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1. Uvod
Funkcionalna prehrana dobiva pravo mjesto u biotehnologiji, gdje pored što namirnica predstavlja užitak, ona prvenstveno treba zadovoljavati fiziološke potrebe, kao što je profilaksa bolesnika (bazalni metabolizam), stimulacija sportaša (radni metabolizam), perinatalna prehrana, prehrana za adolescente, za klimakteričare, te gerijatrijska prehrana. Naime, svako životno doba zahtjeva poseban omjer nutritijenata, što određuje specifična fiziologija. U tom smislu su probiotici, te adekvatni prebiotici posebno interesantni. Bez esencijalnih vitamina (B-kompleksa)  naše intestinalne mikroflore naš organizam podliježe bolestima, avitaminozama, a teško razgrađuje i amilozide. Dokazano je kako pored vitamina, naša mikroflora obavlja digestiju nutritijenata (prebiotika), te izlučuje i antibiotike (simbiotike, bakteriocine), koji su evolucijski analozi hormonima u eumetazoa. To su strukturno oligopeptidi, a ispravno lučenje egzohormona paknreasa, te uzimanje ad libido prebiotika, ta endosimbiotska mikroflora, kao i njeni antibiotici (hormoni, simbiotici) mogu uvelike pomoči pravilnoj digestiji jetre, kao i homeostazi cijelog organizma. 

Ovim radom se htjelo izolirati neke nove, moguče probiotičke mikrobne vrste. 
Po standardnim kriterijima je poželjno da te vrste imaju određena svojstva, tj. kriterije. Ovim radom su ti kriteriji poštovani u večoj mjeri, te su neki navedeni specimenti već u primjeni kao probiotici u stočarstvu.

Kao opći kriterij se uzimaju svojstva mikroba da probija želučanu pH barijeru, da nije obligatni patogen i da zadovoljava zdravstvene uvjete sigurnosti, a poželjno je i da je izoliran s adekvatnog podrijetla. Tehnološki kriterij je da dotični mikrob može podnjeti sve tehnološke operacije pri proizvodnji finalnog proizvoda, te da je moguče dugotrajno skladištenje proizvoda. Konačno, kao funkcionalni kriterij se postavlja uvijet njegove simbioze u „GastroIntestinalnoj Mikroflori“ (GIM), te njegov benigan odnos prema domadaru, tj. njegovoj fiziologiji digestije i imunosenzibilizacije.

Klasične vrste „Bakterija Mliječne Kiseline“ (BMK) s probiotičkim svojstvima su Lactobacillus: gram pozitivni bacil, fakultativno heterofermentativan i Bifidobacterium: heterofermentativna, sekundarno proteolitička bakterija, koja svojom dominacijom u „GastroIntestinalnom Traktu“ (GIT) ima značajnu simbiotsku funkciju.
Dakle, iz navedenog se vidi da je probiotik funkcionalna namirnica koja svojom endosimbiozom s BMK domačina pospješuje digestiju namirnica, te stimulira imunitet i time prevenira gastrointestinalne septične upalne procese. 
Probiotike je poželjno uzimati kao profilaksu poslije per oralne antibiotske terapije. 
Osim što je ovaj rad imao za cilj izolirati i determinirati moguče probiotičke specimente, htjelo se izolirati onu vrstu koja ima najbolju trofikaciju u mlijeku u koje je dodat ekstrakt pankreina bovi.

2. Materijal i metode rada
Ovim radom se koristilo elementarni materijal, poput:

	pribor:
	sredstva:
	posuđe:
	uređaji:

	skalpel
	aether
	aseptična posuda
	bunsenov plamenik

	klopka
	fiziološka otopina
	tarionik
	sterilizator

	pinceta
	filter papir
	erlermajerovka 50 mL
	centrifuga

	škare
	štakor
	ampula 5mL
	termostat

	lijevak
	goveđa gušterača
	vakum pumpa
	pH-metar

	stakleni štapić
	aceton
	eksikator
	

	pipeta 20 mL
	API-test
	epruvete 100 mL
	

	pila za metal
	Al-folija
	kivete za centrifugu
	

	bihnerov ljevak
	LAP
	čaša 600 mL
	

	eza s ušicom
	PCA
	bočice s LAPom
	

	eza igla
	XLD
	petrijeve zdjelice
	

	pipete 1 mL
	MAC
	
	

	pimpeta
	krvni agar
	
	

	automatska pipeta 0.2 mL
	mlijeko
	
	

	
	BBL-crystal test
	
	


Tako se ovaj rad može razdijeliti na tri bitne etape, i to:



A – disekcija kolona musculae



B – ekstrakcija pankreatina bovi



C – izolacija potencijalnog probionta



D – determinacija pozitivnog specimenta

A – disekcija kolona musculae
S suburbanog biotopa je izdvojen mlađi primjerak štakora. U veterinarskoj ambulanti je narkotiziran aetherom, te je obavljena disekcija kolona na način da je odrezano oko 1-2 cm ileuma na koje se nastavlja 20-tak centimetara tankog crijeva. Tako disecirani kolon se stavio u aseptičnu posudu na temperaturu od 4-8 °C. Poslije 5-7 dana su u fiziološkoj otopini isprana crijeva i istisnuta hrana iz njih; pretežno sjemenčice. Takav pripravak se potom filtrirao, kako bih se odstranila mehanička onečišćenja, tj. hrana. Dobiveni ispirak se čuvao na temperaturi od 4 do 8 °C. 
B – ekstrakcija pankreatina bovi

Ekstrakcija pankreatina je obavljana na način da su smrznuti komadiči gušterače isječeni pilom, i to s egzokrinog lobusa gušterače. Tri volumena mesa je samljeveno s 300 mL acetona, tj. 50-100 mL (g), te ukupno 350-450 mL acetona. Navedeno blendanje se obavilo 3 puta s novim mesom i acetonom. To se centrifugirao 15 min na brzini od 4000 okretaja. Potom se aceton dekantira, a talog sjedini i miješa s otapalom 1:1 = aceton : dietil eter, tj. u ovom slučaju 50 : 50. To se potom centrifugiralo 10 minuta na 3500 okretaja. Poslje se dekantira otapalo od istaloženog pankreatina, a pankreatin se razrijedi s dietil eterom, tj. 100 mL dietil etera. Ponovno se tako centrifugira 10 min / 3500 okr. Dobiveni sediment se posuši u bihnerovom lijevku, gdje se cijela vlaga isuši. Dobiveni retinat se nastavlja sušiti u eksikatoru još dva dana. 

Na ovako opisani način je dobiven čvrsti pankreatinski puder, prah.
C – izolacija potencijalnog probionta
U 500 mL UHT-steriliziranog mlijeka (3.8%m.m.;pH 6.55) je dodato 2 mL alikvotne otopine GIM. U to je dodato 5 mL goveđeg pankreatina. Sve je termalizirano 24 sata na 
34 °C. Poslije 24 sata pH je bio 5.74, te su tada napravljene dilucije s LAPom „Laktoza Peptonski Agar,“ bujon inokulirane na „Play Count Agaru“ PCA s razrjeđenjima: x10-6, x10-7, x10-8. 
Poslije inkubacije od 24 sata je prebrojen „Ukupan Broj Bakterija“ (UBB), te su pikiranjem i razmazivanjem inokulirane kolonije na podloge XLD „Ksiluloza Laktoza Dekstroza“ agar, te MAC „Mac Cokney Agar“ i krvni agar. Na navedenim podlogama su se jasno diferencirale: laktoza-pozitivne, gram-negativne i hemolitički-negativne potencijalne probiotičke vrste. S tih podloga se dalje presijavalo na krvni agar. Poslje se s krvnog agara obavljala biokemijska identifikacija, tzv. API-test i BBL-crystal test. 
Ostatak, s mlijekom i još 5 mL pankreatina se nastavio termalizirati sljedečih 12h, tj. ukupno 48h na 37 °C, te se radila dilucija LAP-om na PCA, i to: x10-7, x10-8, x10-9, te je dobiven UBB, a potom je napravljen isti slijed na: XLD, MAC, krvni agar i s njega na API-test i BBL-kristal test, tj. na biokemijsku identifikaciju.

Okvirna shema rada se vidi na slijedećem prikazu:

[image: image1.emf]
Slika 1.  Okvirna shema rada: Fig.2 razrijeđenja LAPom; Fig.3 razmaz na MAC agaru; 

Fig.4 prebroj kolonija na PCA agaru; Fig.5 kontrolni panel BBL-testa; Fig.6 reakcija supstrata API-testa

Figure 1. Lookup scheme of labour: Fig.2 dilution of LAP; Fig.3 smear on MAC agar; Fig.4 coumter of colony on PCA agar; Fig.5 control panel of BBL-test; Fig.6 API-test supstrats reaction
D- determinacija pozitivnog specimenta
Determinacija specimenta je rađena, već navedenim, biokemijskim testom: API-test i BBL-test. API-test se radi na način da se pikiranjem željena kolonija s krvnog agara otopi u ampuli od 5 mL, te se po 0.2 mL kapljice pipetom  kapne u svaku jaružicu, gdje se nalazi supstrat, koji mijenja obojenje. Ukoliko bakterija ima određene reaktivne enzime, koji djeluju na dotični supstrat, mijenja se njegovo obojenje u određenu boju, te se diferencira pozitivna od negativne reakcije, gdje svaka ima svoju vrijednost šifre, te na kraju zbroj daje dotični mikrobni organizam koji je prisutan.
Za BBL-kristal identifikaciju je sistem veoma sličan, tj. diferencira se djelovanje bakterijskih enzima na supstrat, što daje pozitivnu ili negativnu reakciju, te se preko šifre i zbroja bodova određuje dotični speciment. Razlikujemo dva tipa BBL-kristal testa, i to: 

· za GP (gram pozitivne)

· za E/NF (enterokokne / nefekalne)

Evo tablica koje kazuju na koji supstrat dotična bakterija fermentativno reagira, što u konačnici kazuje o kojoj je bakteriji riječ:
	API biokemijski test

	kratica
	supstrat
	enzim

	ONPG
	2-nitrofenil-βD-galaktopiranozid
	β-galaktozidaza

	ADH
	L-arginin
	arginin dihidrolaza

	LDC
	L-lizin
	lizin dekarboksilaza

	ODC
	L-ornitin
	ornitin dekarboksilaza

	CIT
	trinatrijcitrat
	citrat iskorištavanje

	H2S
	natrijev-tiosulfat
	produkcija H2S 

	URE
	urea
	ureaza

	TDA
	L-triptofan
	triptofan deaminaza

	IND
	L-triptofan
	produkcija indola

	VP
	natrijev-piruvat
	produkcija acetona

	GEL
	gelatin bovi
	gelatinaza

	GLU
	D-glukoza
	fermentacija / oksidacija glukoze

	MAN
	D-manitol
	fermentacija / oksidacija manitola

	INO
	inozitol
	fermentacija / oksidacija inozitola

	SOR
	D-sorbitol
	fermentacija / oksidacija sorbitola

	RHA
	L-ramnoza
	fermentacija / oksidacija ramnoze

	SAC
	D-sukroza
	fermentacija / oksidacija cukroze

	MEL
	D-melibioza
	fermentacija / oksidacija melibioze

	AMY
	amigdalin
	fermentacija / oksidacija amigdalina

	ARA
	L-arabinoza
	fermentacija / oksidacija arabinoze

	OX
	testovi na oksidaze
	citokrom oksidaza

	GLU tube
	magnezijev nitrat
	produkcija nitrita ili plinovitog dušika

	MOB
	API M podloga ili mikroskopija
	pomiranje

	MoC
	MacCokney podloga
	trofikacija

	OF-F
	glukoza API OF podloga
	fermentacija u mineralnim uljima

	OF-O
	glukoza API OF podloga
	oksidacija izložena na zraku


Tablica 1. Popis kratica biokemijskih supstrata API-testa
Table 1. List acronym of biochemical supstrats of API-test
	BBL biokemijski test

	kratica
	supstrat

	FGC
	4MU-β-D-glukozid

	FVA
	L-valin

	FPH
	L-fenilalanin

	FGS
	4MU-α-D-glukozid

	FPY
	L-piroglutaminska kiselina

	FTR
	L-triptofan

	FAR
	L-arginin

	FGA
	4MU-N-acetil-β-D-glukozaminid

	FHO
	4MU-fosfat

	FGN
	4MU-β-D-glukoureat

	FIS
	L-izoleucin

	TRE
	treloza

	LAC
	laktoza

	MAB
	metil-α & β-glukozid

	SUC
	saharoza

	MNT
	manitol

	MTT
	maltotrioza

	ARA
	arabinoza

	GLR
	glicerol

	FRU
	fruktoza

	BGL
	p-nitrofenil-β-D-glukozid

	PCE
	p-nitrofenil-β-D-celobiozid

	PLN
	prolin & leucin-p-nitroanilid

	PHO
	p-nitrofenilfosfat

	PAM
	p-nitrofenil-α-D-maltozid

	PGO
	o-nitrofenil-β-D-galaktozod & p-nitrofenil-α-D-galaktozid

	URE
	urea

	ESC
	eskulin

	NPG
	p-nitro-fenil-β-galaktozid

	PRO
	prolinnitroanilid

	BPH
	p-nitrofenilbisfosfat

	BXY
	p-nitrofenilksilozid

	AAR
	p-nitrofenil-α-arabinoza

	PHC
	p-nitrofenilfosforilkolin

	NAG
	p-nitrofenil-N-acetilglukozaminid

	GGL
	γ-L-glutamil-p-nitroanilid

	PHE
	p-nitro-DL-fenilalanin

	GLY
	glicin

	CIT
	citrat

	MLO
	malat

	TTC
	trifeniltetrazolklorid

	ARG
	arginin

	LYS
	lizin

	MNS
	manoza

	MEL
	melibioza

	RHA
	ramnoza

	SOR
	sorbitol

	ADO
	adonitol

	GAL
	galaktoza

	INO
	inozitol

	PHO
	p-nitrofenilfenilfosfat


Tablica 2. Popis kratica biokemijskih supstrata BBL-testa
Table 2. List acronym of biochemical supstrats of BBL-test
4. Rezultati istraživanja
Preliminarnim ispitivanjima se htjela utvrditi koncentracija Ukupnog Broja Bakterija, UBB u ispirku GIT štakora izoliranog s suburbanog biotopa. Ovi rezultati pokazuju enormno visoku koncentraciju gastro intestinalne mikroflore, gdje se manja ambundacija nije postigla ni kod dilucije 1:100 000. Ipak su se specifične kolonije inokulirale na MAC agar, gdje se uočila primarna diferencijacija na laktofermentativne BMK i gram-negativne primjereke vrste.
Evo histograma dobivenog UBB na PCA agaru poslije dilucije LAP-om:
[image: image2.emf]Inkubacija GIM na PCA 24h/34°C
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Histogram 1. Ukupan Broj Bakterija u 1mL alikvotne suspenzije GIM  na PCA agaru poslije inkubacije od 24 sata na 34°C

Histogram 1. Total Number of Bacteries in 1 mL aliquant solid suspension GIM on PCA after 24 hours of incubation on 93.2°F
[image: image3.emf]Inkubacija GIM na PCA 48h/37°C
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Histogram 2. Ukupan Broj Bakterija u 1mL alikvotne suspenzije GIM  na PCA agaru poslije inkubacije od 48 sata na 37°C

Histogram 2. Total Number of Bacteries in 1 mL aliquant solid suspension GIM on PCA after 48  hours of incubation on 98.6°F
Poslije PCA, MAC i XLD agara su elektirane kolonije inokulirane na krvni agar, te s krvnog agara na jaružice biokemijskih testova. Biokemijskim testovima BBL-crystal i API su utvrđeni mikrobni specimenti, koji su dali sljedeće rezultate:




API-test et BBL-test: Hafnia alvei    99.99%




BBL-test: Enterococcus faecium    84.03%




BBL-test: Bacillus megaterium    98.08%
Daljnjom mikroskopskom opservacijom je utvrđeno kako se neradi o B.megaterium, več o vrsti E.faecium, jer biokemijski testovi daju samo najbliže statističke vrijednosti o mogučem specimentu, a morfologija bakterija daje ipak konačan sud. 
Sistematska klasifikacija navedenih vrsta je sljedeća: 

	DEPARTIUM:
	Proteobacteriae
	
	

	CLASIS:
	Gamaproteobacteriae
	
	

	SUBCLASIS:
	Enterobacteriales
	
	

	FAMILIA:
	Enterobacteriaceae
	
	

	GENIUS:
	Hafnia
	
	

	SPECIES:
	Hafnia alvei
	DETERMINARIOUS:
	Møller, 1954.

	
	
	
	

	COLONIAE:
	Bacterium
	
	

	ORDO:
	Firmicutes
	
	

	CLASIS:
	Bacilia
	
	

	SUBORDO:
	Lactobacillales
	
	

	FAMILIA:
	Enterococcaceae
	
	

	GENIUS:
	Enterococcus
	
	

	SPECIES:
	Enterococcus faecium
	DETERMINARIOUS:
	Orla-Jensen, 1919.

	
	
	
	Schleifer et Kilpper-Bälz, 1984.

	ORDO:
	Firmicutes
	
	

	CLASIS:
	Bacilia
	
	

	SUBORDO:
	Bacillales
	
	

	FAMILIA:
	Bacillaceae
	
	

	GENIUS:
	Bacil
	
	

	SPECIES:
	Bacillus megaterium
	
	


Tablica 2. taksonomija izoliranih bakterijskih specimenata
Table 2. taxonomy of insulating bacterial speciments
Ovako izgledaju relevantni obrasci kojima se statističkim šiframa određuje dotični bakterijski speciment:
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Slika 2. Formular API-testa za utvrđivanje gram-negativnih vrsta
Figure 2. printed form of API-test for identification gram-negativ speciments
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Slika 3. Formular BBL-testa za gram-pozitivne vrste 
Figure 3. Printed form of BBL-test for gram-positiv speciments
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Slika 4. Formular BBL-testa za enterokokno nefekalne vrste
Figure 4. Printed form of BBL-test for nonenterococine nonfecall speciments
O fiziologiji izoliranih i detektiranih mikroba


Bakterije roda Hafnia alvei sp. su gram-negativni bacili iz familije enterobakterija. H.alvei je benigan endosimbiont humanog GIT. Rijetka sepsa ovom bakterijom se može dogoditi kod imunosuprimiranih pacijenata. Vrsta je pozitivna na sljedeće antibiotike: III.generacije cefalosporina, florokinolona II.grupe ili Pseudomonas efektivni β-laktamski antibiotik. Otporna je na aminopenciline. Kod sepse imunosuprimiranih pacijenata ju je moguče nači u večoj količini u sputumu, krvi, gnoju, ili urinu, a nalazi se često i u mljevenom mesu inficiranom pri klanju, iz crijeva domaće životinje.
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                                      Slika 5. jasno izdvojene kolonije vrste Hanfia alvei

                                      Figure 5. clearly selected colony of species Hafnia alvei

Enterococcus faecium je fakultativna α-hemolitička ili γ-hemolitička gram-pozitivna bakterija iz roda enterokoka. Ona je fakultativan (oportunogen) patogen, ali i endosimbiont  humanog GIT, a uzročnik je neonatalnog meningitisa. Postoji antibiotik-rezistentan soj E.faecium, koji se klasificira kao „Vankomicin Rezistentan Enterokok,“ ili kraće VRE, pa se za terapiju zato primjenjuje linezolid ili streptogramins, poput quminpristina ili dalfopristina, ali se speciment zato mora jasno diferencirati od E.facalis. Unatoč navedenog, ovaj speciment se koristi kao animalni probiotički aditiv animalnih krmiva.

Bacillus megaterium je štapičasta, gram-pozitivna endosporogena bakterija, a koristi se u agronomiji, tj. hortikulturi kao inokulat u tlu, tj. komponenta je saprofitne mikrobne populacije. B.megaterium je jedna od največih Eubakterija koje nalazimo u tlu, a kolonije su u lancima, spojene polisaharidnim zidovima. Zbog navedenog, B.megaterium može opstati u ekstremnim uvjetima pustinjskog pjeska. Koristi se za produkciju penicilinamidaze, koja pak potiče enzimne procese na steričku izmjenu kortikostereoida, ali i produkciji nekih aminokiselinskih dehidrogenaza.

5. Diskusija

Svakako, poslje svake akutne per oralne aplikacije antibiotika je poželjno regenerirati GIM s probiotičkom kulturom. 
Nakon što su su antibiotici (simbiotici), direktno zabranjeni ad libido u stočarstvu, njihova aplikacija iz intestinalne (probiotičke) mikroflore otvara novo polje razvoja probiotika u svojstvu funkcionalne prehrane, kako u stočarstvu, tako i u humanoj konzumaciji. Naime, uzastopnom elekcijom iz flatusa i njihovom trofikacijom na poželjnom supstratu (selektivno, uz sinergiju EGF pankreatina), te njihovom uzastopnom per oralnom aplikacijom na varietetnim domadarnim specimentima se može dobiti soj imunološki kompatibilan specimentu i poželjne simbiotske (antibiotske) fiziologije. Pri takvim se uvjetima, tj. tako sinergetički dobiveni GIM antibiotici (simbiotici), koji su evolucijski analozi EGF, mogu  kao probiotičke kulture implementirati u profilaksi, kliničkoj terapiji, te u funkcionalnoj ishrani, kao i kod malfunkcije pankreasa. Naravno, nije poželjno genskom manipulacijom praviti rekombinantne vrste, poput Escherichiae colli za dobivanje somatotropina (u krmivu Posilac), zbog mogučih poslijedica tipa priona i sl. Naime, samo jedna pogrešna karboaminokiselina u peptidnom slijedu može izmijeniti cijelu tercijalnu strukturu peptida, te time izmijeniti njegovu biološku aktivnost, što može biti i letalno, poput: skrejpija, Cross-Jakobove bolesti ili Bovine Spongiformne Encefalopatije. Zato, kod navedenog selekcijskog uzgoja nema takvih konsekvenci. Mikrob bih se, naime treba tretirati kao korpus, a ne kao kolekcija gena i enzima, te bih se trebalo hranom (simbioticima) izazvati ekspresiju genoma, kao i željenu fermentaciju. Ponajviše toga, primarno fermentirana hrana, osim svoje poželjne organoleptike, može biti dobar prekursor hranjivih tvari za GIM i njenu tercijalnu digestiju, koja se nastavlja u jetri. Dakle, tako primarno fermentirana hrana; poput fermentiranih mliječnih proizvoda, fermentiranog mesa, povrča ili žitarica, može biti dobro pripremljen prebiotički supstrat, te stimulirati sekreciju pankreatičnih EGF simbiotika, što u konačinici uvijetuje optimalnu fiziološku digestiju hranjiva u jetri i mnogo njenih različitih  raspoloživih nutritijenata za različita tkiva živog organizma. 
Priroda i ovaj put daje neslučene mogučnosti iskorištavanja. Mikrob, naime treba prvo zadovoljiti svoje potrebe, a kada su one zadovoljene „postavlja pitanje“ o svom odnosu spram okoline u kojoj funkcionira. Ovdje se otvara mogučnost uzastopne selekcije i adaptacije na supstrat, kao i na domadara, ili populaciju domadara. Kako se nebih koristila indukcija mutacije, na raspolaganju je dobro prokušana metoda selekcije adaptirane vrste, tj. modifikacija. Speciment se tako može adaptirati na supstrat primarno fermentirane hrane, kao i na digestivni apriori organizma, te na njegovu imunološku kompatibilnost, kojoj se dobija (barem po epitopima) najsličniji mikroorganizam koji trpi represiju nespecifičnog, humoralnog imunološkog odgovor domadara. Smatram da nije slučajnost da se adaptacija specimenta u lag fazi supstarta mlijeka (kao sekreta mamalian) odvija izuzetno sporo. Naime, mnogim mezofilnim mikrobima je potrebno i do pet dana na adekvatnoj temperaturi da se adaptiraju na mlijeko, te da otpočme njihova optimalna fermentacija. Za to vrijeme oni dobro ispitaju taj supstrat domadara i njegove potencijale, prije fermentacije tako kompleksnog i benignog sekreta poput mlijeka. Stoga smatram kako bih se uzastopnim ad libido unosom mikroba na večem uzorku populacije i njihovog flatusa, prethodno adaptiranog na supstrat (mlijeko, meso, voče, sjemenke), mogle modifikacijom izdvojiti vrste koje pokazuju najbolju adaptaciju na imunološki sustav populacije, te na GIT i GIM.. Ovo, naravno treba provoditi u kliničkim i laboratorijskim uvjetima s izabranom grupom populacije uz stroge mjere higijenske barijere.
6. Zaključak

Kao što vidimo, u radu su dobiveni mikroorganizmi, tj. bakterije koje se koriste u agronomiji (hortikulturi), a i u stočnoj ishrani kao probiotici i sastavni su dio crijevne mikroflore.
Pravilnim izborom željenog mikroba za nastanjivanje humanog GIT-a se može uvelike pomoči makroorganizmu u digestiji hrane, na putu dugovječnosti.

Ovim radom su izolirane dvije vrste bakterija, i to: Hafnia alvei i Enterococcus faeciem. H.alvei, kao benigan endosimbiont GIT-a ima potencijal biti probiotička bakterija, te je potrebno provesti daljnja istraživanja u cilju ispitivanja djelovanja glukozinolata (tioglukozida) na njezinu trofikaciju, te efekt na imunosenzibilizaciju i digestiju humanog organizma. Ta daljnja istraživanja su s područja epigenetike i proteomike s ciljem rasvjetljavanja uloge simbiotika, poput EGF (urogastrona), antibiotika, hormona, kao i glukozinolata na H.alvei i GIM. 
Kontinuiranom konzumacijom primarno mikrobno-feretaivno pripremljenom funkcionalnom hranom/supstratom, tj. prebiotikom se može očuvati uredno zdravstveno stanje i produžiti životni vijek čovjeka i humane populacije.

7. Sažetak

Funkcionalna prehrana je najbolji izbor za očuvanje zdravlja, ali i kod terapije ili pak sportskih napora. Jedan od oblika funkcionalne hrane jest i fermentirana funkcionalna hrana, tipa probiotika, ili pak prebiotika. Ona kao prebiotički supstrat GIM-a je jako dobro primarno prerađena s mnoštvom nutritijenata za sekundarnu fermentaciju u GIT-u, te tercijalnu digestiju u jetri. Osim što probiotični specimenti omogučuju raznovrsne nutritijente, oni sudjeluju i u aktivnoj imunosenzibilizaciji nespecifičnog humoralnog imuniteta.
Tako se željeni speciment može dobiti uzastopnom elekcijom i ad libido konzumacijom fermentirane hrane od strane elektiranog makroorganizma, potičući adaptacijsku modifikaciju na organizam i supstrat, te senzibilizirajuči time ekspresiju genoma mikroba. Ovim se postiže adaptacija mikroba na apriorije GIT-a domadara, kao i na njegov represivni nespecifični i humoralni imunitet.

Nije poželjno ovaj genom eksprimirati mutagenim ili rekombinantnim metodama, zbog mnoštva posljedica, poput prionskih patofiziologija i sl. 

Ovim radom se izdvojila gram-negativna, bacilarna enterobakterija Hafnia alvei, koja pripada klasi gamaproteobakterija, te je benigan endosimbiont humanog GIT-a. Kao takva, ona ima potencijal biti probiotički speciment GIM-a. Ovim se potvrdio, navedeni Opći kriterij. Za potvrdu njenog Tehnološkog kriterija, kao i Funkcionalnog kriterija su potrebna daljnja istraživanja, poglavito s područja epigenetike i proteomike.

Pored H.alvei je, kao α- i γ- hemolitičan speciment, izdvojen Enterococcus faecium, koji je fakultativno patogena bakterija humanog GIT-a, te postoji njegov antibiotik-rezistentan soj, koji se skračeno naziva VRE, tj. „Vankomicin Rezistentan Enterokok.“ Unatoč tome, E.faecium se danas koristi kao probiotička komponenta stočnog krmiva.
Ključne rjeći: Hafnia alvei, Enterococcus faecium, probiotik, prebiotik, funkcionalna hrana, endosimbioza, fermentirana hrana, humoralni imunitet, nespecifični imunitet, simbiotici, antibiotici, EGF
8. Summary

Functional nutrition is the best choice for preserving health, but also in therapy, or dietary supplement for sportsmen. One form of functional food is also fermented functional food, probiotics type, or prebiotics type. As a GIM prebiotic substrate it is primarily very well processed with a lot of nutrients for the secondary fermentation in the GIT, and for the tertiary digestion in the liver. Besides the fact that probiotic speciments allow various nutrients, they actively participate in imuno senzibilization of nonspecific humoral immunity.
Thus the desired speciment can be obtained by successive election and ad libido consumation of fermented food by elected microorganism, encouraging adaptive modification on the substrate and the organism and thereby sensitizing the expression of microbial genome. In this way adaptation of microbes to GIT's hosts requirements is achieved, as well as to its repressive and non-specific humoral immunity. 

Because of many consequences like prion pathophysiology, it is not advisable to express this genom using mutagenic or recombinant methods.

This paper distinguishes gram-negative bacillar Hafnia alvei enterobacteria, that belongs to the class of gammaproteobacteria, and is harmless endosimbiont of human GIT. As such, it has the potential to be a probiotic speciment of GIM. This confirms the above General criteria. To confirm its Technological and Functional criteria, further studies are needed, in the field of epigenetics and proteomics in particular.

In addition to H. alvei, Enterococcus faecium was isolated as α- et γ- hemolititic speciment, which is a facultative human GIT pathogenic bacteria. Enterococcus faecium also has an antibiotic-resistant strain, called VRE (vancomycin-resistant Enterococci). Nevertheless, E.faecium is now used as a probiotic component of livestock feed. 

Key words: Hafnia alvei, Enterococcus faecium, probiotic, functional food, endosymbiosis, fermented food, humoral immunity, nonspecific immunity, symbiotics, antibiotics, EGF
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