana u kompaniji
Novogene (Kembridz, Ujedinjeno Kraljevstvo). V3-V4 hipervarijabilni regioni 16S rRNK amplifikovani
su  koris¢enjem  prajmera 341F (5°-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’), i 806R (5-
GGACTACNNGGGTATCTAAT- 3°) sa barkodom. Nakon toga konstruisane su biblioteke, i
sekvenciranje uparenih krajeva (engl. paired-end sequencing) je uradeno na Illumina NovaSeq 6000
platformi. Oc¢itane sekvence su obradivane uklanjanjem barkodova, adaptera i prajmera i potom spajane
pomocu softvera FLASH (Verzija 1.2.11, http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/ ). Za dobijanje ocitanih
sekvenci visokog kvaliteta koris¢en je Qiime program (engl. Quantitative insights into microbial
ecology) (Verzija 1.7.0, http://giime.org/scripts/split_libraries_fastq.html). Efektivne sekvence, nastale
nakon uklanjanja himernih sekvenci, grupisane su u operativne taksonomske jedinice (engl. Operational
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Taxonomic Units, OTU). Za anotaciju vrsta na svakom taksonomskom nivou primenjena je SILVA 138
baza podataka (engl. Silva Database 138, http://www.arb-silva.de/) upotrebom Mothur algoritma u
programu Qiime. Sudeci po indeksu pokrivenosti (engl. Coverage index), koji je bio veéi od 0,991 za
svaki uzorak, postignut je dovoljan obim podataka kojim se moZe opisati Stvarno stanje bakterijske
zajednice u ispitivanim uzorcima (Chao i Jost, 2012).

Pre analize alfa i beta diverziteta, operacione taksonomske jedinice su normalizovane. Alfa diverzitet,
kao i beta diverzitet racunati su u Qiime programu. Alfa diverzitet je prikazan kroz sledece indekse:
Indeks posmatranih vrsta (engl. The observed species index), Senonov indeks diverziteta (engl. The
Shannon diversity index) i Caol indeks (engl. Chaol index). Za graficki prikaz kompleksnih
metapodataka beta diverziteta koriS¢ena je metoda analize glavnih koordinata (engl. Principal
coordinates analysis, PCoA) radena u R programu (R core team 2021). U cilju odredivanja razlika u
sastavu mikrobiote izmedu ispitivanih grupa, primenjeni su statisticki testovi: Analiza sli¢nosti (engl.
Analysis of similarity, Anosim) i metoda neparametrijskog multivarijantnog testa varijansi, bazirana na
matricama udaljenosti (engl. Nonparametric Multivariate Analysis of Variance, MANOVA ili Adonis).
Navedeni testovi su izvedeni u programu R koriste¢i vegan i ggplot2 pakete. Svi navedeni testovi su
radeni u kompaniji Novogene.

Analiza biomarkera ili Linearna diskriminativna analiza algoritma veli¢ine efekta (engl. Linear
discriminant analysis effect size, LEfSe) uradena je pomoc¢u Galaxy softver platforme (The Huttenhower
Lab, Harvard. 2021. LEfSe platform from Galaxy https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy).

Sve dobijene sekvence gena za 16S rRNK deponovane su u Evropskom nukleotidnom arhivu (engl.
European nucleotide archive, ENA), pod oznakom ,,PRIEB51019“(za sekvence dobijene
sekvenciranjem mikrobiote plu¢a) i ,,PRIEB60516“(za sekvence dobijene sekvenciranjem mikrobiote
creva) i pristupnim brojevima ERP135609, odnosno ERA20766614.

3.9. Statistiéka obrada rezultata

Za statisticku obradu podataka korisc¢eni su softveri GraphPad Prism (San Diego, Kalifornija, SAD) i
Statistika 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Rezultati su prikazivani kao srednja vrednost (SV) +
standardna devijacija (SD). Statisticka znacajnost izmedu dve grupe odredivana je Studentovim t testom,
dok je poredenje izmedu viSe grupa racunato jednofaktorskom analizom varijansi (engl. One-way
analysis of variance, ANOVA), sa Tuckey post hoc testom. Za ispitivanje veze izmedu dve varijable
koris¢en je Spirmanov neparametrijski test (engl. Spearman’s nonparametric rank test). Interval
poverenja od 95% je korisc¢en, a vrednosti manje od 0,05 (p<0,05) su smatrane statisti¢ki znac¢ajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje sastava bakterijske mikrobiote u plué¢ima i crevima kod
zdravih (netretiranih/neinficiranih) jedinki pacova

4.1.1. Sastav bakterijske mikrobiote u plu¢ima dva soja pacova

Analiza mikrobiote plu¢a pokazala je sli¢an diverzitet i brojnost, izrazen preko broja Posmatranih vrsta,
Senonovog indeksa diverziteta i Caol indeksa (Slika 6) kod jedinki DA i AO pacova.
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Slika 6. Alfa diverzitet plué¢a predstavljen preko broja Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i Caol
indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu dve grupe kori§¢en je Studentov t- test. (DA) Dark
Agouti, (AO) Albino Oxford.

Analiza glavnih koordinata (Slika 7), analiza sli¢nosti (R = 0,037, p = 0,4) i Adonis analiza (R? = 0,1913,
p = 0,5) pokazale su da nema statistic¢ki znacajnih razlika ni u sastavu bakterijske zajednice plu¢a izmedu
jedinki ova dva soja.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz beta diverziteta u plu¢ima dva soja pacova. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

22



U plu¢ima DA i AO jedinki zapazena je slicna relativna zastupljenost razdela Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria i Tenericutes, kao i analiziranih rodova u okviru ovih razdela (rodovi ¢ija

je relativna zastupljenost iznad 0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Relativna zastupljenost na nivou razdela i rodova u pluéima DA i

AOQO pacova.
DA AO
Razdeo Firmicutes 0,186 £ 0,135 0,698 + 0,320
Lactobacillus 0,010 + 0,006 0,019 £ 0,004
Streptococcus 0,034 + 0,024 0,211+ 0,191
Romboutsia 0,002 + 0,002 0,014 + 0,002
Turicibacter 0,001 £ 0,001 0,008 + 0,001
Allobaculum 0,002 £ 0,003 0,001 £ 0,001
Neidentifikovane 0,003 £ 0,001 0,012 + 0,006
Ruminococcaceae
Blautia 0,001 £ 0,001 0,002 £ 0,000
Neidentifikovane Clostridiales 0,003 + 0,001 0,005 + 0,002
Dubosiella 0,000 £ 0,000 0,001 £ 0,001
Neidentifikovane 0,001 £ 0,001 0,003 + 0,003
Lachnospiraceae
Razdeo Bacteroidetes 0,594 £ 0,273 0,187 + 0,267
Filobacterium 0,558 + 0,166 0,473 £ 0,155
Bacteroides 0,006 + 0,002 0,002 £ 0,001
Razdeo Proteobacteria 0,118 + 0,043 0,073 £ 0,032
Anaerobiospirillum 0,003 £ 0,001 0,001 + 0,000
Acinetobacter 0,004 = 0,002 0,006 + 0,005
Ralstonia 0,041 + 0,012 0,035+ 0,014
Neidentifikovane 0,002 £ 0,001 0,000 + 0,000
Enterobacteriaceae
Helicobacter 0,000 = 0,000 0,001 + 0,000
Razdeo Actinobacteria 0,054 + 0,068 0,054 £+ 0,068
Collinsella 0,001 £ 0,000 0,003 £ 0,001
Cutibacterium 0,004 £ 0,003 0,004 £ 0,001
Razdeo Tenericutes 0,048 + 0,032 0,048 £ 0,032
Mycoplasma 0,000 + 0,000 0,037 + 0,021
Ostali rodovi 0,324 £ 0,143 0,163 £ 0,023

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu dve grupe korisc¢en je

Studentov t- test.
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Analizom zastupljenosti vrsta u plu¢ima dva soja pacova primecene su diferencijalno zastupljene vrste:
Moraxella osloensis (iz razdela Proteobacteria) je vise zastupljena kod DA jedinki dok je 10 vrsta, od
kojih najveéi broj pripada razdelu Firmicutes, vise zastupljeno kod AO pacova (Bifidobacterium
choerinum, Aerococcus viridans, Lactobacillus casei, Lactobacillus intestinalis, Collinsella stercoris,
Lactobacillus reuteri, Anxybacillus sp., Ruminococcus sp. UNKMGS-30, S. salivarius subsp.
thermophilus i Mycoplasma pulmonis) (Slika 8).
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Slika 8. Diferencijalno zastupljeni biomarkeri na nivou vrsta. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Pored analize bakterijske mikrobiote u plu¢ima, ispitano je da li postoje razlike u sadrzaju citokina u
plu¢ima DA i AO jedinki. Osim statisticki znacajno veceg sadrzaja IL-1p kod AO jedinki u poredenju sa
DA, nivoi ostalih ispitivanih citokina (IL-6, TNF, IFN-y, IL-17 i IL-10) se nisu razlikovali izmedu ova
dva soja pacova (Slika 9).
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Citokini (pg/ml)

Slika 9. Sadrzaj citokina u homogenatu pluéa kod zdravih/neinficiranih jedinki pacova. Rezultati su prikazani kao SV
+ SD. Za poredenje izmedu dve grupe kori$¢en je Studentov t- test. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05. (DA) Dark
Agouti, (AO) Albino Oxford.
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4.1.2. Sastav bakterijske mikrobiote u crevima dva soja pacova

Imajuéi u vidu uticaj koji mikrobiota creva ostvaruje na pluc¢a, analizirali smo i bakterijsku zajednicu u
fecesu kod zdravih/neinficiranih jedinki. Iako nisu primecene razlike u alfa diverzitetu (Slika 10) izmedu
dva soja pacova, sastav bakterijske zajednice se razlikuje. Bakterijske zajednice u fecesu DA i AO pacova
su jasno prostorno razdvojene u koordinatnom sistemu (Slika 11), sto je potvrdeno i analizom sli¢nosti
(R =0,531, p =0,001) i Adonis testom (R? = 0,239, p = 0,001).

a b [
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0 T T 0 T T 0 T T
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Slika 10. Alfa diverzitet u fecesu predstavljen preko Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i Caol
indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu dve grupe koriséen je Studentov t- test. (DA) Dark
Agouti, (AO) Albino Oxford.
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Slika 11. Beta diverzitet u fecesu kod dva soja pacova. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Analiza relativne zastupljenosti taksonomskih jedinica na nivou razdela, pokazala je da su kod obe grupe
najzastupljeniji razdeli Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria i Actinobacteria, ali da ne postoje
statisticki znacajne razlike u relativnoj zastupljenosti na nivou razdela izmedu DA i AO jedinki. Analiza
na nivou rodova, Cija je relativna zastupljenost bila ve¢a od 0,001, takode nije pokazala postojanje
znacajanih razlika izmedu sojeva pacova (Tabela 3).
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Tabela 3. Relativna zastupljenost na nivou razdela i rodova u fecesu DA i AO

pacova.
DA AO
Razdeo Firmicutes 0,626 + 0,085 0,690 £ 0,122
Lactobacillus 0,166 £ 0,115 0,085 + 0,048
Streptococcus 0,077 £ 0,076 0,017 £ 0,003
Romboutsia 0,028 £ 0,028 0,190 £ 0,115
Turicibacter 0,005 £ 0,002 0,073+ 0,077
Allobaculum 0,113 +£0,106 0,005 + 0,003
Neidentifikovane
Ruminococcaceae 0,024 + 0,006 0,098 + 0,033
Blautia 0,011 £ 0,015 0,004 £ 0,002
Neidentifikovane Clostridiales 0,005 + 0,004 0,008 + 0,002
Holdemanella 0,028 £ 0,045 0,001 £ 0,000
Dubosiella 0,002 £ 0,002 0,000 £ 0,000
fg&ﬂigﬂ;‘f;g‘gggg 0,005 + 0.006 0,012 + 0,005
Butyricicoccus 0,007 £ 0,006 0,002 £ 0,001
Intestinimonas 0,002 + 0,002 0,005 + 0,001
Quinella 0,001 £ 0,001 0,001 £ 0,000
Faecalibaculum 0,000 £ 0,000 0,001 £ 0,001
Razdeo Bacteroidetes 0,111+ 0,078 0,109 + 0,086
Filobacterium 0,009 + 0,013 0,005 + 0,002
Bacteroides 0,026 + 0,034 0,014 + 0,021
Alloprevotella 0,025 £ 0,033 0,015+ 0,013
Porphyromonas 0,001 + 0,001 0,000 + 0,000
Neidentifikovane Prevotellaceae 0,002 + 0,002 0,001 + 0,001
Paraprevotella 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,001
Parabacteroides 0,002 + 0,002 0,003 + 0,004
Razdeo Proteobacteria 0,133 + 0,085 0,020 £ 0,010
Anaerobiospirillum 0,038 £ 0,049 0,003 £ 0,003
Acinetobacter 0,001 + 0,002 0,000 + 0,000
Ralstonia 0,002 £ 0,004 0,000 £ 0,000
Eﬁ;gfggg&fggg@gw 0,000 + 0,000 0,004 + 0,003
Enhydrobacter 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Pseudomonas 0,000 + 0,001 0,000 + 0,000

26



Sphingomonas 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
Massilia 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
Parasutterella 0,001 £ 0,001 0,000 £ 0,000
Novosphingobium 0,001 £ 0,000 0,000 £ 0,000
Caulobacter 0,001 £ 0,000 0,000 + 0,000
Bradyrhizobium 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Pelomonas 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Methylobacterium 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Brevundimonas 0,000 £ 0,001 0,000 + 0,000
Acidibacter 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
Aliihoeflea 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
Razdeo Actinobacteria 0,054 £ 0,042 0,011 + 0,000
Collinsella 0,087 £ 0,071 0,000 £ 0,000
Actinomyces 0,004 + 0,001 0,000 + 0,000
Cutibacterium 0,001 £ 0,001 0,000 + 0,000
Enterorhabdus 0,007 £ 0,004 0,004 + 0,002
Micrococcus 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Ostali rodovi 0,076 £ 0,083 0,000 £ 0,000
Mycoplasma 0,001 + 0,001 0,002 + 0,000
Helicobacter 0,017 £ 0,014 0,000 £ 0,000
Candidatus Saccharimonas 0,005 £ 0,006 0,012 £ 0,011
g‘;iirdoecnggt‘:g’eﬂf 0,001 + 0,001 0,002 + 0,001
Thermus 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu dve grupe koriséen je
Studentov t- test.

Analizom relativne zastupljenosti vrsta kod DA i AO jedinki ustanovljeno je da postoji 31 diferencijalno
zastupljena vrsta kod ovih sojeva (15 vrsta je viSe zastupljeno kod DA, 16 kod AO) (Slika 12). Od
identifikovanih vrsta najvise je bilo predstavnika klase Clostridia (26,7% kod DA i 56,2% kod AO),
Bacilli (20,0% i 18,7% kod DA i AO jedinki) i Gammaproteobacteria (26,7% kod DA i 0,6% kod AO).
Kada je analizirana relativna zastupljenost na nivou klasa primecéena je veca relativna zastupljenost klase
Clostridia kod AO (0,488 + 0,048) u poredenju sa DA (0,344 + 0,129, p = 0,0037) dok se relativna
zastupljenost klasa Bacilli (0,112 + 0,058 kod DA i 0,141 + 0,061 kod AO) i Gammaproteobacteria
(0,022 £ 0,010 kod DA 10,026 + 0,019 kod AO) nije razlikovala izmedu sojeva.
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Slika 12. Diferencijalno zastupljeni biomarkeri na nivou vrsta u fecesu. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Odredivanjem nivoa proinflamatornih citokina (IL-1f, IL-6, TNF, IFN-y, IL-17) i anti-inflamatornog
citokina IL-10 u homogenatu kolona zapaZzen je statisticki znacajno veci sadrzaj IFN-y, a manji IL-10 u
kolonu DA jedinki u poredenju sa AO (Slika 13).
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Slika 13. Sadrzaj citokina u homogenatu kolona kod dva soja pacova. Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje
izmedu dve grupe kori$éen je Studentov t-test. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05 i ** p < 0,01. (DA) Dark Agouti,

(AO) Albino Oxford.

4.2. Ispitivanje promena mikrobiote u plu¢ima i crevima tokom infekcije pluc¢a
izazvane gljivom Aspergillus fumigatus

Nakon intratrahealnog ubrizgavanja konidija gljive, dolazi do njihovog progresivnog uklanjanja iz pluca
jedinki oba soja pacova, pri ¢emu je stepen infekcije (meren na osnovu broja formiranih kolonija)

statisti¢ki znacajno veci kod AO u odnosu na DA jedinke (Tabela 4).

Tabela 4. Stepen infekcije u plué¢ima pacova nakon intratrahealnog
ubrizgavanja gljive A. fumigatus.

Dan nakon infekcije DA AO p
1 848,3+249,2 1146,8+93,8 0,0163
3 1479+ 42,7 308,2+94,9 0,0038

Rezultati su prikazani kao SV + SD broja formiranih kolonija po g tkiva
pluéa. Za poredenje izmedu dve grupe kori$éen je Studentov t- test. (DA)
Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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4.2.1. Promene mikrobiote plu¢a nakon infekcije izazvane gljivom

Infekcija pluc¢a izazvana gljivom A. fumigatus dovela je do disbioze u ovom organu kod DA i AO jedinki
koja je se ogledala u povecanju broja Posmatranih vrsta (Slika 14a) i Caol indeksa (Slika 14c) 3. dana
nakon infekcije u odnosu na odgovarajuce kontrole.
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Slika 14. Alfa diverzitet plu¢a predstavljen preko broja Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i
Caol indeksa (C). Rezultati su prikazani kao SV £ SD. Za poredenje izmedu grupa kori$éena je jednofaktorska ANOVA sa
post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Analiza glavnih koordinata (Slika 15), analiza sli¢nosti i Adonis analiza (Tabela 5) pokazale su da se
sastav bakterijske zajednice plu¢a ne menja tokom infekcije.
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Slika 15. Beta diverzitet mikrobiote pluc¢a tokom infekcije izazvane gljivom kod a) DA i b) AO jedinki.
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Tabela 5. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote pluéa
tokom infekcije izraZzen kroz Adonis i Anosim. (DA) Dark
Agouti, (AO) Albino Oxford.

Anosim Adonis
R p R? p
DA
kontrola /1. dan n.i. -0,093 0,639 0,172 0,377
kontrola /3. dan n.i. 0,074 0,272 0,210 0,256
AO
kontrola /1. dan n.i. -0,037 0,800 0,156 0,900

kontrola /3. dan n.i. 0,185 0,173 0,257 0,057

Relativna zastupljenost na nivou razdela nije bila statisticki znacajno promenjena tokom infekcije (u
odnosu na kontrolne jedinke), ali su statisticki znac¢ajne promene primeéene na nivou rodova (Tabela 6).
Infekcija pluca nije dovela do promena u relativnoj zastupljenosti rodova u okviru razdela Bacteroidetes,
Actinobacteria 1 Tenericutes ni kod jednog soja. Infekcija gljivom kod DA soja izazavala je znacajno
povecanje relativne zastupljenosti rodova Romboutsia i Turicibacter 3. dana nakon infekcije i roda
Neidentifikovane Ruminococcaceae 1. i 3. dana nakon infekcije. Suprotno tome, kod AO pacova
prisustvo gljive u plu¢ima dovelo je do pada relativne zastupljenosti roda Turicibacter 1. dana nakon
infekcije. Smanjenje relativne zastupljenosti roda Ralstonia (pripadnik razdela Proteobacteria) u oba
ispitivana termina zapaZeno je kod oba soja.
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Tabela 6. Promene u relativnoj zastupljenosti razdela i rodova u plu¢ima pacova tokom infekcije.

DA AO
kontrole 1. dan n.i. 3. dan n.i. kontrole 1. dan n.i. 3. dan n.i.
Razdeo Firmicutes 0,186 + 0,135 0,355 + 0,235 0,235+0,187 0,698+0,320 0,185+0,098 0,218 + 0,033
Lactobacillus 0,010 £ 0,006 0,111 £ 0,190 0,039+£0,036 0,019+0,004 0,019+0,015 0,066 + 0,036
Streptococcus 0,034 £ 0,024 0,104 £ 0,178 0,010+ 0,005 0,211+0,191 0,007 £0,010 0,012 + 0,004
Romboutsia 0,002 £ 0,002 0,011 £ 0,008 0,020 £ 0,009* 0,014 +0,002 0,010+0,007 0,029+ 0,016
Turicibacter 0,001 £ 0,001 0,005 £ 0,004 0,011 +£0,007* 0,008 +0,001 0,003 +0,004* 0,006 + 0,001
Allobaculum 0,002 £ 0,003 0,005 £ 0,002 0,005+0,004 0,001+0,001 0,001+0,002 0,001+0,001
Neidentifikovane 0,003 £ 0,001 0,019 £ 0,006** 0,018 £ 0,005* 0,012+0,006 0,017+0,018 0,017 £ 0,005
Ruminococcaceae
Blautia 0,001 £ 0,001 0,004 £ 0,003 0,003+£0,002 0,002+0,000 0,001+0,002 0,0010,000
Neidentifikovane Clostridiales 0,003 £ 0,001 0,002 £ 0,002 0,006 £ 0,003 0,005+0,002 0,002+0,002 0,002+ 0,002
Dubosiella 0,000 £ 0,000 0,0021 £0,001  0,011+0,017 0,001+0,001 0,000+0,001 0,000 0,000
Neidentifikovane 0,001 £ 0,001 0,002 £ 0,001 0,003+0,004 0,003+0,003 0,012+0,015 0,004+ 0,004
Lachnospiraceae
Razdeo Bacteroidetes 0,594 + 0,273 0,323 + 0,298 0,458 +0,231 0,187+0,267 0,415+0,397 0,686 +0,119
Filobacterium 0,558 £ 0,166 0,296 £ 0,310 0,399+0,290 0,473+0,155 0,432+0,406 0,638+0,121
Bacteroides 0,006 + 0,002 0,006 + 0,004 0,017+£0,027 0,002+0,001 0,002+0,002 0,002+0,001
Razdeo Proteobacteria 0,118 + 0,043 0,156 + 0,026 0,125+ 0,052 0,073+0,032 0,034+0,053 0,030+ 0,006
Anaerobiospirillum 0,003 £ 0,001 0,009 £ 0,003 0,007 £0,005 0,001 +0,000 0,001+0,000 0,000 0,000
Acinetobacter 0,004 £ 0,002 0,035 £ 0,044 0,044 £0,053 0,006 +0,005 0,003+0,002 0,000+ 0,000
Ralstonia 0,041 £ 0,012 0,007 £ 0,010* 0,007 £ 0,008* 0,035+0,014 0,002 +0,003* 0,004 + 0,002*
Neidentifikovane 0,002 + 0,001 0,001 £ 0,001 0,005+ 0,005 0,000+0,000 0,009+0,008 0,002+ 0,002
Enterobacteriaceae
Helicobacter 0,000 £ 0,000 0,013 £ 0,021 0,006 £ 0,006 0,001 +0,000 0,001+0,001 0,000 0,000



Razdeo Actinobacteria
Collinsella
Cutibacterium

Razdeo Tenericutes
Mycoplasma

Ostali rodovi

0,054 + 0,068
0,001 + 0,000
0,004 + 0,003
0,048 + 0,032
0,000 + 0,000
0,324 £ 0,143

0,059 + 0,055
0,008 + 0,004
0,007 + 0,004
0,018 + 0,029
0,018 + 0,029
0,337 £ 0,077

0,059 + 0,035
0,015+ 0,022
0,010+ 0,016
0,001 + 0,001
0,001 + 0,001
0,361 + 0,106

0,054 £ 0,068
0,003 + 0,001
0,004 + 0,001
0,048 + 0,032
0,037 £ 0,021
0,163 £+ 0,023

0,011 £+ 0,026
0,002 + 0,004
0,009 + 0,03

0,031 + 0,246
0,157 £ 0,246
0,310 £ 0,190

0,007 £ 0,002
0,000 + 0,000
0,001 + 0,001
0,003 + 0,112
0,058 £ 0,112
0,157 £ 0,050

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je jednofaktorska ANOV A sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne
razlike pri: * p<0,05i ** p <0,01. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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Analiza diferencijalno zastupljenih vrsta tokom infekcije kod DA pacova je pokazala vecu zastupljenost
Ruminococcus flavefaciens i Thermus scotoductus 1. dana nakon infekcije, dok su 3. dana n.i.
detektovane vrste Parasutterella secunda, Lactobacillus kalixensis, Ruminococcus sp. UNKMGS-30,
Aerococcus viridans i Collinsella stercoris (Slika 16a). Infekcija plu¢a gljivom kod AO soja dovela je
do vece zastupljenosti vrsta Escherichia coli i Moraxella osloensis 1. dana i Lactobacillus intestinalis 3.
dana u odnosu na kontrolu (koja se odlikovala diferencijalnom zastupljeno$¢u vrsta Ralstonia pickettii i
Aerococcus viridans) (Slika 16b).
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Slika 16. Diferencijalno zastupljeni biomarkeri na nivou vrsta u plu¢ima tokom infekcije kod (a) DA i (b) AO pacova.

Da bi ispitali Sta bi moglo da dovede do promena u mikrobioti plu¢a, odredivan je sadrZaj citokina 1
aktivnost enzima MPO (marker inflamacije) u plu¢ima tokom infekcije gljivom (Slika 17). Nije bilo
statisticki znacajnih promena u sadrZaju citokina IL-1f (Slika 17a), IL-6 (Slika 17b), TNF (Slika 17c) i
IL-10 (Slika 17f) kod inficiranih jedinki u odnosu na kontrole. Sadrzaj citokina IFN-y (Slika 17d) 1
aktivnost enzima MPO (Slika 17g) bili su znacajno poviseni kod oba soja (kod DA 1. i 3. dana, a kod
AO soja samo 3. dana nakon infekcije). Statisticki znac¢ajno povecanje sadrzaja proinflamatornog
citokina IL-17 (Slika 17¢) primec¢eno je kod inficiranih jedinki oba soja u oba ispitivana termina.
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Slika 17. Sadrzaj citokina i aktivnost enzima MPO mereni U plu¢ima tokom infekcije. (a) IL-1B, (b) IL-6, (c) TNF, (d)
IFN-y, (e) IL-17 (f) IL-10, (g) MPO. Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je
jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05; ** p < 0,01 i *** p < 0,001.
(DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Ispitivanje korelacije izmedu parametara inflamatornog odgovora (INF-y, IL-17 i MPO) i indeksa alfa
diverziteta ili relativne zastupljenosti taksonomskih jedinica (Slika 18) je pokazalo da sadrzaj citokina
INF-y nije u korelaciji sa promenama u alfa diverzitetu niti sa promenama u relativnoj zastupljenosti
taksonomskih jedinica. Pozitivne korelacije pronadene su kod DA pacova izmedu proinflamataornog
citokina IL-17 i indeksa alfa diverziteta (Posmatrane vrste i Caol indeks) za razliku od AO jedinki kod
kojih nisu postojale korelacije medu ovim parametrima (Slika 18). Pored toga, sadrzaj citokina IL-17 i
enzima MPO je u pozitivnoj korelaciji sa relativnom zastupljenosc¢u rodova i vrsta tokom infekcije kod
DA jedinki, dok su kod AO soja uocene negativne korelacije.

35



DA AO

s =2 =9
I [a 1 =]
H 2 =2 B 2 =
Posmatrane vrste 1.00
Senonov indeks
Cao 1 indelss
Lactobacillus
L. casei
L. intestinalis 0'?5
L. reutert
Strepiocaccus
& hvednle stinalis
8. walivarivs subsp, thermophilus
Rombautsia 0'5{}
Turicibacter
Allobacilum
Meldentifikovane Ruminococcaceae
R bromii
Ruminococeus sp. YE281 0.25
R, flavefaciens
Ruminococcwy sp, UNKMGS-30
Blaurtia
B, glicerayea
MNeidentifikovane Closieidiales U
Dubosiella
Neideotifikovane Loachrospivaceae
Lactococcus lactis
Staphvlococcus cofnii 0.25
Firmicutes bacteriwm ASF 300 T
Filobacterium
F rodentivm
Bacteroides
Anaerobiospirilinm
Acinefobuacter -0.50
A. johmsanii
A. baumannii
A. twaffii
Ralstonia
R. pickenii -0.75
Neidentifikovane Enferobacteriaceae
Cawlobacter sp.
Novesphingobium capsulatum
Escherichia colf
Helicobacter -1.00
Callinsella
C. dercoris
Cutibacteritm
C. acnes
Mycoplasme
M. peefmonis

Phylum Firmicutes Phylum Bactervidetes Phylum Proteobacteria
Phylum Actinobacteria Phylum Tenericutes

Slika 18. Korelacije alfa diverziteta i relativnih zastupljenosti rodova i vrsta sa parametrima inflamacije. Za poredenje
odnosa izmedu dve varijable kori$¢en je Spirmanov neparametrijski test. Statisticki zna¢ajne vrednosti pri: * p < 0,05, ** p <
0,01 i *** p <0,001. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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S obzirom da oksidativni stres, pored inflamacije moze da bude uzrok disbioze (Qiao i drugi, 2019),
ispitivali smo da li je infekcija gljivom dovela do pojave oksidativnog stresa u plu¢ima (Slika 19).
Znacajno povecanje sadrzaja glutationa (Slika 19a) i aktivnosti glutation S transferaze (Slika 19b) u oba
termina tokom infekcije i aktivnosti katalaze (Slika 19¢) 3. dana nakon infekcije detektovano je samo
kod jedinki DA soja. Nije bilo promena u sadrzaju malondialdehida (Slika 19d) ni kod jednog soja pacova
tokom infekcije.
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Slika 19. Parametri oksidativnog stresa u plu¢ima. (a) Nivo redukovanog glutationa (GSH), (b) Aktivnost glutation S
transferaze (GST), (c) Aktivnost enzima katalaze, (d) Nivo malondialdehida (MDA). Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za
poredenje izmedu grupa koris¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki zna¢ajne razlike pri: * p
<0,05i***p<0,001.

4.2.2. Promene mikrobiote creva nakon infekcije pluéa izazvane infekcijom sa A. fumigatus

Prvo je upotrebom DGGE metode analizirano u kom segmentu creva je doslo do najveceg stepena
promena tokom infekcije (pracene su promene u broju bakterija u zidu creva, kao i crevni sadrzaj
duodenuma, ileuma, cekuma i kolona). Smanjenje broja DGGE traka (Tabela 7) primeceno je u
duodenumu (1. dana n. i. u zidu) i fecesu u oba ispitivana termina samo kod jedinki DA soja. Kako je
najveéi broj traka primecéen u fecesu, a s obzirom da su fekalni uzorci lako dostupni, odlucili smo da ove
uzorke detaljno analiziramo.
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Tabela 7. Broj DGGE traka u segmentima creva tokom infekcije pluéa izazvane gljivom.

DA AO
Kontrola 1. dan n.i. 3. dan n.i. Kontrola 1.dann.i. 3.dann.i.

Duodenum

zid 203+2,7 125+38*** 180+35 159+42 17,7491 156+71

lumen 220+2,0 22,0+29 195+2,8 212+95 203+x7,4 205%6,7
lleum

zid 250+£2,9 22,047 22,0+5,5 17,7+£48 221+91 19,1+6,1

lumen 210+43 22,0+32 19,0+28 223+37 245+63 259+88
Cekum

zid 220+28 22,0+4,2 18,0+4,1 256+6,2 259+6,0 281+7/4

lumen 2600+4,7 28,0+5,0 240144 349+6,4 35457 27,7+83
Kolon

zid 205+35 22,037 20,0+4,9 241+37 22,7+87 21,1+35

lumen (feces) 32,0+£50 255%45*** 205+23*** 378+50 364+30 338%37

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA sa
post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znacajne razlike pri: *** p < 0,001. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino
Oxford.

Analizom uzoraka fecesa pokazano je da tokom infekcije pluca izazvane sa A. fumigatus dolazi do
statisti¢ki zna¢ajnog pada broja Posmatranih vrsta (Slika 20a) i Caol indeksa (Slika 20c) kod jedinki DA
soja, dok kod AO nisu primecene promene. Sli¢ni rezultati su dobijeni i prilikom ispitivanja sastava
bakterijske zajednice. Dok kod jedinki AO soja nisu primecene promene, kod DA soja postoje razlike u
sastavu bakterijske zajednice (Slika 21, Tabela 8).
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Slika 20. Alfa diverzitet creva predstavljen preko broja Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i
Caol indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koriS¢ena je jednofaktorska ANOVA sa
post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki zna¢ajne razlike pri: * p < 0,05. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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Slika 21. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote u fecesu kod (a) DA i (b) AO jedinki tokom infekcije pluéa izazvane
gljivom A. fumigatus. (DA) Dark Agouti i (AO) Albino Oxford.

Tabela 8. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote creva
tokom infekcije pluéa izraZen kroz Adonis i Anosim.

Anosim Adonis
R p R? p

DA

kontrola /1. dan n.i. 0,593 0,029 0,377 0,001

kontrola /3. dan n.i. 0,315 0,080 0,277 0,059
AO

kontrola /1. dan n.i. 1,000 0,200 0,259 0,200

kontrola /3. dan n.i. 0,889 0,100 0,076 1,000

Daljim ispitivanjem promena relativne zastupljenosti (Tabela 9) na nivou razdela tokom infekcije
pokazano je da nema razlika na ovom taksonomskom nivou izmedu inficiranih jedinki i kontrola ni kod
jednog soja pacova. Promene su detektovane u relativnoj zastupljenosti na nivou rodova. Analiza
promena u okviru razdela Firmicutes kod DA pacova pokazala je povecanje relativne zastupljenosti roda
Romboutsia (u oba termina tokom infekcije), neidentifikovanih rodova reda Clostridiales (1. dana n.i.) i
Dubosiella (3. dana n.i.). Dodatno, infekcija plu¢a kod DA pacova dovela je do smanjenja relativne
zastupljenosti rodova Streptococcus, Allobaculum i Butyricicoccus u fecesu u oba termina tokom
infekcije, kao i do smanjenja relativne zastupljenosti roda Quinella 3. dana n.i.. Povecanje relativne
zastupljenosti roda Paraprevotella (razdeo Bacteroidetes) 1. dana n.i., i smanjenje roda
Novosphingobium (razdeo Proteobacteria) 3. dana n.i., Enterorhabdus (razdeo Actinobacteria) u oba
ispitivana termina i Candidatus Saccharimonas 3. dana n.i. je takode primeéeno u fecesu DA jedinki.
Jedina promena tokom infekcije koja je primecena u fecesu AO jedinki je smanjenje Filobacterium

(razdeo Bacteroidetes) 3. dana nakon infekcije.
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Tabela 9. Promene u relativnoj zastupljenosti razdela i rodova u crevima pacova tokom infekcije pluéa.

DA AO
kontrole 1. dan n.i. 3. dan n.i. kontrole 1. dan n.i. 3. dan n.i.
Razdeo Firmicutes 0,626 £ 0,085 0,620 £ 0,148 0,555 £ 0,250 0,690+0,122 0,654+0,010 0,666 * 0,061
Lactobacillus 0,166 + 0,115 0,063 £ 0,034 0,121 £ 0,120 0,085+0,048 0,202+0,082 0,056 + 0,040
Streptococcus 0,077+ 0,076 0,003 £ 0,003* 0,007 £0,002* 0,017+0,003 0,034+0,024 0,019 £ 0,006
Romboutsia 0,028 £ 0,028 0,204 £0,099* 0,148 £0,026* 0,190+ 0,115 0,088 +0,023 0,205 + 0,044
Turicibacter 0,005 £ 0,002 0,104 £ 0,059 0,117 +£0,111 0,073+£0,077 0,022+0,012 0,066 + 0,017
Allobaculum 0,113 £ 0,106 0,011 £ 0,007** 0,008 £ 0,007** 0,005+ 0,003 0,006 +0,007 0,004 + 0,002
Neidentifikovane 0,024 + 0,006 0,037 £ 0,004 0,015+ 0,013 0,098 £ 0,033 0,076 +0,023 0,073 £ 0,015
Ruminococcaceae
Blautia 0,011 £ 0,015 0,009 £ 0,003 0,012 £ 0,013 0,004 £ 0,002 0,002+0,001 0,004+ 0,003
Neidentifikovane Clostridiales 0,005 + 0,004 0,067 £ 0,050* 0,02 £ 0,012 0,008 £ 0,002 0,005+0,001 0,014 +0,012
Holdemanella 0,028 £ 0,045 0,000 £ 0,001 0,001 £ 0,002 0,001 £0,000 0,003+0,003 0,001+ 0,001
Dubosiella 0,002 £ 0,002 0,007 £ 0,004 0,026 £ 0,019* 0,000 £ 0,000 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000
Neidentifikovane 0,005 £ 0,006 0,002 £ 0,001 0,001 £ 0,000 0,012+0,005 0,009+0,006 0,010+ 0,009
Lachnospiraceae
Butyricicoccus 0,007 £ 0,006 0,002 £ 0,001* 0,000 £ 0,001* 0,002 +0,001 0,002+0,001 0,002+ 0,001
Intestinimonas 0,002 £ 0,002 0,002 £ 0,000 0,001 £ 0,000 0,005+0,001 0,010+0,007 0,004 £ 0,002
Quinella 0,001 £ 0,001 0,001 £ 0,000 0,000 £ 0,000* 0,001 +0,000 0,001+0,001 0,001+ 0,001
Faecalibaculum 0,000 £ 0,000 0,001 £ 0,001 0,003 £ 0,003 0,001 £0,001 0,000+0,000 0,001+ 0,000
Razdeo Bacteroidetes 0,111 + 0,078 0,258 £ 0,131 0,129 £ 0,087 0,109 +£0,086 0,145+0,044 0,096 + 0,020
Filobacterium 0,009 £ 0,013 0,004 £ 0,001 0,009 £ 0,009 0,005+ 0,002 0,004+0,002 0,000+ 0,000*
Bacteroides 0,026 £ 0,034 0,021 £ 0,009 0,031 £ 0,034 0,014+0,021 0,003+0,001 0,008 £+ 0,013
Alloprevotella 0,025 £ 0,033 0,035+ 0,021 0,003 £ 0,003 0,015+0,013 0,005+0,004 0,009 £ 0,015
Porphyromonas 0,001 £ 0,001 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000



Neidentifikovane Prevotellaceae 0,002 + 0,002

Paraprevotella
Parabacteroides

Razdeo Proteobacteria
Anaerobiospirillum
Acinetobacter
Ralstonia

Neidentifikovane
Enterobacteriaceae

Enhydrobacter
Pseudomonas
Sphingomonas
Massilia
Parasutterella
Novosphingobium
Caulobacter
Bradyrhizobium
Pelomonas
Methylobacterium
Brevundimonas
Acidibacter
Aliihoeflea
Razdeo Actinobacteria
Collinsella
Actinomyces

Cutibacterium

0,000 + 0,000
0,002 + 0,002
0,133 + 0,085
0,038 + 0,049
0,001 + 0,002
0,002 + 0,004
0,000 + 0,000

0,000 + 0,000
0,000 + 0,001
0,000 * 0,000
0,000 + 0,000
0,001 + 0,001
0,001 = 0,000
0,001 = 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 * 0,000
0,000 + 0,001
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,054 + 0,042
0,087 + 0,071
0,004 = 0,001
0,001 = 0,001

0,003 + 0,002

0,002 + 0,001**

0,003 + 0,001
0,079 + 0,042
0,004 + 0,002
0,002 + 0,002
0,003 + 0,003
0,000 + 0,000

0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,001 + 0,000
0,000 + 0,000
0,003 + 0,002
0,001 + 0,000
0,001 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 * 0,000
0,001 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,020 + 0,009
0,055 + 0,036
0,002 + 0,003
0,001 + 0,001
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0,001 + 0,001
0,001 + 0,001
0,001 + 0,001
0,264 + 0,342
0,003 + 0,002
0,015+ 0,028
0,001 + 0,001
0,000 + 0,000

0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,001 + 0,000
0,000 + 0,000
0,003 + 0,002
0,000 + 0,000*
0,000 * 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 * 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,027 + 0,032
0,222 + 0,341
0,001 + 0,001
0,001 + 0,001

0,001 £ 0,001
0,000 + 0,001
0,003 + 0,004
0,020 + 0,010
0,003 + 0,003
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,004 + 0,003

0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 * 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,011 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 * 0,000
0,000 * 0,000

0,002 + 0,001
0,000 + 0,000
0,002 + 0,001
0,020 + 0,010
0,001 £ 0,001
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,006 + 0,004

0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,022 + 0,012
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000

0,001 + 0,000
0,000 + 0,000
0,002 + 0,002
0,018 + 0,005
0,004 + 0,005
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,005 + 0,004

0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,012 + 0,009
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000
0,000 + 0,000



Enterorhabdus 0,007 £ 0,004 0,002 £ 0,001* 0,003 £0,002* 0,004 £0,002 0,005+0,003 0,004+ 0,003
Micrococcus 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000
Ostali rodovi 0,076 £ 0,083 0,023 £ 0,013 0,025 £ 0,032 0,000 £ 0,000 0,001+0,001 0,000 + 0,000
Mycoplasma 0,001 £ 0,001 0,000 £ 0,001 0,001 £ 0,001 0,002 £ 0,000 0,006 + 0,009 0,000 + 0,000
Helicobacter 0,017 £ 0,014 0,018 £ 0,014 0,021 £ 0,033 0,000 £ 0,000 0,001+0,001 0,000 + 0,000
Candidatus Saccharimonas 0,005 + 0,006 0,001 £ 0,001 0,000 £ 0,000* 0,012+0,011 0,014+0,007 0,012+ 0,009
Neidentifikovane 0,001 £ 0,001 0,001 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,002 £0,001 0,004 +0,003 0,001+ 0,001
Spirochaetaceae
Thermus 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000

Rezultati su prikazani kao SV £ SD. Za poredenje izmedu grupa koriscena je jednofaktorska ANOV A sa post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znacajne
razlike pri: * p < 0,051 ** p < 0,01. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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4.2.3. Mehanizmi komunikacije izmedu pluéa i creva
4.2.3.1. Migracija bakterija izmedu organa

Da bi ispitali da li postoji migracija bakterija izmedu pluca i creva, analiziran je sastav bakterijske
zajednice ova dva organa, i pokazano da se mikrobiota pluca i creva medusobno razlikuju kako pre
infekcije, tako i tokom infekcije (iako zbog visokih varijacija unutar pojedinih grupa razlike nisu bile
statisti¢ki znacajne) (Tabela 10). Dodatno, analizom taksonomskih jedinica (operational taxonomic units,
OTU) je pokazano da je kod DA jedinki moguce identifikovati 1581 taksonomsku jedinicu u plu¢ima i
837 u crevima, pri ¢emu je 190 prisutno u svim eksperimentalnim grupama u oba organa. Kod jedinki
AO soja je identifikovano 2377 taksonomskih jedinica u plu¢ima i 2070 u crevima od kojih je 342
prisutno kod svih jedinki u oba organa. Nakon infekcije izazvane gljivom, u plu¢ima se pojavljuju
taksonomske jedinice koje nisu detektovane kod kontrolnih jedinki (923 kod DA i 1399 kod AO) pri
¢emu veéina nije prisutna u crevima (537/923 kod DA i 750/1399 kod AO).

Tabela 10. Razlike u sastavu bakterijskih zajednica
pluéa i creva tokom infekcije pluéa izraZzene kroz
Adonis i Anosim. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino

Oxford.
Anosim Adonis
R p R? p

DA

Kontrole 1,000 0,100 0,521 0,100

1. dan n.i. 0,760 0,027 0,443 0,031

3. dan n.i. 0,729 0,035 0,390 0,032
AO

Kontrole 1,000 0,100 0,612 0,001

1. dan n.i. 0,889 0,100 0,493 0,001

3. dan n.i. 1,000 0,027 0,736 0,024

4.2.3.2. Sistemska inflamacija

Tokom pulmonarne infekcije izazvane gljivom A. fumigatus nisu primeéene promene u perifernoj krvi
(ukupan i diferencijalan broj leukocita, broj eritrocita i trombocita) kao ni u koncentraciji citokina (IL-6,
TNF i IL-17) u plazmi (Tabela 11).
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Tabela 11. Parametri u perifernoj krvi tokom infekcije pluca izazvane gljivom kod DA i AO pacova.

DA AO
Ispitani parametri kontrole 1. dann.i. 3. dan n.i. kontrole 1. dan n.i. 3. dan n.i.
Leukociti (x 1091) 10,3+0,8 91+11 8,7+05 52+1,.1 51+0,9 48+1,3
Limfociti (x 10%/1) 58+0,6 3,8+0,6 36+0,9 2,3+0,9 2,0+0,7 2,4+0,7
Neutrofili (x 10%1) 35104 49+0,9 48+0,7 2205 29+0,7 22+09
Monociti (x 10%1) 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Eozinofili (x 109/1) 0,09+0,03 0,13+0,06 0,11+0,03 0,05+0,04 0,06+0,03 0,06+0,04
Bazofili (x 10%1) 0,06+0,01 0,05+0,01 0,03+ 0,00 0,03+ 0,02 0,03+0,02 0,02+0,01
Eritrociti (x 10%%/1) 8,1+0,3 8,1+0,1 8,2+0,1 7,7+0,3 79+0,3 75+14
Hemoglobin (g/1) 1375+2,8 1374 +17 137,1+1,7 140,8 £5,2 1443 +5,1 137,9+24,6
Hematokrit (%) 0,45+0,01 0,45+0,01 0.44+0,01 0,44 + 0,03 0,46+0,03 0,43+0,08
Trombociti (x 10%1)  659,4+37,3 6155+42,7 733,0+19,9 779,1+1138 710,7 £ 65,7 799,9+ 95,7
Citokini u plazmi
IL-6 (pg/ml) 2489+254 266,7 + 23,3 2790+ 22,6 216,6+60,6 207,9+236 2254+534
TNF (pg/ml) 1125+118 1075+7,5 108,8 + 6,9 103,3+ 20,8 950+ 10,0 102,0+20,8
IL-17(pg/ml) 35,1+4,6 36,9+2,4 31,0+4,1 30,5+ 11,4 30,5+4,5 32,8 +10,2

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koriS¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey
testom. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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4.2.3.3. Inflamacija u gastrointestinalnom traktu

Analiza sadrzaja citokina u kolonu je pokazala statisticki znacajno povecanje nivoa IL-1B (u oba
ispitivana termina kod DA i 1. dana nakon infekcije kod AO), IL-6 (1. dana n.i.) i IL-7 (3. dana n.i.) kod
inficiranih jedinki u odnosu na kontrole (Slika 22).
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Slika 22. Sadrzaj citokina u kolonu DA (a) i AO (b) pacova tokom infekcije pluéa izazvane gljivom. Rezultati su
prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOV A sa post hoc Tuckey testom.

Statisti¢ki znaéajne razlike pri: * p < 0,05 i ** p < 0,01.

Statisticki znacajno povecanje sadrzaja citokina primeceno je i u drugim segmentima gastrointestinalnog
trakta (Slika 23). U duodenumu je primeceno poveéanje sadrzaja IL-1p (1. dana n.i. kod oba soja), IL-6
(1. dana n.i. samo kod AO), IFN-y (oba ispitivana termina kod oba soja) i IL-17 (oba ispitivana termina
kod oba soja). U ileumu oba soja je povecan sadrzaj IL-6 (1. dana n.i.) i IL-17 (3. dana n.i.). Sadrzaj IL-
17 je bio povecan i u cekumu kod jedinki oba soja (3. dana n.i. kod DA, 1 u oba termina kod AO jedinki).
Sadrzaj IL-10 je poveéan u duodenumu, ileumu i cekumu samo kod jedinki DA soja 1. dana nakon

infekcije.
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Slika 23. Sadrzaj citokina u drugim segmentima gastrointestinalnog trakta tokom infekcije pluca. (Panel a) DA, (Panel
b) AO jedinke. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisticki

znacajne razlike pri: * p < 0,05, ** p < 0,01 i ***

p < 0,001.

Pored sadrzaja citokina, u kolonu su mereni i parametri oksidativnog stresa (Slika 24). Nivo redukovanog
glutationa je statisticki znacajno poviSen kod jedinki oba soja (Slika 24a) 3. dana n.i.. Pored toga,
aktivnost katalaze je smanjena kod jedinki DA soja u oba termina nakon infekcije, a kod AO samo 3.
dana nakon infekcije (Slika 24c). Aktivnost enzima glutation S transferaze i nivo malondialdehida nisu

bili promenjeni (Slika 24b,d).
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Slika 24. Parametri oksidativnog stresa u kolonu. (a) Nivo redukovanog glutationa (GSH), (b) Aktivnost glutation s
transferaze (GST), (c) aktivnost enzima katalaze (CAT), (d) Nivo malondialdehida (MDA). Rezultati su prikazani kao SV +
SD. Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike
pri: * p <0,05; ** p<0,01i***p<0,001. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

4.3. Ispitivanje efekta smeSe antibiotika na mikrobiotu pluca i creva

Da bi ispitali da li bakterijska mikrobiota moze da uti¢e na karakteristike imunskog odgovora tokom
infekcije, kod jedinki DA 1 AO pacova je izazvana disbioza oralnom primenom smeSe antibiotika
(neomicin 0,5 g/l, gentamicin 0,5 g/l i vankomicin 0,25 g/l) u trajanju od 30 dana pre intratrahealnog
ubrizgavanja konidija gljive. Pre izazivanja infekcije je prvo ispitano kako primena antibiotika uti¢e na
bakterijske zajednice u plu¢ima i crevima.

U toku 30 dana tretmana antibioticima nisu primecene razlike u prinosu telesne mase izmedu jedinki koje
su pile vodu i vodu sa antibioticima, ali je ve¢i unos vode zapazen kod jedinki koje su primale antibiotike.
Kada je na osnovu koncentracije antibiotika i dnevnog unosa vode po jedinki, preracunat dnevni unos
antibiotika, nisu primecene razlike u koncentraciji unetog antibiotika izmedu DA i1 AO jedinki (Tabela

12).
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Tabela 12. Osnovni podaci o0 jedinkama tretiranim antibioticima.
DA AO
Kontrola Antibiotici Kontrola Antibiotici
Masa tela na pocetku tretmana (g) 134,2 £ 49,0 156,9 + 34,0 179,2+63,0 171,1+43,6
Masa tela na kraju tretmana (g) 203,3+ 27,6 2156 £ 19,4 3246 £330 294,1+534

Dnevni unos vode (ml) 31,4+2,6 38,0+ 3,1*** 429+5]1 46,3 + 3,1*
Unos antibiotika
Neomicin (g/kg/dnevno) 0,11 +0,02 0,10 + 0,02
Gentamicin (g/kg/dnevno) 0,11 + 0,02 0,10 £ 0,02
Vankomicin (g/kg/dnevno) 0,05+0,01 0,05+ 0,01

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA
sa post hoc Tuckey testom. Statisticki zna¢ajne razlike pri: * p < 0,05 i *** p < 0,001. (DA) Dark
Agouti, (AO) Albino Oxford.

4.3.1. Efekat primene antibiotika na mikrobiotu pluéa

Nakon tretmana antibioticima nisu primecene statisti¢ki znacajne promene u bakterijskoj zajednici pluca
ni kod jednog soja zivotinja (Slika 25, Slika 26, Tabela 13). Detaljnija analiza je pokazala da je kod DA
jedinki tretiranih antibioticima moguce identifikovati 2775 taksonomskih jedinica, u poredenju sa 1948
kod jedinki koje su pile ¢istu vodu (pri ¢emu je 891 zajednicka za obe grupe). Kod AO jedinki je
identifikovano 1235 taksonomskih jedinica u grupi tretiranoj antibioticima i 2022 kod kontrolne grupe
od ¢ega je 603 bilo zajednicko za obe grupe.

a b c
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Slika 25. Alfa diverzitet u plu¢ima jedinki tretiranih antibioticima predstavljen preko Posmatranih vrsta (a),
Senonovog indeksa diverziteta (b) i Caol indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa
kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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Slika 26. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote u plu¢ima kod (a) DA i (b) AO jedinki nakon oralne primene
antibiotika. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Tabela 13. Razlike u sastavu bakterijskih zajednica
plu¢a nakon primene antibiotika izraZene kroz Adonis i
Anosim. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Anosim Adonis
R p R? p
DA kontrole/antibiotici 0,146 0,224 0,156 0,251
AO kontrole/antibiotici  -0,052 0,626 0,071 0,946
DAJ/AO jedinke
Kontrole 0,573 0,053 0,316 0,057
Antibiotici 0,385 0,062 0,233 0,059

4.3.2. Efekat primene antibiotika na mikrobiotu creva

Tretman antibioticima nije doveo do statisticki znac¢ajnih promena u alfa diverzitetu kod DA jedinki
(Slika 27). Kod jedinki ovog soja su identifikovane 764 taksonomske jedinice kod kontrola i 719
taksonomskih jedinica kod jedinki tretiranih antibioticima, od ¢ega je 398 prisutno u obe grupe. Nasuprot
DA jedinkama, kod AO soja je doslo do znagajnog smanjenja broja Posmatranih vrsta, Senonovog i Caol
indeksa (Slika 27). Broj identifikovanih taksonomskih jedinica kod AO kontrola je bio 786 u poredenju
sa 330 identifikovanih kod jedinki tretiranih antibioticima (202 zajednicke za obe grupe). Oralno
primenjeni antibiotici su doveli do promene u sastavu bakterijskih zajednica creva kod jedinki oba soja

(Slika 28, Tabela 14).
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Slika 27. Alfa diverzitet u fecesu jedinki tretiranih antibioticima predstavljen preko Posmatranih vrsta (a), Senonovog
indeksa diverziteta (b) i Caol indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV # SD. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je
jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znac¢ajne razlike pri: ** p < 0,01 i *** p < 0,001 u odnosu na
odgovarajucu kontrolu (jedinke koje nisu pile antibiotike), i pri # p < 0,01 za DA vs. AO jedinke. (DA) Dark Agouti, (AO)

Albino Oxford.
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Slika 28. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote u fecesu kod (a) DA i (b) AO jedinki nakon oralne primene antibiotika.
(DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Tabela 14. Razlike u sastavu bakterijskih zajednica
creva nakon primene antibiotika izraZene kroz Adonis
i Anosim. (DA) Dark Agouti, (AQO) Albino Oxford.

Anosim Adonis
R p R? p
DA kontrola/antibiotici 0,688 0,038 0,461 0,030
AO kontrola/antibiotici 1,000 0,031 0,655 0,001

DAJ/AO jedinke
Kontrola 0,760 0,029 0,470 0,001
Antibiotici 0,562 0,024 0,405 0,031
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Kako su kod zdravih/netretiranih jedinki u vecini predstavnici klasa Bacilli, Clostridia i
Gammaproteobacteria bili diferencijalno zastupljeni kod DA i AO jedinki, analizirali smo relativnu
zastupljenost klasa kod jedinki koje su pile antibiotike. Nisu zapaZzene promene u klasi Bacilli nakon
primene antibiotika, kao ni razlike izmedu DA (0,558 + 0,080 kod jedinki koje su pile vodu i 0,475 +
0,123 kod jedinki koje su pile antibiotike) i AO (0,502 + 0,129 kod jedinki koje su pile vodu i 0,495 +
0,161 kod jedinki koje su pile antibiotike) pacova. Relativna zastupljenost Gammaproteobacteria je
slicna kod ova dva soja pacova u grupi koja je pila Cistu vodu, ali primena antibiotika dovodi do statistic¢ki
znacajnog porasta relativne zastupljenosti ove klase kod DA (0,024 + 0,003 u grupi koja je pila vodu u
odnosu na 0,105 £ 0,010 u grupi koja je pila antibiotike, p = 0,0004) dok se kod AO jedinki nije menjala
(0,039 % 0,025 kod kontrola u odnosu na 0,055 + 0,026 u grupi koja je pila antibiotike, p = 0,353), pri
¢emu je to rezultiralo u vecoj relativnoj zastupljenosti Gammaproteobacteria kod DA u odnosu na AO
jedinke (p = 0,0158). Pod uticajem antibiotika doslo je do smanjenja relativne zastupljenosti klase
Clostridia kod jedinki oba soja (sa 0,222 + na 0,064 £+ 0,012, p = 0,0002, kod DA i 0,317 £ 0,045 na
0,049 + 0,019, p = 0,0002, kod AO jedinki) pri ¢emu nisu primecéene razlike izmedu sojeva kod jedinki
koje su pile antibiotike.

4.3.3. Efekat primene antibiotika na imunsku homeostazu

Da bi proverili da li oralna primena antibiotika utice na imunsku homeostazu kod neinficiranih jedinki,
ispitivani su osnovni parametri inflamacije u plu¢ima, crevima i perifernoj krvi (Tabela 15).

U plu¢ima DA jedinki koje su pile antibiotike primeceno je statisticki znac¢ajno povecanje sadrzaja IL-
1B 1 TNF u odnosu na jedinke koje su pile vodu bez antibiotika. Ispitivanje aktivnosti ¢elija regionalnih
limfnih ¢vorova koji dreniraju pluéa pokazalo je da primena antibiotika ne dovodi do statisticki znacajnih
promena na nivou ekspresije gena za citokine relevantne za antifungalni odgovor.

Vedi broj promena uzrokovan primenom antibiotika je primecen u crevima. Kod oba soja je zapaZeno
statisticki znaCajno povecanje relativne mase cekuma. Kod jedinki DA soja je doSlo do statisticki
znacajnog povecanja sadrzaja TNF u ileumu i IL-17 u ileumu i cekumu, dok je kod AO soja primeceno
povecanje sadrzaja citokina u duodenumu (IFN-y i IL-10), ileumu (IL-17), cekumu (IFN-y) i kolonu (IL-
1B i IL-6). Visi nivoi citokina primeceni su kod jedinki AO soja u poredenju sa DA jedinkama. U obe
eksperimentalne grupe (jedinke koje su pile €istu vodu ili vodu sa antibioticima) primecen je statisticki
znacajno visi sadrzaj IL-1B, IFN-y i IL-17 u duodenumu, I1L-17 u ileumu i IL-10 u kolonu kod AO u
odnosu na DA jedinke. Kod jedinki koje su pile samo vodu je zapazen visi IL-10 u duodenumu i ileumu,
1 visi IL-1B u cekumu, dok je kod grupe koja je pila antibiotike visi IL-1f i IL-6 u kolonu AO jedinki.

U mezentericnim limfnim ¢vorovima zapaZeno je statisti¢ki znac¢ajno povecanje ekspresije gena za [FN-
v kod jedinki oba soja i IL-17 kod AO pacova koji su pili antibiotike u poredenju sa jedinkama koje su
pile vodu.

Jedina promena koja je primeéena u perifernoj krvi je porast koncentracije IL-6 kod AO jedinki koje su
pile antibiotike.
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Tabela 15. Efekat primene antibiotika na imunsku homeostazu kod pacova.

DA AO
Ispitivani parametri Kontrola Antibiotici Kontrola Antibiotici
Pluéa
Relativna masa pluca 0,67 0,06 0,69 + 0,08 0,64+0,14 0,58 + 0,09
Sadrzaj citokina (pg/ml)
IL-1PB 368,4+154,9 643,8+ 203,1* 595,7 + 184,6*  559,3+171,7
IL-6 478,8 + 93,8 383,6 £ 143,0 326,3+177,0 283,3+140,1
TNF 58,9+ 6,6 87,7+ 21,3** 62,5+12,9 73,7+17,4
IFN-y 37,058 40,3+ 11,0 48,3+9,6 44,0+ 16,1
IL-17 175,3+ 32,7 144,4 + 24,2 176,2 + 58,3 172,2+ 27,8
IL-10 291,5+75,2 272,1+ 710 251,0 £ 89,2 245,0+ 95,0
Aktivnost MPO 0,47 + 0,08 0,57+0,13 0,32+ 0,09 0,40 + 0,09
(U/ml)
Regionalni limfni ¢vorovi
Broj ¢elija (x10°) 135+7,2 23,3+14,0 12,8+5,0 14,7+ 8,0
IFN-y (274 0,008 + 0,001 0,012 + 0,002 0,009 £ 0,004 0,012 £ 0,002
IL-17 (272¢Y 0,002 £ 0,000 0,002 + 0,000 0,001 £ 0,000 0,001 £ 0,000
IL-10 (2°2¢Y 0,033+0,006 0,038 + 0,004 0,030 £ 0,006 0,019 £ 0,004
Creva
Relativna masa 1,74 +0,28 543 +1,74** 1,82+0,54 5,53+ 1,37**
cekuma
Sadrzaj citokina (pg/ml)
Duodenum
IL-1P 63,0+ 159 62,5+ 37,2 159,6 + 37,6  178,3 + 43,6
IL-6 75,0+ 26,5 101,4 + 13,3 92,0+174 94,0 + 40,6
TNF 59,7+ 15,2 65,8 + 18,5 65,6 + 13,8 69,7+ 12,8
IFN-y 118,0+ 10,9 128,1+ 16,4 137,3 £ 6,5 156,7 £ 11,0%*#
IL-17 4148 +415 408,3 £ 55,4 501,6 + 45,1% 496,3 + 50,5
IL-10 65,2+ 13,5 94,0 + 29,7 143,8 + 60,8* 93,8 + 33,7*
lleum
IL-1P 120,0 + 20,5 103,0+ 17,4 160,8 + 24,6 1440+ 81,1
IL-6 136,2 + 18,8 132,1+57,8 169,0 + 31,7 167,0 + 69,3
TNF 38,3+12,7 65,8 + 27,6 47,1+ 22,8 48,3+ 17,1
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IFN-y
IL-17
IL-10

Cekum

IL-1PB
IL-6
TNF
IFN-y
IL-17
IL-10
Kolon
IL-1PB
IL-6
TNF
IFN-y
IL-17
IL-10

Broj ¢elija (x10°)
IFN-y (272¢Y
IL-17 (2°2¢Y
IL-10 (272¢Y

Periferna krv
Leukociti (x 10%1)
Limfociti (x 10%1)
Neutrofili (x 10%1)
Monociti (x 10%1)
Eozinofili (x 10%1)
Bazofili (x 10%1)
Eritrociti (x 10%2/1)
Hemoglobin (g/1)
Hematokrit (%)

Trombociti (x 10%1)

Citokini u plazmi

100,0 £ 15,4
118,5+21,2
75,0+ 20,9

396,7 + 48,7
250,0 £ 33,0
121,8 +£23,7
292,9 + 36,6
348,1+190,1
120,0 £ 25,2

2350+315
205,6 £53,1
73,3+17,8
128,6 + 38,5
2709+ 67,5
93,3+12,9

Mezenteri¢ni limfni ¢vorovi

54,4 +20,4
0,005 + 0,002
0,002 = 0,000
0,018 + 0,008

58+19
49,0+ 13,1
48,0+ 12,8
15+0,3
1,3+0,5
04+0,1
8,2+0,3
147,6 £5,0
0,45+0,01
782,8+ 35,1

136,5+ 54,4
310,2 + 96,0***
74,7+19,5

415,8 + 80,7
2258 +42,2
126,7+7,7
323,8 + 36,3
562,4 + 84,5**
151,8+21,8

240,0 £ 58,5
2475+714

82,7+16,5
169,4 + 46,6
290,1+82,0
105,5+15,3

439+11,3
0,018 + 0,003***
0,002 = 0,000
0,018 + 0,007

47+20
612+74
36,1+7,2
1,2+0,3
1,404
0,3+0,2
8,2+0,2
147,0+3,9
0,44 + 0,02
753,2+19,9
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105,6 + 23,0

297,3 £ 39,7%#

106,6 + 18,3*

490,0 + 36,3"
286,9 £ 47,5
132,8 + 35,3
266,7 + 23,6
470,4 £ 27,3
151,7+£15,5

273,1+48,9
2275+ 108,5
93,3+12,6
183,3+71,3
286,0+915

146,6 + 21,9

70,8 +11,5
0,004 + 0,001
0,001 + 0,000
0,018 + 0,007

30+172
355+55
60,1+5,3
16+04
20+07
0,3+0,1
8,2+0,6
151,6 £4,7
0,46 + 0,02
857,6 £ 26,0

100,0 + 16,7
511,1 + 107, 2%**###
95,2+29,7

4475 + 38,3
287,9 + 38,5*
147,1 +£28,5
364,3 + 50,7***
573,5+108,2
184,4 + 44,6

340,8 + 70,4*#
375,0 + 101,6***
91,1+24,4
197,2 + 54,5
333,3+53,3
165,0 + 26,9

63,2 + 23,7
0,007 +0,001**
0,002 + 0,000***
0,018 + 0,001

31+£05
42,1+ 14,6
53,4 + 14,6
1,7+0,5
23+0,8
04+0,1
8,5+0,8
152,5+6,5
0,48 £ 0,02
802,5 + 66,2



IL-6 (pg/ml)
TNF (pg/ml)
IL-17(pg/ml)

34,3+10,6
58,6+79
108,0 £ 24,9

43,6 £16,4
54,2+131
135,8 +£16,2

35,0+ 18,7
50,0+21,9
108,0 + 23,0

56,7 +£11,2*
49,0+ 16,8
126,5+ 27,0

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je jednofaktorska ANOVA
sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05, ** p <0,01 i *** p < 0,001 za
jedinke koje su pile antibiotike u odnosu na jedinke koje su pile ¢istu vodu, i #* p < 0,05, # p < 0,01 i #*
p < 0,001 za DA u odnosu na AO jedinke. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Pored sadrzaja citokina u tkivu, ispitivani su 1 parametri oksidativnog stresa u plu¢ima i kolonu kod
jedinki tretiranih antibioticima (Tabela 16). Nakon tretmana antibioticima uoceno je samo statisticki
znacajno povecanje sadrzaja redukovanog glutationa u plu¢ima jedinki DA soja.

Tabela 16. Efekat primene antibiotika na parametre oksidativnog stresa u plu¢ima i kolonu

kod pacova.

DA AO
Ispitivani parametri Kontrola Antibiotici Kontrola Antibiotici
Pluéa
GSH (uM/mg proteina) 309,6 +7,8 397,0+19,3* 311,8+228 359,1+ 33,5
GST (U/mg proteina) 1142+98  117,2+58 170,7+ 14,4  1825+638
CAT (U/mg proteina) 53,0+ 8,6 53,8+7,8 50,3+12,4 48,1+94
MDA (nM/mg proteina) 39+04 36+0,1 3,9+0,3 3,8+0,3
Kolon
GSH (uM/mg proteina) 85,0 £ 23,3 84,0 £ 20,3 128,5+ 25,7 146,6 £ 31,9
GST (U/mg proteina) 35,6 £ 4,6 35,1+4,7 478+6,5 36,2 +4,3
CAT (U/mg proteina) 22,3+17 26,6 £2,5 30,6 £3,1 24124
MDA (nM/mg proteina) 59+0,6 55105 58+0,6 50+£04

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa korisc¢ena je jednofaktorska
ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05. (DA) Dark Agouti,
(AO) Albino Oxford.
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4.4. Ispitivanje uticaja disbioze izazvane antibioticima na odgovor organizma
tokom pulmonarne infekcije sa A. fumigatus

4.4.1. Karakteristike imunskog odgovora na gljivu A. fumigatus kod jedinki tretiranih
antibioticima

Da bi ispitali da li postoje posledice primene antibiotika na imunski odgovor u plu¢ima, inficirali smo
gljivom kontrolne zivotinje i zivotinje koje su prethodno pile antibiotik. Ispitivanjem prisustva ovog
oportunistickog patogena u plu¢ima 3. dana nakon infekcije, pokazana je sporija eliminacija konidija iz
pluca kod jedinki oba soja tretiranih antibioticima (Slika 29).
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Slika 29. Stepen infekcije pluca izraZzen preko broja formiranih kolonija po g tkiva kod jedinki koje su pile antibiotike.
Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koriSéena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey
testom. Statisticki znacajne razlike pri: ** p < 0,01 i *** p < 0,001 u odnosu na odgovarajucu kontrolu (jedinke koje nisu pile
antibiotike), i pri # p < 0,01 za DA vs. AO jedinke. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Ispitivanje sadrZaja citokina u plu¢ima tokom infekcije pokazalo je statisticki znaCajno povecanje
sadrzaja IL-1P i IL-17 samo kod inficiranih DA jedinki tretiranih antibioticima u poredenju sa inficiranim
jedinkama koje nisu pile antibiotike, dok pad IL-6 nije bio statisiticki znacajan (p = 0,114) (Slika 30).
Pored citokina, kod DA jedinki tretiranih antibioticima je primecen i porast sadrzaja MPO (0,78 + 0,08
U/ml) u odnosu na inficirane jedinke koje nisu pile antibiotike (0,54 £ 0,07 U/ml, p = 0,0005), dok kod
jedinki AO soja nije bilo promena (0,67 £ 0,07 U/ml kod jedinki koje nisu tretirane antibioticima vs. 0,79
+ 0,15 U/ml kod jedinki koje su pile antibiotike pre infekcije, p = 0,129).
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Slika 30. Sadrzaj citokina u plué¢ima jedinki inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana antibioticima. a) IL-1p,
b) IL-6, c) TNF, d) IFN-y, e) IL-17 f) IL-10. Rezultati su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa kori$éena je
jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znacajne razlike pri: * p < 0,05. (DA) Dark Agouti, (AO)
Albino Oxford.

U slede¢em koraku ispitivani su parametri oksidativnog stresa u plu¢ima kod jedinki koje su pre infekcije
pile smesu antibiotika (Slika 31). Nisu primecene statisticki znacajne razlike u nivou redukovanog
glutationa, aktivnosti enzima glutation S transferaze i katalaze, kao ni u nivou malondialdehida kod
inficiranih jedinki tretiranih antibioticima u poredenju sa jedinkama koje nisu pile antibiotike.

Da bi ispitali da li primena antibiotika pre infekcije utice na aktivaciju adaptivnog T ¢elijskog odgovora
na gljivu, ispitivali smo ekspresiju gena za citokinske predstavnike Thl (IFN-y), Th17 (IL-17) i Treg
¢elija (IL-10) u regionalnim limfnim ¢vorovima (Slika 32). Kod jedinki DA soja primeceno je statisticki
znacajno povecanje ekspresije gena za IFN-y i IL-10, dok kod AO jedinki dolazi do statisti¢ki znacajno
nize ekspresije gena za IFN-y i vise za IL-17 kod jedinki tretiranih antibioticima u odnosu na jedinke
koje su pile vodu pre infekcije.
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Slika 31. Parametri oksidativnog stresa u plué¢ima jedinki inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana
antibioticima. (a) Nivo redukovanog glutationa (GSH), (b) Aktivnost glutation S transferaze (GST), (c) aktivnost enzima
katalaze (CAT), (d) Nivo malondialdehida (MDA). Rezultati su prikazani kao SV = SD. Za poredenje izmedu grupa koris¢ena
je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisticki znacajne razlike pri: * p < 0,05; ** p < 0,01 i ***p <0,001.
(DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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Slika 32. Ekspresija gena relevantnih za antifungalni odgvor u regionalnim limfnim ¢vorovima pluéa. (a) IFN-y, (b)
IL-17, (c) IL-10. Rezultati su prikazani kao SV = SD. Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA sa
post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znacajne razlike pri: * p < 0,05 i *** p < 0,001. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino
Oxford.
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4.4.2. Efekat primene antibiotika na mikrobiotu plué¢a kod inficiranih jedinki

Tretman antibioticima kod inficiranih Zivotinja, nije doveo do statisticki znacajnih promena u alfa
diverzitetu mikrobiote pluca ni kod DA ni kod AO soja (Slika 33).
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Slika 33. Alfa diverzitet u plu¢ima jedinki inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana antibioticima predstavljen
preko Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i Caol indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV + SD.
Za poredenje izmedu grupa kori$¢ena je jednofaktorska ANOV A sa post hoc Tuckey testom. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino

Oxford.

Prethodna primena antibiotika kod inficiranih DA i AO jedinki nije dovela do promena u sastavu
bakterijske zajednice pluca ni kod jednog soja (Slika 34 i Tabela 17).

PCoA PCoA
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Slika 34. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote u plué¢ima kod inficiranih DA (a) i AO (b) jedinki nakon oralne
primene antibiotika. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford
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Tabela 17. Razlike u sastavu bakterijskih zajednica plu¢a jedinki
inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana antibioticima izraZene
kroz Adonis i Anosim. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Anosim Adonis

R p R? p
DA A. fumigatus/ A. fumigatus + antibiotici -0,024 0,428 0,107 0,408
AO A. fumigatus/ A. fumigatus + antibiotici 0,125 0,713 0,160 0,201

4.4.3. Efekat primene antibiotika na mikrobiotu creva kod inficiranih jedinki

Statisti¢ki znacajne promene u alfa diverzitetu u crevima su primecene kod inficiranih jedinki DA i AO
pacova izrazenim kroz pad broja Posmatranih vrsta (Slika 35a), Senonovog indeksa diverziteta (Slika
35b) i Caol indeksa (Slika 35c). Kod jedinki DA soja zapaZeno smanjenje parametara alfa diverziteta
nije samo posledica primene antibiotika, jer su nivoi indeksa statisti¢ki znacajno nizi kod inficiranih
jedinki tretiranih antibioticima u odnosu na promene koje su zapazene samo nakon tretmana
antibioticima (p < 0,05). Kod inficiranih jedinki AO soja koje su pre infekcije pile antibiotike nisu
primecene statisticki znacajne razlike u odnosu na neinficirane jedinke tretirane antibioticima.
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Slika 35. Alfa diverzitet u fecesu jedinki inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana antibioticima predstavljen
preko Posmatranih vrsta (a), Senonovog indeksa diverziteta (b) i Caol indeksa (c). Rezultati su prikazani kao SV # SD.
Za poredenje izmedu grupa koris¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom. Statisti¢ki znacajne razlike pri:
*p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (jedinke koje nisu pile antibiotike). (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Sastav bakterijske zajednice u crevima kod inficiranih jedinki koje su prethodno tretirane antibioticima,
znacajno se razlikovao i kod jednog i kod drugog soja u odnosu na inficirane jedinke koje nisu pile
antibiotike (Slika 36, Tabela 18). Dodatno, analiza sastava bakterijske zajednice kod neinficiranih i
inficiranih jedinki koje su pile antibiotike (Tabela 18) je pokazala da postoje statisticki znacajne razlike
1 izmedu ovih grupa kod jedinki oba soja.
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Slika 36. Beta diverzitet bakterijske mikrobiote u fecesu kod inficiranih DA (a) i AO (b) jedinki nakon oralne
primene antibiotika. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Tabela 18. Razlike u sastavu bakterijskih zajednica u fecesu jedinki
inficiranih gljivom A. fumigatus nakon tretmana antibioticima izraZene
kroz Adonis i Anosim. (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.

Anosim Adonis

R p R? p
DA A. fumigatus/ A. fumigatus + antibiotici 0,892 0,011 0,480 0,001
AO A. fumigatus/ A. fumigatus + antibiotici 0,875 0,008 0,459 0,011

DA antibiotici/ A. fumigatus + antibiotici 0,337 0,045 0,241 0,057
AO antibiotici/ A. fumigatus + antibiotici 0,344 0,061 0,285 0,001

Kako su prethodni rezultati pokazali da inflamacija koincidira sa disbiozom u gastrointestinalnom traktu
odredili smo sadrZaj citokina u segmentima gastrointestinalnog trakta kod inficiranih jedinki koje su
tretirane antibioticima (Slika 37). Kod jedinki oba soja je zapaZen statisticki znacajno nizi nivo IFN-y i
IL-17 u duodenumu, visi nivo IL-1p i IL-17 u ileumu i IL-6 u kolonu u grupi koja je pila antibiotike u
poredenju sa grupom koja je pila ¢istu vodu. Dodatno, kod DA jedinki je bio povisen i IL-10 u kolonu,
a kod AO IFN-y u cekumu u grupi koja je pre infekcije primila antibiotike.
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Slika 37. Sadrzaj citokina u segmentima gastrointestinalnog trakta kod jedinki sa infekcijom plu¢a izazvanom gljivom
koje su prethodno pile vodu ili vodu sa rastvorenim antibioticima. (Panel a) DA jedinke, (Panel b) AO jedinke. Rezultati
su prikazani kao SV + SD. Za poredenje izmedu grupa koriS¢ena je jednofaktorska ANOVA sa post hoc Tuckey testom.
Statisti¢ki znacajne razlike pri: * p < 0,05, ** p < 0,01 i *** p < 0,001 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (jedinke koje nisu
pile antibiotike). (DA) Dark Agouti, (AO) Albino Oxford.
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5.DISKUSIJA

Bakterijska mikrobiota plu¢a uglavnom je ispitivana u hroni¢nim bolestima pluca (Hilty i drugi, 2010;
Wang i drugi, 2016; Carmody i drugi, 2013), ali su efekti infekcije pluca izazvane bakterijama, virusima
ili gljivama na mikrobiotu ovog organa malo poznati. Osim toga, retki su i podaci o efektu koji
inflamacija u plu¢ima ima na mikrobiotu creva (osa pluca-crevo) iako je u brojnim studijama pokazano
da mikrobiota creva uti¢e na inflamaciju u plué¢ima (osa crevo-pluca) (Frati i drugi, 2018; Vaughan i
drugi, 2019; Thavamani i drugi, 2021; Liu i drugi, 2021). U ovoj disertaciji analiziran je uticaj inflamacije
izazvane oportunistiCkom gljivom A. fumigatus na mikrobiotu pluc¢a i creva, dvosmerna komunikacija
izmedu ova dva organa (potencijalni mehanizmi interakcije pluca-crevo ukljucujuci migraciju bakterija
izmedu organa, sistemsku inflamaciju i inflamaciju u gastrointestinalnom traktu) kao i uticaj mikrobiote
pluca i creva na imunski odgovor na gljivu. Gljiva A. fumigatus se dugo vremena smatrala patogenom sa
slabim virulentnim potencijalom, ali sa pove¢anjem broja osoba sa oslabljenom funkcijom imunskog
sistema (usled primene imunosupresivnih agenasa kod pacijenata nakon transplantacije organa, porasta
broja osoba inficiranih HIV, i sl.) znacajno se povecala incidenca infekcija izazvanih ovom vrstom
(Latge, 1999). Promene u bakterijskoj mikrobioti su pracene kod dva soja pacova, DA i AO, za koje je
u prethodnim istrazivanjima pokazano da razvijaju kvantitativno/kvalitativno razli¢it imunski odgovor u
pulmonarnoj infekciji izazvanoj ubrizgavanjem neletalne doze konidija A. fumigatus (Mirkov i drugi,
2015). U ovom modelu infekcije je upotrebom DGGE metode detektovana i promena u bakterijskoj
mikrobioti creva (Kula$ i drugi, 2019). Sastav mikrobiote plu¢a i creva kod dva soja pacova analiziran
je upotrebom metode sekvenciranja najnovije generacije pre i tokom infekcije kod jedinki sa
homeostatskom mikrobiotom ili kod jedinki kojima je disbioza izazvana primenom smese antibiotika.

5.1. Sastav bakterijske mikrobiote u plu¢ima i crevima kod netretiranih/neinficiranih jedinki DA
i AO pacova

Intratrahealno ubrizgavanje konidija gljive A. fumigatus jedinkama DA i AO soja rezultira ve¢im
stepenom infekcije u plu¢ima AO jedinki (Mirkov i drugi, 2015) na koji bi mogle da uticu razlike u
sastavu bakterijske mikrobiote plu¢a pre infekcije (Igartua i drugi, 2017; Chung i drugi, 2023). Medutim,
analiza bakterijske mikrobiote pluca zdravih/neinficiranih jedinki DA i AO pacova pokazala je da ne
postoje razlike u alfa 1 beta diverzitetu izmedu ova dva soja pacova. Dobijeni rezultati sugeriSu da
genetski faktor ne doprinosi mnogo oblikovanju mikrobiote pluca, iako postoje podaci da bi genetska
osnova mogla uticati na sastav bakterija u plu¢ima (lgartua i drugi, 2017; Chung i drugi, 2023). S obzirom
na sli¢nost u sastavu bakterijske zajednice plu¢a kod DA i1 AO jedinki, moZe se pretpostaviti da sredinski
faktor ima veci uticaj jer su jedinke ovih sojeva odgajane u istom odgajaliStu pri identi¢énim uslovima.
Ovaj nalaz je u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima o uticaju sredine na sastav mikrobiote
pluca koji pokazuju da se sastav mikrobiote pluca jedinki istog soja eksperimentalnih glodara razlikuje
izmedu razlic¢itih odgajalista (Dickson i1 drugi, 2018). Iako nisu primecene razlike u sastavu bakterijske
zajednice izmedu DA i AO jedinki, LEfSe analiza biomarkera identifikovala je vrste koje su
diferencijalno zastupljene kod ova dva soja pacova, a koje bi mogle da doprinesu razlikama u stepenu
infekcije sa A. fumigatus. U prilog ovome govori podatak da je prisustvo A. fumigatus u plu¢ima
pacijenata obolelih od tuberkuloze detektovano samo kod pacijenata sa visokom relativnom
zastupljeno§cu bakterije M. tuberculosis (Hu i drugi, 2020). Za vecu zastupljenost predstavnika razdela
Proteobacteria kod DA pacova, odnosno predstavnika razdela Firmicutes, Actinobacteria i Tenericutes
kod AO zivotinja bi mogle da budu odgovorne razlike u mikrosredini plu¢a kao Sto je dostupnost
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nutrijenata, aktivnost ¢elija imunskog sistema ili sadrzaj antimikrobnih peptida. U tom kontekstu, veéi
nivo citokina IL-1p primecen je u plu¢ima AO jedinki u odnosu na DA. Dobijeni rezultati u saglanosti
su sa rezultatima studije koja je pokazala postojanje korelacije izmedu bazalnog nivoa inflamatornih
citokina u plu¢ima i sastava mikrobiote ovog organa (Dickson i drugi, 2018). Razlike primecene u
relativnoj zastupljenosti vrsta pre infekcije bi mogle da doprinesu razli¢itom imunskom odgovoru na
infekciju pluca gljivom A. fumigatus.

Nasuprot slicnoj mikrobioti plu¢a, sastav bakterijske mikrobiote creva se razlikuje izmedu DA 1 AO
jedinki $to ukazuje da geneticka osnova ima veliki uticaj na formiranje mikrobiote u crevima. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa podacima dobijenim na miSevima kod kojih su varijacije u sastavu mikrobiote
primecene izmedu razli¢itih sojeva (Guo i drugi, 2022; Nagarajan i drugi, 2023). Dodatno, i u zdravoj
humanoj populaciji su primeéene razlike u sastavu mikrobiote creva izmedu razli¢itih rasa i etnickih
grupa (Syromyatnikov i drugi, 2022). Izmedu jedinki DA i AO sojeva identifikovana je 31 diferencijalno
zastupljena vrsta pri ¢emu su kod DA jedinki dominirali predstavnici klase Gammaproteobacteria, a kod
AO predstavnici klase Clostridia. Diferencijalno zastupljene vrste su verovatno doprinele razlikama u
sadrzaju citokina u kolonu kod neinficiranih jedinki (vis$i IFN-y, a nizi IL-10 kod DA jedinki u odnosu
na AO). U tom smislu, pokazano je da prisustvo klase Clostridia uti¢e na vecu aktivnost Treg ¢elija (koje
produkuju IL-10) i da ove bakterije doprinose vecoj otpornosti na kolitis i alergije (Atarashi i drugi,
2011). Nasuprot Klasi Clostridia, veta relativna zastupljenost Proteobacteria (klase
Gammaproteobacteria i Betaproteobacteria) je zapaZzena kod jedinki miSeva kod kojih je prisutna
inflamacija u crevima (Chi i drugi, 2021; Panpetch i drugi, 2020).

5.2. Ispitivanje promena mikrobiote plu¢a tokom pulmonarne infekcije izazvane gljivom A.
fumigatus

Infekcija gljivom A. fumigatus kod imunokompetentnih jedinki, dovela je do porasta bogatstva vrsta u
plu¢ima oba soja pacova, §to je u suprotnosti sa nalazima dobijenim na ljudima kod kojih je zapazeno
odsustvo promena u alfa i beta diverzitetu kod pacijenata sa oportunistickom infekcijom izazvanom
gljivom (Kehrmann i drugi, 2017), ili smanjenje alfa diverziteta u plu¢ima pacijenata obolelih od
invazivne pluéne aspergiloze (Hérivaux i drugi, 2022). ZapaZene razlike mogu da budu posledica razlika
u aktivnosti imunskog sistema, jer su jedinke koriS¢ene u ovoj studiji imale intaktan imunski sistem, dok
je kod pacijenata funkcija imunskog sistema oslabljena. Dodatno, ispitivana grupa pacijenata je bila na
mehanickoj ventilaciji u jedinicama intenzivne nege, a poznato je da izloZenost visokim koncentracijama
kiseonika (hiperoksija) moze da uti¢e na mikrobiotu pluc¢a (Ashley i drugi, 2020). Do sada publikovana
istrazivanja pokazuju da inflamacija u plu¢ima nema konzistentan efekat na bogatstvo i diverzitet
mikrobiote jer je u prisustvu inflamacije zapazeno odsustvo efekta na bogatstvo i diverzitet (Barford i
drugi 2015), smanjenje (Ashley i drugi, 2020; Yadava i drugi, 2016) ili povecanje diverziteta (Poroyko 1
drugi, 2015; O’Dwyer i drugi, 2019; Li i drugi, 2020). Za razliku od alfa diverziteta, pokazano je da se
sastav bakterijske zajednice plu¢a kod miseva (beta diverzitet) menja pod uticajem inflamacije (Ashley
i drugi, 2020; Yadava i drugi, 2016; Poroyko i drugi, 2015; O’Dwyer i drugi, 2019; Li i drugi, 2020), §to
je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji koji su pokazali odsustvo promena u beta
diverzitetu. Ova odstupanja bi mogla da se objasne vrstom Zivotinja na kojima su istrazivanja radena
(pacovi u ovoj studiji, a miSevi u ostalim publikovanim studijama), njihovim poreklom ili uslovima
sredine u kojoj se gaje zZivotinje (Dickson 1 drugi, 2018).

Promene zapaZene kod jedinki oba soja pacova u relativnoj zastupljenosti rodova bakterija u plu¢ima su
u saglasnosti sa prethodno publikovanim rezultatima (Ashley i drugi, 2020; Poroyko i drugi, 2015;
O’Dwyer i drugi, 2019; Li i drugi, 2020). Prisustvo A. fumigatus u plu¢ima kod DA soja uglavnom je
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dovelo do povecanja relativne zastupljenosti rodova, za razliku od AO Zivotinja kod kojih je primeceno
njihovo smanjenje. Kod inficiranih jedinki oba soja je zapaZeno smanjenje relativne zastupljenosti roda
Ralstonia. S obzirom da su predstavnici ovog roda oportunisticki patogeni (Gram-negativne, aerobne
bakterije), normalno prisutni u gornjem respiratornom traktu (Stelzmueller i drugi, 2006; Liao i drugi,
2023) moze se se pretpostaviti da je aktivacija imunskog sistema, dovela do smanjenja njegove relativne
zastupljenosti. Najve¢i broj promena izazvanih prisustvom gljive u plu¢ima je primetan kod
taksonomskih jedinica Cija je relativna zastupljenost pre infekcije bila niska, Sto ukazuje da su
rodovi/vrste sa visokom zastupljeno$c¢u stabilne kao $to je prethodno sugerisano (Yadava i drugi, 2016).
Diferencijalno zastupljene vrste kod inficiranin DA jedinki pripadaju razdelu Firmicutes, a kod AO
jedinki razdelu Proteobacteria.

Detektovana inflamacija u plu¢ima (povecanje sadrzaja proinflamatornih citokina IFN-y i IL-17, kao i
infiltracija neutrofila u plu¢a merena kroz aktivnost enzima MPO) je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima (Mirkov i drugi, 2014, 2015) i mogla bi da bude uzrok disbioze u plu¢ima. U prilog ovome
govori postojanje korelacija izmedu sadrzaja citokina IL-17 i enzima MPO sa indeksima alfa diverziteta
i relativne zastupljenosti rodova i vrsta. Pove¢an nivo IL-17 je primecen i u drugim modelima inflamacije
u kojima dolazi do disbioze u plu¢ima (Ashley 1 drugi, 2020; Yadava i drugi, 2016; O’Dwyer i drugi,
2019; Li i drugi, 2020; Segal i drugi 2016), kao i infiltracija neutrofila u tkivo (Yadava i drugi, 2016).

Inflamacija nije jedini faktor koji uti¢e na mikrobnu zajednicu u plué¢ima, posebno tokom bolesti
(Dickson 1 drugi, 2014), s obzirom da su sli¢ni nivoi citokina IFN-y, IL-17 i enzima MPO primeceni kod
oba soja, ali sa razli¢itim efektom na relativnhu zastupljenost taksonomskih jedinica (povecanje kod DA
i smanjenje kod AO). Oksidativni stres je parametar koji takode oblikuje mikrobnu zajednicu, a
poveéanje aktivnosti enzima antioksidativne zaStite, kao i povecanje koncentracije redukovanog
glutationa samo kod DA soja, sugeriSe postojanje oksidativnog stresa u plu¢ima ovih Zivotinja.
Oksidativni stres moze da bude posledica aktivnosti imunskog odgovora na A. fumigatus, s obzirom da
imunske cCelije produkuju reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS), i reaktivne
vrste azota (engl. reactive nitrogen species, RNS) (Morcillo i drugi, 1999). U tom smislu, postojanje
oksidativnog stresa samo kod jedinki DA soja se moze povezati sa vec¢om aktivnoScu leukocita
izolovanih iz pluca inficiranih jedinki DA soja u odnosu na AO (Mirkov i drugi, 2015). Kako kod DA
jedinki dolazi do povecanja relativne zastupljenosti vrsta, moZe se pretpostaviti da u uslovima
oksidativnog stresa ove vrste imaju selektivnu prednost jer je poznato da su bakterije koje zive u sredini
sa visokim nivoom kiseonika razvile brojne mehanizme kojima prevazilaze oksidativni stres (Storz i
drugi, 1990; Gusarov i Nudler, 2005). Dodatno, male doze reaktivnih vrsta kiseonika mogu da podsti¢u
prezivljavanje bakterija (Rodriguez i drugi, 2020). Sve zajedno, inflamacija i oksidativni stres mogu da
formiraju sredinu koja omogucava rast pojedinih vrsta tako Sto uticu na dostupnost nutrijenata i na
lokalne uslove rasta (Ashley i drugi, 2020).

lako dobijeni rezultati sugerisu da su promene u bakterijskoj mikrobioti plu¢a posredovane promenama
u aktivnosti imunskog sistema i prisustvom oksidativnog stresa, ne moze se zanemariti i direktna
interakcija izmedu gljive i bakterija. In vitro studije su pokazale antagonisticko delovanje gljive A.
fumigatus na rast patogenih bakterija iz plu¢a (Margalit i drugi, 2021), verovatno posredstvom produkcije
sekundarnih metabolita koji mogu da uticu na rast bakterija (Shaaban i drugi, 2013). Dodatno, ne treba
zanemariti ni postojanje pozitivnog ili negativnog uticaja koji jedna bakterijska vrsta ostvaruje na drugu.
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5.3. Ispitivanje promena mikrobiote creva tokom pulmonarne infekcije izazvane gljivom A.
fumigatus

S obzirom da literaturni podaci navode da razli¢iti segmenti gastrointestinalnog trakta mogu da se koriste
za ispitivanje promena u mikrobioti creva, prvo je pomo¢u DGGE metode analizirano u kom segmentu
creva je doslo do najveceg stepena promena tokom infekcije. Smanjenje broja traka u DGGE analizi,
koje sugeriSe smanjenje diverziteta, tokom infekcije je prime¢eno u zidu duodenuma i sadrzaju kolona
samo kod DA pacova. Promene zapazene u duodenumu su u skladu sa ranijim istrazivanjima u kojima
je smanjenje broja detektovanih traka tokom infekcije primeéeno u uzorcima duodenuma (Kulas i drugi,
2019). Iako promene u ostalim segmentima gastrointestinalnog trakta nisu primecene, ne znaci da ih
nema, s obzirom da ova metoda ima i svoja ogranicenja (koriS¢enje univerzalnih prajmera, ograni¢en
broj bakterijskih taksona koji je moguce detektovati, itd.) (Al-Mailem i drugi, 2017). Kako je DGGE
metoda ukazala da do najintenzivnijih promena dolazi u sadrzaju kolona (feces), a feces je lako dostupan,
ovi uzorci su odabrani za analizu mikrobiote metodom sekvenciranja najnovije generacije.

Prisustvo gljive A. fumigatus u plu¢ima, dovelo je do disbioze u crevima samo kod DA Zivotinja. Ova
promena je u skladu sa do sada publikovanim rezultatima koji ukazuju da inflamacija u plu¢ima dovodi
do disbioze u crevima (Ashley i drugi, 2020; Yildiz i drugi, 2018; Sze i drugi, 2014). lzostanak promena
kod jedinki AO soja moze biti posledica razlika u specificnom sastavu bakterijske zajednice creva kod
ovog soja koje su primecene kod neinficiranih jedinki. Razli¢ita reaktivnost bakterijske zajednice creva
kod ova dva soja pacova je prethodno pokazana u modelu oralne intoksikacije kadmijumom u kome je
zapazeno smanjenje zastupljenosti predstavnika roda Lactobacillus u duodenumu samo kod DA jedinki
(Ninkov i drugi, 2016).

Od predlozenih mehanizama interakcije izmedu pluca i creva kao §to su migracija bakterija izmedu
organa (Tulic i drugi, 2016; Mandell i drugi, 2019), sistemska inflamacija (Bartley i drugi, 2017; Zhang
i drugi, 2018) ili lokalna inflamacija (Wang i drugi, 2014; Deriu i drugi, 2016; Tulic i drugi, 2016),
disbiozi u crevima kod DA jedinki najvise bi mogla da doprinese lokalna inflamacija. Sudeé¢i prema
rezultatima dobijenim u ovoj studiji, sastav mikrobiote pluca i creva unutar oba soja se razlikuje kako
kod zdravih zivotinja, tako i tokom infekcije. Razlike u sastavu bakterijske zajednice u ova dva organa
su ve¢ pokazane u ranijim istrazivanjima (Liu i drugi, 2020; Barfod i drugi, 2013). Tokom infekcije
gljivom, kod oba soja se zapaza povecanje broja taksonomskih jedinica u plu¢ima, pri ¢emu je deo njih
moguce detektovati u fecesu, pa se moze pretpostaviti da u nekom stepenu dolazi do migracije bakterija
iz creva u pluca. Kako su pacovi koprofagne Zivotinje, verovatno je mikroaspiracija doprinela pojavi
fekalnih taksona u plu¢ima. Medutim, preko 50% taksonomskih jedinica koje se pojavljuju u plu¢ima
nakon infekcije nije moguce detektovati u fecesu. Pojava novih taksonomskih jedinica u plu¢ima mogla
bi da bude rezultat izmenjene mikrosredine koja pogoduje rastu retko zastupljenih vrsta, koje zbog limita
metode nisu mogle da se detektuju kod zdravih jedinki, jer su bile ispod definisanog praga detekcije.
Dodatno, pojava novih taksona mogla bi i da bude je posledica promena u mehanizmima odgovornim za
kontrolu imigracije i eliminacije bakterija iz plu¢a (Dickson i drugi, 2015).

Imunski sistem je najvise istrazena komponenta koja lezi u osnovi interakcije izmedu pluca i creva (Wang
i drugi, 2014; Deriu i drugi, 2016; Tulic i drugi, 2016). Kako nisu zapazene promene u perifernoj krvi
tokom infekcije pluca, verovatno sistemska inflamacija nije odgovorna za ovu interakciju nego lokalna
inflamacija. Moze se pretpostaviti da T celije koje se aktiviraju u odgovoru na A. fumigatus u limfnim
¢vorovima koji dreniraju pluca (EI-Muzghi i drugi, 2013) migriraju u creva i uzrokuju disbiozu. U skladu
sa ovom pretpostavkom primecéeno je poveéanje sadrzaja IFN-y u duodenumu i IL-17 u svim segmentima
creva. Migracija CD4" T ¢elija iz plu¢a u creva zapazena je i u pluénoj infekciji izazvanoj virusima
(Wang i drugi, 2014). Dodatno, postoji i podatak da dendritske ¢elije iz plu¢a mogu indukovati migraciju
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T ¢elija u creva tako Sto dovode do ekspresije molekula na povrsini éelija odgovornih za migraciju u
creva (Ruane i drugi, 2013). Pored inflamacije u gastrointestinalnom traktu, rezultati ukazuju i na
prisustvo oksidativnog stresa u kolonu kod inficiranih jedinki oba soja. Inflamacija i oksidativni stres su
verovatno doprineli disbiozi zapazenoj u crevima jedinki DA soja, ali nisu uticali na mikrobiotu creva
kod AO jedinki.

5.4. Efekat smeSe antibiotika na mikrobiotu pluca i creva

Najvise koriS¢en pristup za ispitivanja uloge bakterijske mikrobiote u imunskom odgovoru u plu¢ima je
primena antibiotika kojima se izaziva dishioza (Abt i drugi, 2012; Ichnohe i drugi, 2011; Chen i drugi,
2011, Schuijt i drugi 2016), a koji se karakterisu sistemskom difuzijom. Pokazano je medutim, da
upotreba ovog tipa antibiotika dovodi do disbioze i u plu¢ima i u crevima (Brown i drugi, 2017; Robak
i drugi, 2018), stoga je tesko proceniti doprinos same mikrobiote creva u patogenezi pluénih bolesti
(Dessein i drugi, 2020). U ovoj tezi su koris¢eni samo antibiotici koji imaju malu oralnu apsorpciju
(neomicin, gentamicin i vankomicin) (Rao i drugi, 2011; Veirup i drugi, 2023; Moghaddam i drugi,
2016). Kombinacija antibiotika bi trebalo da ima Sirok baktericidni spektar jer vankomicin deluje na
Gram-pozitivne (Watanakunakorn, 1981), a neomicin i gentamicin na Gram-negativne bakterije (Tam i
drugi, 2006; Veirup i drugi, 2023).

Primena smeSe antibiotika nije dovela do promene u sastavu mikrobiote pluca, ali je uzrokovala disbiozu
u crevima. Kod DA jedinki koje su pile antibiotik doslo je do promene u sastavu mikrobiote creva, ali
bez razlika u bogatstvu i diverzitetu bakterijskih vrsta (alfa diverzitet) u odnosu na zdrave Zivotinje.
Tretman antibioticima kod AO jedinki je takode doveo do promena u sastavu bakterijske zajednice, ali
je uzrokovao i smanjenje ukupnog broja bakterijskih vrsta. Primeéene razlike u dejstvu antibiotika na
mikrobiotu creva verovatno nisu posledica razlika u koncentracijama antibiotika koje su Zivotinje pile
jer je dnevni unos svakog antibiotika bio isti kod oba soja. Verovatno su razlike u sastavu mikrobiote
doprinele razlicitoj reaktivnosti na antibiotike. Razli¢ita reaktivnost na iste antibiotike primec¢ena je 1 kod
ljudi (Raymond i drugi, 2016), a potvrdena je kod miSeva koji su kolonizovani humanom mikrobiotom
poreklom od razlicitih donora (Lavelle i drugi, 2019). Potrebno je istaci da je razlika u sastavu mikrobiote
creva koja se uocava kod zdravih jedinki DA i AO soja, prisutna i nakon tretmana antibioticima. Primena
smesSe antibiotika dovela je kod DA jedinki do povecanja relativne zastupljenosti pripadnika klase
Gammaproteobacteria (klasa ¢iji su predstavnici diferencijalno zastupljeni kod zdravih/neinficiranih DA
jedinki). Povecanje relativne zastupljenosti Proteobacteria primeceno je i kod miSeva nakon oralne
primene smeSe antibiotika (ampicilin, gentamicin, metronidazol, neomicin i vankomicin) (Hill i drugi,
2009; Yuan i drugi, 2023). Iako je u crevima sisara zastupljen u malom procentu, poveéana zastupljenost
razdela Proteobacteria povezana je sa brojnim patoloskim stanjima (Shin i drugi 2015), a po nekim
autorima promene na nivou ovog razdela mogu se posmatrati kao marker bakterijske nestabilnosti i
determinanta bolesti (Shin i drugi, 2015), kao §to su metabolicki poremecaji (Fei i drugi, 2013) i
inflamacija creva (Morgan i drugi, 2012). Porast zastupljenosti ovog razdela kod DA soja mogao bi biti
posledica prisustva gena odgovornih za rezistenciju na antibiotike jer je poznato da su pripadnici
Proteobacteria nosioci velikog broja gena za ovaj tip rezistencije (Shin i drugi, 2015; Parnanen i drugi,
2018; Hi i drugi, 2013). Dodatno, predstavnici razdela Proteobacteria produkuju jedan od najpotentnijih
proinflamatornih lipopolisaharida (Lin 1 drugi, 2020), koji moZe da aktivira razlicite ¢elije imunskog
sistema i dovede do povecane produkcije proinflamatornih citokina (Garcia i drugi, 1999).

Iako nisu primec¢ene promene u bakterijskoj zajednici pluca, primena antibiotika je dovela do promena
imunske homeostaze u plu¢ima, ali samo kod DA jedinki. Do sada publikovane studije pokazuju da
oralno primenjeni antibiotici mogu dovesti do supresije ¢elija urodene imunosti (Dessein i drugi, 2020)
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ili da nemaju efekta na produkciju citokina (Abt i drugi, 2012; Robak i drugi, 2018). Ovakve razlike su
verovatno posledica primene razliCitih antibiotika ili razlika u duzini tretmana.

U naSoj studiji disbioza u crevima, kao posledica primene antibiotika, dovela je do narusavanja imunske
homeostaze u ovom tkivu. Kod jedinki oba soja povecana je relativna masa cekuma. Ova promena je
verovatno posledica smanjene raznovrsnosti bakterija u crevima jer se zapaza 1 kod miseva koji nisu
kolonizovani mikrobiotom, kao i kod miSeva sa redukovanom mikrobiotom (Hill i drugi 2009).
Povecanje relativne mase cekuma moze biti posledica delovanja vankomicina (Sun i drugi 2019). Osim
ove promene, primena antibiotika je rezultirala i inflamacijom u gastrointestinalnom traktu kod jedinki
oba soja pacova, ali je kod DA soja bila ograni¢ena na ileum i cekum, a kod AO je detektovana u svim
segmentima. Ova razlika moze biti rezultat izraZzenije disbioze kod AO u odnosu na DA jedinke.
Inflamacija u gastrointestinalnom traktu koja se javlja kao posledica bakterijske disbioze je prethodno
dokumentovana (Lange i drugi, 2016; Singh i drugi, 2017; Huttenhower i drugi, 2014; Olaisen i drugi,
2020; Kesavelu i Jog, 2023; Lee i drugi, 2018). Disbhioza creva i inflamacija mogu da poremete integritet
crevne barijere, povecaju propustljivost creva Sto bi omogucilo translokaciju patogena preko krvnog
sistema u ostale organe (Eladham i drugi, 2024; Al-Sadi i Ma 2007; Yang i drugi, 2003). U tom kontekstu,
izraZenija disbioza i inflamacija u svim segmentima creva kod jedinki AO soja, verovatno je dovela do
narus$avanja integriteta creva i time uzrokovala povecanje koncentracije I1L-6 u plazmi ovih jedinki.
NaruSena homeostaza gastrointestinalnog trakta uticala je i na povecanje aktivnosti ¢elija u dreniraju¢im
mezentericnim limfnim ¢vorovima.

5.5. Efekat primene antibiotika na inflamaciju u plu¢ima

Primena antibiotika pre infekcije pluca izazvane gljivom A. fumigatus dovela je do veceg stepena
infekcije plu¢a kod oba soja pacova, pri cemu je stepen infekcije vec¢i kod AO soja u odnosu na DA soj
(isto kao i kod jedinki koje nisu pile antibiotike pre infekcije). Veéa podloznost infekcijama (sporije
uklanjanje patogena iz pluca) je primec¢ena kod jedinki koje su primale antibiotike i nakon toga bile
inficirane sa Pseudomonas aeruginosa (Dessein i drugi, 2020; Robak i drugi, 2018), Staphylococcus
pneumoniae ili Klebsiella pneumoniae (Brown i drugi, 2017; Schujit i drugi, 2016) i virusima (Abt i
drugi, 2012; Ichinohe i drugi, 2011). Veci stepen infekcije, meren na osnovu broja formiranih kolonija,
kod jedinki koje su pile antibiotike verovatno nije posledica supresije imunskog odgovora u plu¢ima, jer
je isti nivo citokina primeéen kod AO jedinki koje nisu pile antibiotike ili su pile smeSu antibiotika pre
infekcije, a ak i visi sadrzaj citokina IL-1p, IL-17 i mijeloperoksidaze je detektovan kod inficiranin DA
jedinki koje su pile antibiotike. Povecana produkcija citokina kod jedinki koje su pre infekcije pile
antibiotik je zapazena kod miSeva sa infekcijom plu¢a izazvanih bakterijama E. coli, odnosno S.
pneumonie (Chen i drugi, 2011; Schujit i drugi, 2016). Moguce je da je sporije uklanjanje A. fumigatus
iz pluca rezultat supresije aktivnosti koje nisu pra¢ene u ovoj studiji. U tom kontekstu, primeceno je da
tretman antibioticima moZe da dovede do smanjene aktivnosti makrofaga (Chen i drugi, 2011; Brown 1
drugi, 2017; Schujit i drugi, 2016). Tretman antibioticima je uticao i na aktivaciju adaptivnog imunskog
odgovora u regionalnim limfnim ¢vorovima. Kod DA jedinki veca aktivacija Th1 (produkcija IFN-y), ali
1 Treg Celija (produkcija IL-10) je primecena kod inficiranih jedinki tretiranih antibioticima, dok je kod
AO jedinki povecana aktivacija Th17 c¢elija (produkcija IL-17), a smanjena Thl. Povecanje anti-
inflamatornog citokina IL-10 kod DA jedinki i smanjenje proinflamatornog IFN-y kod AO je verovatno
doprinelo razvoju neadekvatnog antifungalnog odgovora kod jedinki tretiranih antibioticima. Dodatno,
veca aktivacija Th17 ¢elija, koje su vazne za antifungalnu odbranu (Gurczynski i drugi, 2018), ali koje
mogu da dovedu i do veéeg oStecenja tkiva (Zelante i drugi, 2007) ukazuje na nepovoljne efekte primene
antibiotika na infekciju u plu¢ima. Iako je inflamacija vazna u kontroli infekcije izazvane gljivama,
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kontrolisana/ogranicena inflamacija je neophodna da bi se sprecila imunopatologija (Romani 2004;
Yamada i drugi, 2023).

Zapazene promene u osetljivosti jedinki na infekciju plu¢a izazvanu gljivom A. fumigatus verovatno nisu
posledica promene u sastavu mikrobiote pluca, zato $to primenjeni antibiotici nisu uzrokovali dishiozu
u ovom organu. Takode nisu primecene ni razlike u alfa i beta diverzitetu kod inficiranih jedinki koje su
pile antibiotike ili nisu bile tretirane njima.

Disbioza u crevima je zapazena kod inficiranih jedinki koje su pile antibiotike u odnosu na inficirane
jedinke koje su pile Cistu vodu. Promene u alfa diverzitetu zapazene kod jedinki DA soja su verovatno
posledica kombinovanog dejstva antibiotika i same infekcije. Nasuprot tome, promene primecene kod
AO jedinki su posledica primene samih antibiotika, a infekcija nije dodatno smanjila parametre alfa
diverziteta. Promenjen sastav bakterijske zajednice u crevima inficiranih jedinki koje su pile antibiotike
je verovatno posledica kombinovanog dejstva antibiotika i inflamacije u crevima izazvane plu¢nom
infekcijom.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljudci:

1.

2.

Ne postoje razlike u bogatstvu i sastavu bakterijske mikrobiote plu¢a zdravih/neinficiranih
jedinki DA i AO pacova, dok se sastav mikrobiote creva razlikuje izmedu ovih sojeva.

Infekcija pluca izazvana gljivom A. fumigatus dovodi do porasta bogatstva bakterijskih vrsta u
plu¢ima kod oba soja, ali ne menja sastav bakterijske zajednice.

Promene mikrobiote plu¢a tokom infekcije su najverovatnije posledica antifungalnog imunskog
odgovora u ovom tkivu kod oba soja i oksidativnog stresa samo kod jedinki DA soja.

Infekcija pluca izazvana gljivom A. fumigatus dovodi do inflamacije i oksidativnog stresa u
gastrointestinalnom traktu kod oba soja, ali se disbioza bakterijske zajednice javlja samo kod
jedinki DA pacova.

Oralna primena antibiotika neomicina, gentamicina i vankomicina kod zdravih/neinficiranih
jedinki DA i AO pacova dovodi do dishioze u crevima, ali ne i u plu¢ima.

Disbioza izazvana primenom antibiotika kod zdravih/neinficiranih jedinki dovodi do inflamacije
u crevima.

Oralna primena antibiotika dovodi do povecanja osetljivosti na infekciju izazvanu
oportunistiCkom gljivom A. fumigatus.

Oralna primena smeSe antibiotika kod jedinki koje su inficirane gljivom A. fumigatus u crevima
dovodi do vece disbioze i inflamacije kod oba soja.

Rezultati ovih istraZzivanja ukazuju da mikrobiota creva, ali ne 1 pluca, utice na osetljivost/rezistenciju na
infekciju pluca izazvanu gljivom A. fumigatus. Inflamacija koja se detektuje u plu¢ima i crevima tokom
pulmonarne infekcije dovodi do disbioze bakterijskih zajednica u ovim organima. Prikazani rezultati
doprinose novim saznanjima o ulozi mikrobiote creva i pluca tokom infekcije pluca i ukazuju na
potencijalne mehanizme dvosmerne komunikacije izmedu ova dva organa.
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MpwnJor 1.

N3jaBa o ayropcTBY

ITornucanu-a Jymagka /1. [Tomosuh

opoj unaekca _M3013/2013

N3jaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

«¥Yora mukpobrore mivha u npesa y uMmyHckoM oaroopy Ha Asperdillus fumigatus kox Dark Agouti

u Albino Oxford cojeBa maroBa»

® PE3yJTaT COICTBCHOT UCTPAXKUBAYKOT pala,

e J1a MpeJIoKeHa IUcepTalrja y HeTMHN HU Y JIeTIOBMMA HHje O1IIa mpe/jIo’KeHa 3a Jo0ujame 010
KOje AUIIOME MpeMa CTYANjCKUM MporpaMumMa IpyTuX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

¢ J1a Cy pC3yJITaThu KOPECKTHO HABCACHU U

e J1a HHCAM KpUIMO/Ja ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYaJIHY CBOJUHY IPYTHX JIMIIA.

Hornuc 1oxkTopanaa

VY beorpany,




pwuJor 2.

M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume ayropa Jdymanka J[. [TomoBuh

bpoj uagekca M3013/2013

Cryaujcku nporpam MouiekynapHa 6uosoruja; Moayia: MosekysiapHa OMoJI0THja MPOKapruoTa

HacnoB pana Yiora mukpobuore iyha u 1jpeBa y umMmynckom oarosopy Ha Aspergillus fumigatus xox

Dark Agouti u Albino Oxford cojeBa mamona

Mentop np Maja Tonunauku, 1p bpanko Jouuh

W3jaBspyjeM na je mraMiiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA JICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy caM

npeao/yia paau noxpamupama y Jururajsnom penosuropujymy Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm Jia ce 00jaBe MOjH TUYHH MOJAIM BE3aHU 3a JJOOU]jamhe aKaJIeMCKOT Ha3HMBa IOKTOpa HayKa,

Kao IITO Cy UME U Tpe3uMe, TOJMHA U MeCTO pohema u n1aTym oa0paHe paja.
OBu IMYHM mTOAAalM MOTY ce O0O0jaBUTH Ha MpEXHUM CTpaHHWIlaMa IUTUTaIHE OMOIUOoTeKe, y

eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOsukanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

Hornuc 1okTopanga

VY beorpany,




MpwnJor 3.

M3jaBa o kopumhemy

Osnamthyjem YHuBep3uteTcky 6mbmunotexy ,,CBero3zap MapkoBuh ma y JlururamHu peno3uTopujym
VYuuBepsutera y beorpany yHece M0jy JOKTOPCKY TUCEPTAIH]y MO/ HACTIOBOM:

Ynora mukpobuore mrvha u npeBa v uMmyHckoM oaroopy Ha Aspergillus fumigatus kox Dark Agouti n
Albino Oxford cojeBa manosa

KOja je MOje ayTOPCKO JEo.

JlucepTanujy ca CBUM MpPHJIO3MMa MPEAao/ia caMm y eNeKTPOHCKOM ¢opMmaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHUPABE.

Mojy DOKTOPCKY IUCEpTaln]jy OXpameny y JlururaataoM penosuropujymy YHuBepsurtera y beorpany
U JIOCTYIIHY Y OTBOPEHOM IIPHCTYIy MOTY Jia KOPUCTE CBHU KOjU IOIITYjy OIpeade caapikaHe y
onabpanom tuny juneHie Kpearusue 3ajeanuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ouTydno/a.
1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropctBo — nHekomepiujaiaHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — "HekoMmepuujairHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEPIHjaaHO — AeauTh o uctuM ycermosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepaia (CC BY-ND)
6. AyropcTBo — nenutr noj uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0Kpy>KUTE caMo JeHY OJ1 eCT MOHYh)eHUX JIUIICHIN.
Kparak onuc JHIIEHIM je cacTaBHH JICO OBE U3jaBe).

IMornuce fokTOpanga
VY Bbeorpany,




1. AyropcTBo. J[03B0oJbaBaTE YMHOXKABAE, AUCTPUOYIIN]Y U jJABHO CAOMILTABAE AeTa, U IPepaje, ako
ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuWH oxapeheH o cTpaHe ayTopa HJIM JaBaolla JHIECHIE, YaK H Y
KoMepuujanHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O CBUX JIMIICHIIN.

2. AyTOpcTBO — HeKoMepIujaaHo. /[03BosbaBaTe yMHOXKABakE, TUCTPUOYIIHM]Y U jaBHO CAOIIITABAHE
7ena, ¥ Ipepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oJipel)eH o1 cCTpaHe ayTopa WU JaBaolia JHUIICHIIE.
Oga JinIIeHIIa He J1I03BOJhaBa KOMEPIUjaTHy yIoTpeOy aerna.

3. AYyTOpCcTBO — HEKOMep1HUjaJIHo — 6e3 npepaja. /l03BojbaBaTe YMHOXKABabE, TUCTPUOYILIN]Y U jaBHO
caomInTaBame jeja, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBaka HITH YIIOTpeOe J1ena y CBOM JIeITy, aKO CE HaBelle NMe
ayTopa Ha HauuH ojpeheH ol cTpaHe ayTropa WiM JaBaona JjuieHne. OBa JHIICHIIA HE T03BOJbaBa
KoMepIyjasiHy ynorpely aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTale JIMIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM C€ OrpaHHyYaBa
HajBehn oOuM mpaBa kopumhema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHMjaJHO — JeJIMTH MOJ MCTUM YcaoBHMA. J[03BOJbaBaTe yMHOKaBambe,
IUCTPUOYIIN]y U jJaBHO CAOIIIITaBaLE JIelia, U MPepajie, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH on
CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolla JIMICHIIE M aKo Ce Mpepaja AUCTpUOyHpa MOJ HUCTOM WM CIUYHOM
murenioM. OBa JHIIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPLUjaIHy YIOTpeOy Aera u npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 npepana. Jlo3BosjbaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITABAKE JIea,
0e3 mpomeHa, IpeoOIMKoBamka WIK YHOTpeOe Jesa y CBOM JIelly, aKO ce HaBele MMe ayTopa Ha HauyuH
onpeheH o cTpaHe ayTopa Wid jJaBaoiia juiieHie. OBa JUIIEHIIAa J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yIoTpeoy
nena.

6. AyTOpcTBO — JeJUTH NOJ MCTHM Yyca0BUMA. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBamwbe, JUCTPUOYLIU]Y U jaBHO
caomiuTaBame Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH oJipeheH of] cTpaHe ayTopa WU
JlaBaola JIMIEHIIE ¥ aKo ce Mpepajia TUCTPUOyHpa Mol HCTOM HITH CIIMYHOM JHneHoM. OBa JUIeHIa
J103BOJbaBa KOMEPIHjATHY yrnoTpeOy aena u npepaga. CinuHa je codpTBEPCKUM JIUIICHIIaMa, OJHOCHO

JIMIICHIIaMa OTBOPCHOT KOJa.



