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UTICAJ PROBIOTIKA NA METABOLIZAM SULFASALAZINA U OBOLJELIH OD
INFLAMATORNE BOLESTI CRUEVA

UVOD: Normalna crijevna mikrofloraje  kompleksna, balansirana zajednica
mikroorganizama koji su normalni stanovnici probavnog trakta, a znacajni su za fiziologiju
ishrane domacina i kontrolu imunog sistema. Enzimska aktivnost crijevnih bakterija je velika, a
obzirom naraznolikost i broj mikroroganizama, razumljiv je snazan uticaj na vrstu i obim
metabolickih procesa, posebno onih vezanih za biotransformaciju ksenobiotika. Brojna
istrazivanja ukazuju da je crijevna flora uklju¢ena u patogenezu autoimunih bolesti, a medu njima
i u inflamatornu bolest crijeva. Molekula sulfasalazina je sacinjena od 5-aminosalicilne kiseline i
sulfapiridina koji su vezani azo vezom, a za ¢ije je cijepanje primarno odgovorna aktivnost
bakterijske azoreduktaze u kolonu. Probiotike definiSemo kao zive mikroorganizme, koji
primjenjeni u adekvatnim koli¢inama ispoljavaju povoljno dejstvo na ljudsko zdravlje, pri cemu
su bakterije roda Lactobacillus i Bifidobacterium najéesc¢e koristeni probiotici. CILJ: U ovom
istrazivanju smo Zeljeli ustanoviti da li peroralna primjene probiotika uti¢e na sastav i enzimsku
aktivnost crijevne mikroflore kod pacijenata oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva, kao i da li
probiotici uti¢u na obim razgradnje sulfasalazina i nastanak njegovih metabolita, sulfapiridina i
mesalazina.ISPITANICI | METODE: Ispitivanje je provedeno kao monocentri¢na,
randomizovana, otvorena, kontrolisana studija faze IV sa paralelnim grupama u trajanju od 8
nedjelja u koju je ukljuc¢eno 29 novooboljelih osoba. Ispitivana populacija je podijeljena u dvije
grupe; grupu Sulfasalazin (sulfasalazin tablete od 500mg Sulfasalazin, Krka)sa 14 ispitanika i
grupu Sulfasalazin i probiotik (sulfasalazin tablete od 500mg Sulfasalazin, Krka i
probiotikNormia. Jadran Galenski Laboratorij) sa 15 ispitanika. Grupa Sulfasalazin je lije¢ena
samo sulfasalazinom tokom 8 nedjelja, a grupaSulfasalazin i probiotik je uz sulfasalazin tokom 8
nedjelja dobijala i probiotik tokom 4 nedjelje. U ovoj grupi terapija sa probiotikom je pocela 2
nedjelje poslije pocetka terapije sulfasalazinom, i trajala je 2 nedelje. Nakon toga je terapija
probiotikom prekinuta tokom slijede¢e 2 nedelje, da bi se potom ponovo ukljucila i trajala do

isteka ispitivanja. Kontrolni pregledi ispitanika su vrSeni svake dvije nedjelje, pri ¢emu su



sakupljani uzorci stolice i 24h urina. Uzorci mukusa zida crijeva su uzeti pri prvom
endoskopskom pregledu te pri kontrolnoj endoskopiji, nakon zavrSetka ispitivanja. Radena je
standardna mikrobioloska kultivacija crijevnih bakterija iz fekalnog sadrzaja i crijevnog mukusa
na plo¢ama sa krvnim agarom, u aerobnim i anaerobnim uslovima. Broj bakterijskih kolonija je
izrazen kao log 10. Enzimska aktivnost crijevnih bakterija u fekalnom sadrzaju(azoreduktaza,
nitroreduktaza, beta-glukozidaza, beta-glukuronidaza) je odredivana spektrofotometrijski.
Mjerenje vrijednosti sulfasalazina i njegovih metabolita, SP i 5-ASA, nastalih in vitrou fekalnoj
suspenziji i iz uzorka 24-¢asovnog urina, je vrSeno pomocu uredaja za te¢nu hromatografiju sa
masenim detektorom (LC-MS). Identifikacija probiotskih bakterija u fekalnom sadrzaju
pacijenata se vrSila PCR metodom i elektroforezom na ¢ipovima. REZULTATI: Enzimska
aktivnost fekalne flore: Aktivnost azoreduktazepri aerobnim uslovima kultivisanja je statisticki
znacajno opadala u obe eksperimentalne grupe. Pri anaerobnim uslovima kultivisanja statisticki
znacajan pad aktivnosti azoreduktaze je postojao samo u grupi Sulfasalazin i probiotik. Aktivnost
nitroreduktaze je statisticki znacajno rasla, u odnosu na vrijednosti prije pocetka lijecenja, u obe
ispitivane grupe i pri oba kultivacijska uslova. U grupi lijeCenoj kombinacijom sulfasalazina i
probiotika je doSlo do uocljiv pad aktivnosti nitroreduktaze nakon 2-sedmi¢ne primjene
probiotika. Aktivnost beta-glukozidaze i beta-glukuronidaze je padala u odnosu na vrijednosti
prije pocetka lijeCenja, u obe ispitivane grupe 1 pri oba kultivacijska uslova, pri ¢emu je kod
pacijenata koji su dobijali i probiotike pad beta-glukuronidaze bio i statisticki znacajan. Aktivnost
oba ova enzima je bila veéa u grupi Sulfasalazin vs.Sulfasalazin i probiotik. Broj bakterija u
fekalnom sadrzaju: Primjena sulfasalazina nije dovela do statisticki znacajne promjene broja
fekalnih bakterija ni pri aerobnim niti anaerobnim uslovima kultivisanja, mada je bio prisutan
trend rasta broja bakterija u odnosu na pocetne vrijednosti. Ni primjena kombinacije sulfasalazina
i probiotika nije dovela do statisticki znacajne promjene broja fekalnih bakterija. 1 u ovoj
eksperimentalnoj grupi pri aerobnim uslovima kultivisanja broj bakterija je rastao, ali je pri
anaerobnim uslovima kultivisanja broj bakterija opadao u odnosu na pocetne vrijednosti.
Sulfasalazin i njegovi metaboliti iz/uceni u urinu: Koli¢ina sulfasalazina izlu¢enog u urinu nije
pokazala statisticki znaCajnu promjenu niti u jednoj ispitivanoj grupi, niti izmedu grupa. Ni
koli¢ina metabolita sulfapiridina se nije statisticki znacajno mijenjala niti u jednoj od grupa, iako
je u grupi Sulfasalazin i probiotik prisutan blag pad na kontrolama provedenim poslije 2-

sedmi¢nog davanja probiotika. Koli¢ine metabolita mesalazina takode nisu pokazale statisticki



znacajne promjene niti u jednoj grupi ispitanika, ali su mu vrijednostiu Sulfasalazin grupi rasle u
odnosu na pocetne vrijednosti, dok su mu kod ispitanika tretiranih sulfasalazinom i probioticima
vrijednosti opadale. Sulfasalazin i njegovi metaboliti u fekalnom sadrzaju-in vitro metabolizam:
Koli¢ina sulfasalazina izmjerenog u uzorku fecesa u obe eksperimentalne grupe je pokazala trend
opadanja. Koli¢ina metabolita sulfapiridina kod ispitanika u grupi Sulfasalazin je rasla, dok u
grupi lijeCenoj sulfasalazinom i probiotikom nije doSlo do statisticki znacajnih promjena.
Koli¢ina metabolita mesalazina, kod pacijenata lijecenih samo sulfasalazinom se nije znacajno
mijenjala, a u grupi lijeCenoj sulfasalazinom 1 probiotikom je opala u odnosu na pocetne
vrijednosti. Identifikacija probiotskih bakterija u fekalnom sadrzaju pacijenata: Prolazna
kolonizacija sa BifidobacteriumBB12 je potvrdena kod 22% ispitivanih uzoraka. Uocljivo je
povecanje broja pozitivnih uzoraka na kontrolama koje su slijedile poslije 2-sedmi¢ne primjene
probiotika. Lactobacillus rhamnosus LGG nije pokazala prolaznu kolonizaciju probavnog trakta.
ZAKLJUCAK: Nasi rezultati su pokazali da primjena probiotika uti¢e na smanjenje enzimske
aktivnosti fekalnih bakterija kod oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva. Iako u grupi lijeenoj
probioticima nismo uocili statisticki znac¢ajne promjene u koli¢inama sulfasalazina i njegovih
metabolita u urinu, efekti uoceni u ovoj grupi ukazuju na moguce pozitivno dejstvo kod oboljelih
od IBD.
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THE INFLUENCE OF PROBIOTICS ON SULFASALAZINE METABOLISM IN
PATIENTS WITH INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

INTRODUCTION: The normal intestinal microflora is a complex, balanced community of
microorganisms that are normal inhabitants of the gastrointestinal tract and are important for the
physiology of nutrition and control of the host immune system. The enzymatic activity of
intestinal bacteria is huge and considering the variety and number of microbial factors,
comprehensible to a strong influence on the type and extent of metabolic processes, particularly
those related to the biotransformation of xenobiotics. Numerous studies suggest that intestinal
flora is included in pathogenesis of autoimmune diseases, including bowel inflammatory disease.
Sulfasalazine is composed of the mesalazine and sulfapyridine linked by azo bond, and whose
cleavage is primarily responsible bacterial azoreductase in the colon. Probiotics are defined as
live microorganisms which, when used in adequate amounts exert beneficial effects on human
health. The bacteria of the genus Lactobacillus and Bifidobacterium are most commonly used
probiotics. OBJECTIVE: In this study, we wanted to explore whether oral administration of
probiotics affects the composition and enzymatic activity of gut microflora in patients suffering
from inflammatory bowel disease, and whether probiotics influence the extent of degradation of
sulfasalazine and amount of its metabolites, sulfapiridine and mesalazine. SUBJECTS AND
METHODS: The study was conducted as a mono-centric, randomized, open, controlled study
phase 1V with parallel groups for a period of 8 weeks which included 29 new cases of people.
The study population was divided into two groups; sulfasalazine group (sulfasalazine tablets of
500 mg sulfasalazine, Krka) with 14 patients and a group of sulfasalazine and probiotic
(sulfasalazine tablets of 500 mg sulfasalazine, Krka and probiotic Normia, Jadran Galenic
Laboratory) with 15 patients. Participants in Sulfasalazine group were treated only with
sulfasalazine for 8 weeks, while participants in Sulfasalazine and probiotic group were treated
with sulfasalazine for 8 weeks and received probiotics during 4 weeks. In this group, therapy with
probiotics is started 2 weeks after initiation with sulfasalazine therapy, and lasted two weeks.
After that, probiotic therapy is interrupted during the following 2 weeks, then re-included and

lasted until the end of the study. The controls are performed every two weeks, wherein the



samples of stool and 24 h urine were collected. Samples of mucus wall of the intestine were taken
in the first endoscopic examination and in control endoscopy, after completion of the study.
Standard microbiological cultivation of intestinal bacteria from fecal content and intestinal mucus
on blood agar plates in aerobic and anaerobic conditions was performed. The number of bacterial
colonies was expressed as a log 10. The enzymatic activity of intestinal bacteria in the fecal
contents (azoreductase, nitroreductase enzyme, beta-glucosidase, betaglucuronidase) was
determined spectrophotometrically. Measuring the value of sulfasalazine and its metabolites, SP
and mesalazine, in vitro generated in faecal samples and in samples of 24-hour collected urine
was performed by means of liquid chromatography with mass spectroscopy (LC-MS).
Identification of probiotic bacteria in the fecal content of the patients was carried out by PCR
method and microchips electrophoresis. RESULTS: The enzymatic activity of fecal flora:
Azoreductase activity under aerobic culture conditions was significantly decreased in both
experimental groups. Statistically significant decline in activity of azoreductase in anaerobic
conditions existed only in the group of sulfasalazine and probiotic. Nitroreductase activity was
significantly increased, compared to the values before the treatment, in both groups and in both of
the cultivation conditions. In the group treated by a combination of sulfasalazine and probiotics
there has been a noticeable decline in activity of nitroreductase after the application of probiotics
during two weeks time. Activity of beta-glucosidase and beta-glucuronidase is decreasing in
relation to the value before treatment, in both groups and in both of the cultivation conditions, in
which the patients who received the probiotics had a statistically significant decrease of beta-
glucuronidase activity. The activity of both enzymes was higher in the Sulfasalazine group
vs.Sulfasalazin and probiotic group. The number of bacteria in fecal content: Application of
sulfasalazine did not significantly change the number of fecal bacteria neither in aerobic nor
anaerobic culture conditions, although there was a trend in increasing the number of bacteria in
comparasion to pretreatment values. Applying a combination of sulfasalazine and probiotics did
not significantly change the number of fecal bacteria. In this experimental group under aerobic
condition the number of bacteria was decereasing, but in anaerobic conditions the number of
bacteria was decreasing in baseline. Sulfasalazine and its metabolites are excreted in the urine:
The amount of sulfasalazine excreted in the urine did not showed statistically significant change
in any of the study group, or between groups. The amount of the metabolite sulfapyridine was not

significantly changed in any of the groups, although the Sulfasalazine and probiotic grouphad a



slight decrease in the controls carried out after 2-weeks of treating with probiotics. The amount of
the metabolite mesalazine did not showed statistically significant change in any of the study
group, or between groups, but value in the Sulfasalazine group increased compared to baseline
values, whereas the patients treated with sulfasalazine and probiotics showed decrease in the
amount of mesalazinecompared to baseline values.Sulfasalazine and its metabolites in fecal
content-in vitro metabolism: The amount of sulfasalazine measured in fecal samples in both
experimental groups showed a declining trend. The amount of the metabolite sulfapyridine in the
Sulfasalazine group had increased, while in the Sulfasalazine and probiotic group there were no
statistically significant changes. The amount of the metabolite mesalazine, in patients treated with
sulfasalazine was not significantly changed, but in the Sulfasalazine and probiotic group
decreased compared to baseline values. Identification of probiotic bacteria in the fecal content:
Transient colonization with Bifidobacterium BB12 was confirmed in 22% of samples. There is a
noticeable increase in the number of positive samples in the controls that followed after the two-
week period of probiotics application. Lactobacillus rhamnosus LGG did not show transient
colonisation of the digestive tract. CONCLUSIONS: Our results shows that administration of
probiotic decrease the enzymatic activity of faecal bacteria in the patients with inflammatory
bowel disease. Although in the group treated with probiotics we have notobserve significant
changes in the amounts of sulfasalazine and its metabolites in urine, the effects observed in this
group indicate possible positive effect in patients with IBD.
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1. UvOD

Probavni trakt covjeka je kolonizovan velikim brojem razli¢itih mikrorganizama, koji ¢ine
takozvanu normalnu crijevnu mikrofloru. DefiniSemo je kao kompleksnu, balansiranu zajednicu
mikroorganizama koji su normalni stanovnici probavnog trakta, a znaCajni su za fiziologiju
ishrane domacina i kontrolu imunog sistema. Danas se smatra da broj bakterijakoje naseljavaju
Covjeka za deset puta prevazilazi ukupan broj svih somatskih i germinativnih ¢éelija domacina [1].
Ljudska crijeva sadrze preko 500 bakterijskih vrsta i oko 10— 10™bakterija, $to analizu
varijacija sastava 1 broja bakterija ¢ini izuzetno teskom.

Enzimska aktivnost crijevnih bakterija je velika, te se crijevna flora, poslije jetre, smatra
najveéim metabolickim organom. Velika raznolikost i ogroman broj crijevnih bakterija snazno
uticu na vrstu i obim metaboli¢kih procesa, posebno onih vezanih za biotransformaciju
ksenobiotika[2], sintezu i aktivaciju karcinogena [3]te je zato od velike vaznosti za zdravlje
domacina.

Brojna istrazivanja ukazuju da je crijevna flora uklju¢ena u patogenezu autoimunih
bolesti, a medu njima i u inflamatornu bolest crijeva (inflammatory bowel disease-1BD).
Sulfasalazin (SSZ) je lijek koji se koristi u lije€enju IBD 1 reumatoidnog artritisa (RA). Molekula
SSZ sadrzi 5-aminosalicilnu kiselinu (5-ASA) i sulfapiridin (SP) vezane azo vezom, koja se
primarno cijepa djelovanjem bakterijske azoreduktaze u kolonu. Najveéi dio oralno unesenog
SSZ ostaje nepromijenjen do dolaska u kolon. Smatra se da je SP aktivni princip djelotvoran u
RA zbog svog antibakterijskog i imunomodulatornog dejstva, dok je 5-ASA aktivni princip u
IBD.

U istrazivanju na zivotinjama je dokazano da primjena probiotika povecava metabolizam
SSZ posredovan enzimima crijevne flore[4]. Obzirom da se ovi rezultati ne mogu direktno
prenijeti na ljude, postoji potreba za sprovodenjem dobro kontrolisanih klini¢kih ispitivanja na
ljudima.

Probiotici se danas definisu kao zivi mikroorganizmi, koji primjenjeni u adekvatnim
koli¢inama ispoljavaju povoljno dejstvo na ljudsko zdravlje[5]. Bakterije roda Lactobacillus i
Bifidobacterium su najcesce koristeni probiotici kod ljudi. Ispitivanje djelotvornosti probiotika u
lijeCenju infekcija, inflamatornih i alergijskih bolesti je predmetmnogih istrazivanja. | pored toga,

tatan mehanizam djelovanja probiotika nije u potpunosti razjaSnjen, te jo§ ima dosta



kontroverznih misljenja u literaturi. Moguci mehanizmi djelovanja ukljucuju inhibicijuadhezije i

rasta

potencijalnih patogena, poboljsanje barijerne funkcije crijevne mukoze i rezistencija na

kolonizaciju, te poboljSanje lokalnog mukoznog i sistemskog imunog odgovora[6].

IBD je hronic¢na, relapsna inflamatorna bolest probavnog sistema, autoimune prirode, koja
se manifestuje u vidu ulceroznog kolitisa (UC) i Kronove bolesti (CD). Nova istrazivanja
imunoloske, mikrobioloske i1 geneticke osnove obe forme IBD podupiru trenutno vaze¢i model
bolesti koji kaze da IBD predstavlja oboljenje koje nastaje zbog poremecenog odgovora crijevno-
mukoznog imunog sistema na antigene crijevnih komenzala kod genetski osjetljivih osoba [7].
Zbog povezanosti crijevne mikroflore i IBD, provode se brojne studije sa probioticima. Oni se
pokuSavaju uvesti kao novi lijekovi koji bi trebali zamijeniti ili barem pojacati djelovanje

standardnih lijekova koji se koriste u terapiji IBD.

Glavi cilj istrazivanja prikazanog u ovoj disertaciji je bio da istrazimo da li peroralna
primjene probiotika utiCe na sastav i enzimsku aktivnost crijevne mikroflore kod pacijenata
oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva, kao i njihov uticaj na obim razgradnje sulfasalazina u

crijevima i nastanak njegovih metabolita.

1.1.Crijevna mikroflora

1.1.1. Uloga crijevne mikroflore u zdravlju i bolesti

Crijevna mikroflora predstavlja sloZeni ekosistem, trajno ili prolazno naseljenih, razlicitih
mikrorganizama. Cini je oko 103~ 10' mikororganizama, $to za 10 puta prevazilazi broj éelija u
ljudskom tijelu. Kolektivni genom crijevne mikroflore, nazvan mikrobiom, sadrzi 100 do 150
puta vise gena od kompletnog ljudskog genoma[8]. Procjenjivalo se, kultivacijskim tehnikama,
da normalnu crijevnu mikrofloru ¢ini oko 500 bakterijskih vrsta, pri ¢emu je 30-40 dominantno.
Danas, uz pomo¢ modernih molekularnih metoda,moZemo uspje$no identifikovati i klasifikovati
mnogo veci broj mikroroganizama nego ranije kada su koristene iskljucivo kultivacijske metode,
jer je ustanovljeno da je jako veliki broj bakterija nekultivibilan. Broj bakterijskih vrsta,
identifikovanih kultivacijsko nezavisnim rRNK sekvencionalnim analizama, se kre¢e od 15000

do 36000. Najces¢e identifikovane bakterije su pripadale filumuFirmicutes(rod



Lactobacillus,Clostridium,Enterococcus), Bacteroidetes (rod Bacteroides), Proteobacteria (vrste
kao Escherichia coli) i Actinobacteria (kao Bifidobacteria)[9,45].

Cijeli probavni trakt je naseljen mikroroganizmima pri ¢emu je populacija
mikroorganizama najveca u njegovom distalnom dijelu.Takav raspored je rezultat odsustva
antimikrobnih mehanizama domacina,kao $to su probavni enzimi i zu¢ne soli u donjim partijama
probavnog trakta, te crijevne peristaltike.Broj mikroorganizama u zelucu i proksimalnom dijelu
tankog crijeva je manji od 10°% uglavnom ih &ine aerobne, gram pozitivne vrste. Distalno od
ileocekalne valvule, broj mikroroganizama znacajno rastei dominiraju fakultativni i striktni
anaerobi, a u debelom crijevubroj bakterija dostize 10— 10*2[4]5to ¢ini oko 70% svih bakterija u
ljudskom tijelu [10].

Istrazivanja su pokazala razliCitost broja aerobnih i anaerobnih mikroroganizama i u
popre¢nom presjeku crijeva. Uoceno je da je odnos anaeroba i aeroba nizi na mukoznoj povrsini
nego u lumenu crijeva[11].Smatra se da je takav odnos posljedica povecanog prisustva kiseonika
u mukusnom sloju koji potic¢e od oslobodenog kiseonika dopremljenog krvlju [12].

Jednom naseljeni mikrorganizmi, formiraju svoju zajednicu, koja u normalnim uslovima
ostaje relativno stabilna tokom cijelog zivota individue. Svaki novouneseni mikroorganizam
teSko moze istisnuti ve¢ postojece, naseljene bakterije[13].Crijevna flora je jedinstvena za svaku
osobu i smatra se ekvivalentom otiska prsta[14] a Cine je rezidentne (simbionti) i prolazne
bakterije. Simbionti uspjesno kolonizuju crijeva i umnoZzavaju se kontinuirano, za razliku od
prolaznih bakterija kojima to uspijeva samo tokom kratkog vremena.

Simbiontske bakterije su se, radi osiguranja opstanka u probavnom traktu, prilagodile
antimikrobnim mehanizmima domacina. Sve veci broj podataka govori u prilog ¢injenici da
simbiontski mikroorganizmi podsti¢u antimikrobne siSteme domacina ¢ime reguliu sopstveni
rast i brojnost.

Na taj nacin ove bakterije Stite domacina, jer bi njihovo nekontrolisano umnoZzavanje, bez
obzira $to ne posjeduju faktore virulencije, moglo dovesti do prodiranja bakterija u intestinalno
tkivoi do nekontrolisane imunoloske reakcije intestinalnog tkiva, sistemske bakterijemije i sepse.
Uspostavljanje negativne povratnesprege, u kojoj simbiontske bakterije kontrolisu sopstveni broj
povecavajuci efikasnost crijevno-mukozne barijere, domacinu pruza dodatne prednosti, u smislu

otpornosti naeventualno unoSenje patogena ili toksina. Nasuprot nepatogenim simbiontima,



patogenimikroorganizmi posjeduju faktore virulencije kojima mogu prevaziéi zasStitne sisteme
crijevnog tkiva domacina, te narusiti integritet i homeostazu GI barijere [15].

Varijacije u sastavu crijevne flore zavise od ishrane, dobi, imunog odgovora mukoze,
postojanja organskih bolesti domacina, unosa antimikrobnih supstanci [16].U studiji na
ispitanicima odredenog stepena srodnosti,istrazivaéi su dokazali da je uticaj genotipa domacina
na sastav crijevne flore znacajniji u odnosu na faktore okoline[17].

Kolonizacija mikrorganizmima pocinje odmah po porodaju, a smatra se da su upravo ti
mikrorganizmi odgovorni za razvoj imunog sistema [18]. Brojne studije sugerisu znacaj tipa
kolonizuju¢ih bakterije na razvoj crijevnog imunog sistema[31].Vrsta kolonizovanih
mikrorganizama zavisi od nacina porodaja, maj¢ine mikroflore, ishrane djeteta, higijenskih
navika [19].

Rani kolonizatori probavnog trakta su fakultativni anaerobi kao enterobakterijei
laktobacilusi.lzgleda da upravo ove bakterije mogu modulisati ekspresiju gena u domacina,
kreirajuéi tako prikladnu okolinu za sebe, kao i sprijeciti rast drugih bakterija koje se kasnije
pokusavaju naseliti [20]. U zavisnosti da li je dojence hranjeno maj¢inim mlijekom ili mlije¢nom
formulom, razlikuje se vrste bakterija koje vr$e dalju kolonizaciju. Kod dojene djece dominiraju
bifidobakterija, dok djeca hranjena mlije¢cnom formulom imaju mnogo komplesniji sastav
enterobakterija, bakteroidea i streptokoka[21].

Smatra se da je kod odraslih prisustvo normalne mikroflore znacajno i sa
aspektaodrzavanja fizickog integriteta, S obzirom da su ispitivanja na animalnim modelima
pokazala da odsustvo mikroflore ¢ini eksperimentalne Zivotinje podloznijim hemijskom oStecenju
intestinalne barijere 1 crijevnim infekcijama[22]. Intestinalni mikroorganizmi imaju veliku
metaboli¢ku aktivnost koja je i adaptabilna i obnovljiva. Proizvodnjom kratkih lanaca masnih
kiselina,simbionti pozitivno uticu na celijsku diferencijacijui proliferaciju epitela crijeva, te
posreduju pri drugim metabolickim efektima. Zahvaljuju¢i toj kompleksnoj metabolickoj
aktivnosti, obezbjeduje se dostupna enegija i materije za domacina, alii energija i nutrienti za rast
i proliferaciju bakterija.

Uticaj crijevnih bakterija na fiziologiju crijeva je dokazan u brojnim komparativnim
studijama na germ free zivotinjama i zivotinjama kolonizovanim odredenim bakterijama. Germ-

freezivotinje su pokazale mnogo vecu osjetljivost na infekciju, imale su smanjenu



vaskularizaciju, smanjenu enzimsku aktivnost probavnog trakta, smanjenu debljinu misi¢nog
zida, pad produkcije citokina i nivoa serumskih imunoglobulina, manje Pejerove ploce i
manjeintraepitelnih limfocita[23]. Pokazalo se da kolonizacija germ freezivotinja samo sa jednom
vrstom npr. Bacteroides thetaiotaomicron, pogoduje ekspresiji razli¢itih genadomacina koji uti¢u
na unos hranjivih supstanci, metabolizam, angiogenezu, barijernu ulogu sluznice i razvoj
crijevnog nervnog sistema [20].

U istrazivanjima je otkriveno da imunomodulatorne molekule simbiontskih bakterija uticu
na normalan razvoj i funkciju mukoznog imunog sistema [24-25]. Komenzali snazno utic¢u i na
razvoj humoralnih komponenti crijevno mukoznog imuniteta[26], a omogucavaju i fino
podesavanje T Celija tipa 1 ili tip 2 citokinskih profila [23]. Na osnovu dosadasnjih istraZzivanja,
mozemo reci da sastav kolonizujude flore utice na individualne varijacije u imunitetu domacina.

Sojevi bakterija za koje je dokazano da imaju korisne osobine po domacina uglavnom
pripadaju rodu laktobacilusa i bifidobakterija, a upravo ta dva roda se najcesce i koriste kao
probiotici. Neki sojevi imaju dodatne korisne aspekte kao $to je stimulacija imunog odgovora i

kompetitivno iskljucivanje patogena[27].

1.1.2. Zajednica mukoznih mikrorganizama

Sloj epitelnih ¢elija koja oblazu crijeva je prekriven slojem mukusa koji sprecava vecinu
mikroorganizama da dosegnu epitelnu povrsinu crijeva. Komenzale nalazimo samo u luminalnom
sloju mukusa koji je bitno rjedi, §to 1 omogucéava prolazak i naseljavanje nekih luminalnih
mikrorganizama, dok je unutasnji, gusti sloj mukusa bez mikrorganizama. Mucinski glikani sluze
bakterijama kao izvor energije ali 1 kao mjesto vezivanja odredenih bakterija, Sto govori u prilog
hipotezi da svaki domacin bira svoju vlastitu komenzalnu mikrofloru [28]. Jedna od hipoteza
[29]je da vanjski sloj mukusa, koji sadrzi razrijedene odbrambene supstance domacina, moze
sluziti kao okolina u kojoj su mikroorganizmi zasti¢eni od poremecaja koji se deSava u lumenu
crijeva, i odakle mogu naciniti rekolonizaciju lumena crijeva. Zahvaljuju¢i mukusu,formira se
sloj koji omogucavarigoroznu selekciju mikroorganizama Kkoji stupaju u kontakt sa tkivom
domacina- odnosno tako nastaje populacija mikroorganizama blisko povezanih sa epitelom
(mucosa-associated microbial community-MAMC).Broj bakterija koje spadaju u zajednicu

mukoznih mikrorganizama je za deset puta manji od broja luminalnih mikroorganizama.



Pretpostavlja se da je jedan od razloga za strogu selekciju MAMC
mikroorganizamanjihova bliska interakcija sa epitelnim i imunim sistemom koja ostvaruje
neposredanuticaj nafiziologiju probavnog trakta domacina, a smatra sei drugih organa van
probavnog sistema [22].Laktobacili i predstavnici roda Bacteroideszauzimajunajznacajnije
mjesto medu MAMC[32], a u laktobacilusnoj mikroflorikolona ¢ovjeka, i u MAMC grupi i medu
luminalnim mikrorganizmima, dominiravrsta Lactobacillus reuteri[33].

Istrazivanje ove zajednice mikrorganizama je veoma zahtjevno kod zdravih ljudi.
Biopticki uzorci 1 uzorci koji se dobiju pri operativnim zahvatima, obi¢no poti¢u od bolesnih
osoba ili osoba koji su lijeCeni antibioticima ili pak od onih osoba kod kojih je kolon ¢is¢en zbog
endoskopskog ili kolonoskopskog pregleda [34] sto za posljedicu vjerovatno ima nerealnu sliku
sastava MAMC.

1.2. Crijevno mukozna barijera

Crijevno-mukozna barijera probavnog trakta obezbjeduje domacinu fizicku, hemijsku i
imunolosku zastitu. Fizicku zaStitu od prodora luminalnih mikrorganizama obezbjeduje sloj
epitelnih celija i sloj mukusakoji ih prekriva, hemijsku barijeru ¢ine antimikrobni proteini (AMP)
koji se sintetiSu od strane epitelnih i Panetovih ¢elija,a imunolosku barijeru probavnog trakta,
prvenstveno Cinesekretorni imunoglobulini (sIgA) koji oblazu 1 neutraliSuluminalne
mikrorganizme.U slucaju da nabrojani sistemi odbrane nisu dovoljnoefikasni, dodatnu
imunolosku barijeru ¢ine subepitelni limfociti i fagociti, ukljuujuéi i dendritine celije i

makrofage [9, 35] smjestene u lamini propriji crijeva.

1.2.1.Grada i funkcija crijevnog epitela

Crijevni epitel je graden od jednog sloja ¢vrsto priljubljenih celija koji ¢ini efikasnu
barijeru izmedu sadrzaja lumena crijeva i unutraSnjosti tijela. Najbrojnije tip ¢elija u crijevnom
epitelu su apsorpcioni enterociti. Osim njih postoje jo§ tri razliCite vrste Celija sa specificnom
funkcijom: peharaste Celije, enteroendokrine 1 Panetove Celije. Peharaste ¢elije su odgovorne za
proizvodnju mukusa, a enteroendokrine ¢elije luc¢e peptidne hormone koji su ukljuceni u ¢elijski
trofizam, obnavljanje tkiva, angiogenezu, diferencijaciju enterocita i polarizaciju po osovini
kripta-vilus. Panetove celije sadrze veliki broj granula koje sadrze antimikrobne suspstance poput

lizozima i a-defenzina. Osim toga epitel crijeva sadrzi i mikrofold (M) ¢elije koje su u stvari dio



epitela udruzenog sa limfoidnim tkivom i odgovorne su za transport luminalnih bakterija 1
antigena do imunih ¢elija lamine proprije[35].

Homeostaza epitela se odrzava zahvaljuju¢i balansu celijske proliferacije i epitelne
apoptoze. Brzina prometa enterocita zavisi od tempa sazrijevanja stem ¢elija u kriptama crijeva, s
jedne strane, i brzine ljuStenja povrSinskih ¢elija crijevnih vila, s druge strane. Stem celije u
kriptama crijeva podlijezu proliferaciji i diferentovanju u enterocite sa velikom ekspresijom
enzima i transportera Cetkaste granice; istovremeno podlijeZu migraciji na gore, prema vrhu vila,
gdje dolazi do njihove apoptoze i ljuStenja. Stem c¢elije se diferentuju i u Panctove éelije, koje
migriraju u dno kripti, kao 1 u peharaste Celije, koje luce mukus, te crijevne endokrine ¢elije koje
migriraju na gore, prema vrhovima crijevnih vila. Tokom diferentovanja i migriranja, nastaju
proteini ¢vrstih veza izmedu enterocita, popunjavajuéi prostor izmedu njih.

FizioloSka apoptoza 1 ekstruzija na vrhovima crijevnih vila ne naruSava normalnu
barijernu funkciju crijeva. Ukoliko dode do velikog odumiranja epitelnih Celija, izazvanog npr.
patogenim mikroroganizmima, moze do¢i do ogoljavanja epitelne povrSine i pojacane
propustljivosti crijeva. Ovo se deSava i ako proliferacija i migracija iz kripti nije dovoljna da
pokrije oSte¢enu povrsinu.

S druge strane, velika celijska proliferacija i otpornost na apoptozu se smatraju jednako
vaznim faktorima u ranoj fazi kolorektalne karcinogeneze. Danas se ravnoteza izmedu celijske
smrti 1 proliferacije epitelnih ¢elija smatra kljuénom tac¢kom od koje zavisi crijevna homeostaza.
Vazan faktor regulacije je transformiSuéi faktor rasta alfa (TGF-a), koji stimulise proliferaciju, i
transformiSuci faktor rasta beta (TGF-B) koji je inhibitor celijskog rasta. Bitan faktor za
obnavljanje crijevnog epitela je Wnt signalni put koji preko [-katenina, svog glavnog signalnog
prenosnika, odgovoran za diferencijaciju stem ¢elija u kriptama crijeva.

Crijevni epitel ima funkciji selektivho propusne membrane koja omogucava prolazak
vode, elektrolita 1 hranjivih materija, ali sprecava Stetni prodor stranih antigena, mikroroganizama
i njihovih toksina. Da bi odrzale svoju funkciju, crijevne epitelne celije su usko povezane
razli¢itim proteinskim kompleksima koji sadrze ¢vrste veze, veze prianjanja i dezmosome. Te
¢elijske veze su odgovorne za stabilnost mehanicke kohezije Celija, definisanje granice izmedu
apikalnog 1 bo¢nog regiona membrane, a neophodne su i u regulaciji paracelijske propustljivosti.
Crijevne epitelne ¢elije su u apikalnom dijelu priljubljene zahvaljujuéi postojanju ¢vrstih veza

(tight junctions-TJ) sto sprecava paracelijski prolazak bakterija. Glavne proteinske komponente



¢vrstih veza Cine Cetiri tipa integralnih membranskih protein koji se zovi okludin, klaudin,
tricelulin i vezne adhezione molekule. Transcelijska epitelna propustljivost je ograni¢ena
endozomalnom razgradnjom u enterocitima.

Prehrambeni proteini se uglavhom probavljaju putem gastri¢nih i pankresanih proteaza, te
enzima Cetkaste granice, 1 pretvaraju u male peptide i amino kiseline, koje bivaju apsorbovana
preko enterocita putem odredenih transportera. lako male koli¢ine intaktnih proteina mogu
endocitozom biti unijete u epitelne celije i pri fizioloskim uslovima, vecina njih se smjesta u
lizozome radi razgradnje. Na taj naCin se sprecava transcitoza cijelih proteina.

Vecina komenzala je mukusom odvojena od epitelne povrsine, i ne ulaze u epitelne celije.
Medutim, u stanjima zapaljenja i metaboliCkog stresa pracenih sa smanjenjem interferona gama
(IFNy), faktora tumorske nekroze alfa (TNFa), hipoksijom, malim koli¢nama azotnog oksida itd.
moze do¢i do povecane translokacije nepatogenih bakterija transcelijskim putem. Smatra se da je

prolazak komenzala povecan i u prisustvu patogenih invazivnih bakterijskih sojeva.

1.2.2. Mukusni sloj

Sloj mukusa, koji pokriva crijevni epitel je medu prvim odbrambenim sistemima sa kojim
se suocavaju intestinalni mikroorganizmi. Osim funkcije mehanicke barijere, mukus ima i ulogu
hemijske (sadrzi AMP) 1 imunoloSke barijere (sekretorni IgA). Sloj mukusa je odgovoran 1 za
hidrataciju mukozne povrsine.

Cine ga proteini, ugljeni hidrati, lipidi i velike koli¢ine vode. Za produkciju intaktnog i
stabilnog sloja mukusa su odgovorni veliki glikoproteini koji spadaju u familiju sekretornih gel-
formiraju¢ih mucina. Mucinski glikoproteini mukusu daju Zelatinoznu konzistenciju Sto otezava
prolazak antigena iz lumena ka sloju epitelnih Celija te zajedno sa peristaltikom crijeva, u¢estvuje
u eliminisanju adheriranih mikroorganizama sa povrsine epitela [36,30]. Mucin MUC2 je
dominantan ¢lan ove familije u probavnom traktu, a ¢ini glavni dio mukusnog sloja.

Mucin u kolonu ima negativno naelektrisanje, jer su njegovi ugljeni hidrati supstituisani
sa brojnim sulfatnim 1 siali¢nim ostacima, koji mucinu daju dodatnu zaStitu od napada bakterija 1
enzimske razgradnje. U debelom crijevu mukusni sloj je u formi dvofaznog gela; unutrasnji sloj
je gust, ¢vrsto priljubljen uz epitel i moZze se ukloniti samo mehani¢kim struganjem, dok vanjski

sloj nije tako ¢vrsto priljubljen i moze se aspirirati pomoc¢u mikropipete. Unutrasnji sloj je



sterilan i efikasno sprecava direktni kontakt epitela i luminalnih mikrorganizama, dok je vanjski
sloj kolonizovan komenzalima.

Studija na miSevima koji su bili MUC2 negativni je pokazala da formiranje efikasnog
mukusnog sloja nije izvodivo u odsustvu MUC2[37]. U drugoj studiji miSevi koji su bili MUC2
negativni, su spontano razvili kolitis i pokazali mnogo vecéu osjetljivost na eksperimentalni kolitis
izazvan primjenom dekstran sulfata. Kao jedan od sastojaka mukusa je identifikovan i Fc-gama

vezujuci protein koji osim $to veze Fc dio IgG antitijela, stabilizuje i MUC2 mrezu [38].



1.2.3. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi (AMP) su integralni dio urodenog imuniteta. Njihova ekspresija je
saCuvana tokom evolucije kod biljaka, insekata, bakterija i kicmenjaka. Kod sisara, dva najbolje
karakterisana AMP su defenzini i katelicidini. Kod ljudi su identifikovane dvije subfamilije
defenzina, a 1 B. Dva defenzina o, defenzin 5 i 6, proizvode Panetove ¢elije u tankom crijevu.
Obzirom da su Panetove ¢elije ograni¢ene na tanko crijevo, u zdravom kolonu nema o defenzina.
U slucaju IBD, moze do¢i do razvoja metaplasticnih Panetovih ¢elija u kolonu i posljedi¢ne
pojave a defenzina.

B-defenzin je uglavnom epitelnog porijekla, a moze se osim u probavnom traktu naci i u
respiratornom traktu i kozi. Faktor okoline ima veliki uticaj na funkcionalnu aktivnost humanog
B-defenzina 1 (HBD-1). Antimikrobna aktivnost mu zavisi u velikoj mjeri od njegovog redoks-
statusa, jer redukcija disulfidnih mostova snazno pojacava njegove antimikrobne efekte prema
fakultativnim patogenima kao $to je Candida albicans te prema nekim anaerobnim Gram
pozitivnim bakterija kao npr. Bifidobacteria i Lactobacilli-i.Neki defenzini poput HBD-1, su
konstitutivne prirode i omogucéavaju stalnu odbranu domacina. Alternativno, njihova ekspresija
moze biti izazvana proinflamatornim citokinima ili prisustvom mikrorganizama i njihovih
produkata. Ovakva ekspresija je tipicna za HBD-2 i HBD-3.0sim ovih tipiénih AMP,
antimikrobne karakteristike su prisutne 1 kod nekoliko proteina, koji imaju druge klasi¢ne

funkcije, kao npr. familija histona i ribozomalnih proteina kao i ubikvitin[39].

1.2.4. Limfno tkivo povezano sa crijevnim traktom

Imuni sistem crijeva, oznacen kao limfno tkivo povezano sa crijevnim traktom (GALT)
predstavlja najveée limfoidno tkivo u organizmu.Cine ga neorganizovana efektorska mjesta
(imune ¢elije subepitelne lamine proprije i intraepitelni limfociti) kao i organizovane strukture
poput mezenterijalnih limfnih &vorova (MLC), Pejerovih plo¢a tankog crijeva (PP) i izolovanih
limfoidnih folikula (ILF) koji su prisutni u tankom i debelom crijevu.

Odbrana domacina zahtjeva ta¢nu i brzu interpretaciju mikrorganizama radi razlikovanja
komenzala od prolaznih patogena i precizne regulacije imunog odgovora. Epitel crijeva je prva
linija odbrane, a istovremeno i centar u kojem se odvija aktivno uzorkovanje rezidentnih

bakterija, patogena i ostalih antigena. Enterociti reaguju na “opasnost” od luminalnih
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mikrorganizama tako S§to lu¢e hemokine i citokine koji pobuduju i urodeni i steCeni imuni
odgovor na mjestu infekcije. Specijalizovane epitelne, mikrofold (M) ¢elije koje prekrivaju
limfoidne folikule uzorkuju mikroorganizme i prenose luminalne antigene do dendriti¢nih ¢elija i
drugih antigen prezentujucih celija, koje ih dalje obraduju i na kraju prezentuju naivnim T
¢elijama.

I same po sebi dendriticne celije imaju centralnu ulogu u imunoregulaciji, jer mogu
direktno uzorkovati luminalne mikrorganizme bilo direktnim preuzimanjem antigena ili putem
nastavaka koje pruzaju izmedu enterocita bez naruSavanja proteina ¢vrste veze. Dendriti¢ne Celije
mogu progutati i zadrzati Zive komenzale, te ih kao takve prenijeti do mezenterijalnih limfnih
¢vorova, izazvavsi lokalnu indukciju imunog odgovora na komenzalne bakterije. Mezenterijalni
limfni ¢vorovi ovako obavljaju ulogu “Cuvara prolaza”, ¢ime spreavaju prelazak
mikoorganizama iz lumena u unutra$njost crijeva[40].

Sposobnost imunoregulatornih ¢elija da razlikuju patogene od komenzala se odvija preko
receptorskog sistema. To su receptori koji prepoznaju uzorke (PRR) i dio su urodenog imunitete,
a odgovorni su za detekciju MAMP (molekularni uzorci udruzeni sa mikrorganizmima). PRR
postoje u razli¢itim tipovima Celija; razlikujemo transmembranske, citosolne i luece receptore
koji prepoznaju uzorke. Dvije najistrazivanije familije PRR su citosolni ili intracelularni-NOD
sliéni receptori (NLR) 1 membranski-Toll sli¢ni receptori (TLR). Ekspresija TLR 1 NOD proteina
je na povrsini enterocita i dendriti¢nih ¢elija [41].

PRR prepoznaju mikrorganizme zahvaljujuci sa¢uvanom strukturnom motivu koji je za
njih karakteristi¢an, kao npr. lipopolisaharidi, peptidoglikani, bakterijska DNK 1 flagelin. Nakon
vezivanje liganda, pokrenuta signalna kaskada na kraju dovodi do aktivacije signalnih molekula
poput nuklearnog faktora kapa B i ekspresije proinflamatornih citokina, hemokina ili
antimikrobnih peptide [29]. U ispitivanju na miSevima sa deficitom TLR je uoCeno smanjenje
proliferacije enterocita i nivoa citoprotektivnih faktora, §to ukazuje na to da je za funkcionisanje i
obnavljanje crijevno mukozne barijere nepohodan signalizacijski put izmedu bakterija i domacina
preko TLR[42]. PRR ligandi koji poti¢u od komenzala, u zdravim crijevima neée izazvati
inflamaciju kao odgovor na te bakterije. Neki komenzali, ¢ak, ispoljavaju protektivno dejstvo
umanjujuéi proinflamatorni odgovor indukovan razli¢itim enteropatogenim bakterijama [43].

Nakon S§to antigen prezentujuca celija (APC) proguta antigen procesom endocitoze i

obradi njegove proteine i polisharide lizozomima, na povrSini prikaze nastale kratke fragmente
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klase I ili klase II glavnih histokompatibilinih kompleksa (MHC 1 ili II). PovrSinske molekule
MHC klase Il bivaju prepoznate putem T-Celijskih receptora u kombinaciji sa CD4 receptorima
na CD4+ T limfocitima (vezu se za CD4 receptor APC-a). Ukoliko antigen nastaje unutar ¢elije
(npr. virusni protein) degradacioni fragmenti spadaju u MHC Klasu |, i oni bivaju prepoznati
putem T celijskih receptora u kombinaciji sa CD8 receptorima na CD8+ T limfocitima. Poslije
ovog prvog koraka, antigen prezentujuca celija mora da posalje drugi i treci signal koji ée
aktivirati diferencijaciju i sazrijevanje subtipova T limfocita[29].

APC na svojoj povrsini moze ispoljiti molekulu zvanu CD80/86 koja se veze za CD28 na
T limfocitu. Ekspresija CD80/86 na APC ¢e se desiti samo ako je ona preko PRR prethodno
detektovala prisustvo MAMP. Konacno, trec¢i signal ukljucuje lucenje citokina od strane APC $§to
omogucava diferencijaciju T ¢elija u efektorne subtipove.

Dendriti¢ne ¢elije (DC), osim §to funkcioni$u kao antigen prezentujuce celije, su jedine
¢elije koje mogu direktno da se vezu za naivne T limfocite (ThO) i produkcijom citokina dovedu
do njihovog sazrijevanja u pomoc¢nicke T limfocite kao §to su Thl, Th2, Th17 ili regulatorne T
limfocite (Treg). Sta vise, DC snabdijevaju i B limfocite antigenima, a mogu i lokalno aktivirati
ste¢eni imuni odgovor u limfnom tkivu Pejerovih ploc¢a[29].

Thl Celije primarno luée citokine kao Sto su interferon (IFN) gama i faktor tumorske
nekroze alfa (TNF alfa).One se preko T receptora vezu za DC ili makrofage, oslobadajuci
limfokine da bi privukle duge ¢elije. Ovaj process dovodi do ¢elijski-posredovanog imuniteta i
zapaljenja. Thl ¢elijama za diferencijaciju je potreban T-bet kao transkriptivni faktor, dok je za
diferencijaciju Th2 limfocita klju¢ni regulator GATA-3.

Th2 primarno luce 1L4, IL 5, IL13 IL25. Th2 medudejstvuje sa B-limfocitima, dovodeci
do razvoja antitijelima posredovanog imuniteta. B limfociti se pomoc¢u B receptora inicijalno
vezu za topive antigene. Kao antigen prezentujuce celije, B limfociti endocitozom progutaju
antigen 1 probave ga i na svojoj povrSini prikazu fragmente, na koje se preko T receptora vezu
Th2 ¢elije i po¢inju da produkuju limfokine. Ova sekrecija limfokina (I1L-2, IL-4, IL-5, IL-6 i IL-
10) od strane Th2 ¢elija podstice sazrijevanje B limfocita u plazma ¢elije koje proizvode topive
forme B-celijskih receptora tj. specificna antitijela usmjerenih protiv antigena [29]. Ravnoteza
odnosa Th1/Th2 ¢elija je veoma vazna, jer od nje zavisi na koji nacin ¢e imuni sistem reagovati
na antigene na koje bude naiSao. U slucaju da je viSe Thl, sposobnost za ubijanje od strane

makrofaga i proliferacija CD8+ T-limfocita ¢e biti maksimalna. Suprotno, ukoliko je vise Th2
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¢elija u vecem stepenu se ispoljava humoralni imunitet. Ustanovljen je slijede¢i postulat:
povecanje broja Thl limfocita poveava moguénost razvoja autoimunih bolesti, a povecanje
broja Th2 moze izazvati astmu [44].

Za diferencijaciju Th17 ¢elija je kao transkriptorni faktor potreban ROR gama. Th17 se
vezu za DC, luce defenzin i privlace ¢elije zaduzene za eliminaciju preko ¢elijski posredovanog
imuniteta i zapaljenja. Upravo ove T ¢elije mogu imati glavnu ulogu u zapaljenjskim bolestima.
T reg limfocite dijelimo u Tregl i CD4+CD25+ Treg celije. Ispoljavaju imunosupresivno dejstvo
i nepohodne su za razvoj periferne tolerancije na vlastite i strane antigene.

Sekretorne imunoglobuline A (slgA)stvaraju plazma cCelije koje se nalaze u subepitelnom
sloju mukoznih zljezda i membrana. Otporni su na uobicajene proteaze iz crijeva. Obzirom da ne
aktivirgjukomplement, ne podsti¢u upalnu reakciju. Osim toga sIgA Sstite sluznicu tako
Sto:inhibisu adherenciju patogena,neutraliSu viruse, enzime, toksine, iskljuc¢uju imunoloski
odgovor tako Sto odstranjuju antigen i sprecavaju prejak imunoloski odgovor.Sekretorni
imunoglobulini se prenose kroz epitelne ¢elije crijeva i izluCuju zahvaljujuéi polimernim
imunoglobulinskim receptorima (pIgR). PovrSina epitela je zastic¢ena mukusnim slojem, a sIgA se
nalaze zajedno sa komenzalima u vanjskom mukusnom sloju. U istrazivanju na miSevima sa
genetskim deficitom plgRi/ili mucin-2, ustanovljeno je da je za eliminaciju crijevnih bakterija iz
unutrasnjeg sloja mukusa neophodno postojanje Muc 2 a ne sIgA [37]. Njihova istrazivanja
podupiru tvrdnju da sIgA usidrena u vanjskom sloju mukusa zahvaljuju¢i interakciji sa
mucinskim proteinima 1 crijevnim bakterijama, obezbjeduju imunu za$titu od patogena
zadrzavajuéi obostrano koristan odnos sa komenzalima.

CD 8+ T limfociti, za razliku od CDT4, su citoksiéni i luce supstance koje uniStavaju
¢elije za koje su vezani. U ovu grupu spadaju intraepitelni limfociti crijevne sluznice.Nakon
aktivacije luce interleukin 2 (IL—2), interferon (IFN) gama i faktor tumorske nekroze alfa (TNF
alfa) te ispoljavaju citotoksi¢ne efekte. TNFa se ubraja u glavne citokine uklju¢ene u akutnu fazu
inflamacije [46]. Pored epitelnih celija, glavni izvor TNFa u crijevnoj mukozi su makrofagi
lamine proprije te Panetove celije i Thl-limfociti. TNFareceptori se nalaze na velikom broju
stromalnih, hematopoetskih i epitelnihcelija [47]. TNFa ucestvuje u regrutovanju neutrofila
povecavanjemekspresije adhezina na povrSini Celija endotela i potpomaze biocidnu aktivnost

makrofaga [46].
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Odbrambeni mehanizmi koji ograni¢avaju prolazak mikrorganizma u crijevno tkivo
istovremeno sluze i kao mehanizmi tolerancije [48]. Aktivacija PRR na jedinstvenoj populaciji
makrofaga 1 DC u lamini propriji crijeva ne dovodi do lucenja proinflamatornih citokina,
suprotno sa sliénom aktivnosti u cCelijama urodenog imuniteta. Smatra se da sposobnost
razlikovanja komenzalnih i patogenih bakterija moze bitiposljedica kontinuirane izlozenosti
sluznica komenzalima.

Normalni domacini, otporni na upale, kontrolisu ulazak antigena iz lumena crijeva preko
mikrofold (M) ¢elija epitela sto podsti¢e regulisani imunoloski odgovor. Nakon prolaska kroz ove
¢elije antigeni se proslijede unutar Pejerovih plo¢a do DC koje ih zatim razgrade i prikazu.
Aktivacijom Th 0, pomoénicke T-Celije diferentuju se u regulatorneT Celija subpopulacija Th3 i
Treg 1, kojeluce prvenstveno transformiSuci faktor rasta beta (TGF-B) i IL-10[49]. Ovi
imunosupresivni citokini inhibisuaktivnost makrofaga i Thl ¢elija, ¢ime se sprecava izluéivanje
IL-12 i interferona y (IFNy) te tako suprimiraju patoloski imunoloski odgovor na komenzale i
antigene iz hrane.

Signalni put koji se odvija preko TLR receptora se razlikuje u zavisnosti od vrste éelije te
ispoljava razli¢ite funkcije. Aktiviranje TLR na makrofazima ima za posljedicu indukciju
zapaljenja, a aktiviranje TLR intrinzickog signalnog puta na B limfocitima ima za posljedicu
razvoj tolerancije[50]. Poremecaj oralne tolerancije moze doprinijeti razvoju imunoloski
posredovanih bolesti kao $to su inflamatorna bolest crijeva, reumatoidni artritis i1 ankilozirajuci

spondilitis [51].

1.3 Metabolicka aktivnost crijevne flore

Presistemska metabolicka aktivnost koja obuhvata metabolicku aktivnost enterocita i
crijevne flore, se u novije vrijeme, prepoznaje kao vazan faktor u metabolizmu lijekova[52,
53].Uoceno je da enterociti, kao i hepatociti, ispoljavaju aktivnost citohroma P 450 (CYP P 450),
posebno izoenzimima CYP 3A4 i CYP 2C kao i enzime odgovorne za fazu Il metabolizma kao
Sto su UDP-glukoziltransferaze (UGT) i sulfotransferase [54]. Uprkos metabolickoj aktivnosti
CYP enzima u tankom crijevu, smatra se da je njihov doprinos sistemskom metabolizmu veoma
nizak ili gotovo beznacajan u 0dnosu na onaj u jetri. S druge strane, aktivnost enzima faze 1l koji
su odgovorni za konjugaciju, posebno sulfotransferaze, pokazuju za oko 250-300% vecéu

aktivnost u jejunum nego u jetri [54].
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Apsorpcija i metabolizam lijekova putem crijevnog zida se razlikuju od mehanizama
ukljucenih u jetreni metabolizam, jer ne dolazi do vezivanja za bjelancevine i mnogi lijekovi
trebaju uéi u enterocite prije nego Sto uopste podlegnu metabolizmu. Oni su uglavnom supstrat za
CYP 3A4 sto moze dovesti do zna¢ajnog metabolizma prvog prolaska[55].

Drugi faktor koji utice na metabolizam lijekova u enterocitima je topivost supstance.
Liposolubilni lijekovi se brzo apsorbuju u crijevima i podlijezu daljem metabolizmu, a
hidrosolubilne supstance obi¢no zahtjevaju aktivni transport putem prenosioca koji ogranic¢ava
stepen njihove apsorpcije. Na smanjenje sistemske apsorpcije utie i metabolizma Samog
crijevnog zida, koji je vezan za potencijal izlu¢ivanja metabolita nazad u crijevni lumen[54].

Porodica proteina odgovorninh za multiplu rezistenciju na lijekove (MDR) je jako
ispoljena na apikalnim krajevima enterocita. Dovode do smanjenja sistemske apsorpcije supstanci
i njihovog metabolizma tako $to izluCuje apsorbovane molekule nazad u crijevni lumen[56].
Najprisutniji MDR transporter je P-glikoprotein (P-gp), a upravo je veliki broj lijekova njegov
supstrat [57].Ovi transportni proteini funkcioniSu tako da izbacuju iz ¢elije upravo apsorbovana
jedinjenja, smanjuju¢i na taj nacin njihovu sistemsku bioraspolozivost. Dokazano je da su neki
lijekovi supstrat za ove enzime, dok drugi lijekovi inhibi$u ili indukuju aktivnost P-glikoproteina
[58].Time se dodatno komplikuje potencijal za interakcije lijekova i toksi¢nost posebno ako se
supstrat za P-gp daje zajedno sa inhibitorom aktivnosti P-gp.

Raznolikost 1 broj bakterija je karakteristiCan za pojedine dijelova crijeva, pri ¢emu je
najveci broj bakterija prisutan u silaznom dijelu kolona[59].Uprkos velikoj raznolikosti bakterija
u probavnom traktu, metabolicki procesi su najve¢im dijelom vezani za redukciju i hidrolizu, sa
malom frakcijom odgovornom za cijepanje, razgradnju i reakcije povezivanja.

Redukcija je najces¢i oblik metabolicke reakcije posredovane bakterijskim enzimima
obzirom da je najveci broj bakterija u probavnom traku anaerobno ili fakultativno anaerobno (kao
npr.Escherichia i streptococci) [60].Iako je u tankom crijevu broj bakterija nizi i tranzitno
vrijeme krace, ipak, ogromno podrucje 1 velika apsorpcija lijekova iz tog dijela probavnog trakta,
ga ¢ini veoma znacajnim mjestom u metabolizmu posredovanom putem crijevne flore[61]. S
obzirom da je kolon dio crijeva sa najbrojnijom florom, danas se upravo on smatra mjestom gdje
se odvija najvise metabolickih reakcija [62].

Jedna od uobicajenih reakcija redukcija jeste azo redukcija jedinjenja koja sadrze azo

veze, do uglavnom neaktivnih primarnih amina. NajistraZivanjiji su bili prontozil i sulfasalazin
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kao i njihovi strukturni derivati [63, 64].Azoreduktaza je enzim neophodan za aktiviranje nekih
lijekova, npr. sulfasalazina. Sulfasalazin (SSZ) se smatra “prenosiocem” svojih metabolita,
sulfapiridina (SP) i 5-aminosalicilne kiseline (5-ASA), do kolona. | intaktni SSZ djeluje kao
aktivna supstanca, mada su glavni nosioci antinflamatorne aktivnosti SP i 5-ASA. Oni su vezani
azo vezom Kkoja se cijepa pod uticajem azoreduktaze. U ispitivanju provedenom na humanim
uzorcima je ustanovljeno da su anaerobne bakterije, posebno iz grupe klostridija, odgovorne za
produkciju crijevne azoreduktaze [65].

| nitro-grupe su uobicajeno mjesto redukcije posredovane bakterijskim enzimima, $to
takode ima za posljedicu nastanak metabolita, uglavnom u formi neaktivnih primarnih amina.
Ovakva izmjena je uocena kod nitrazepama, klonazepama i misonidazola [66, 67, 68].U nekim
slu¢ajevima metabolicka konverzija dovodi do nastanka aktivnih metabolita koji se mogu dalje
apsorbovati i ispoljavati sistemske efekte ili djelovati lokalno u crijevima.

Redukcija sumpornih jedinjenja je takode uobiCajena u bakterijskom metabolizmu.
Primjeri sumpor sadrzujuc¢ih jedinjenja za koje je dokazan nastanak sulfitinin metabolita su
omeprazol, sulindak i sulfinpirazon. Neke od tih studija provedene su samo na zivotinjama ali ne
i na ljudima pa je moguce postojanje odredenih razlika u metaboli¢kom profilu[59].

I hidroliza je veoma uobicajena metabolicka reakcija katalizovana enzimima crijevnih
mikrorganizama. Sorivudin je antivirusni lijek zbog ¢ije hidrolize dolazi do ispoljavanja
znacajane toksi¢nosti [70].Drugi primjer znacaja hidrolize je laktuloza, ¢ija aktivacija i dejstvo
zavisi od hidrolize posredovane bakterijskim enzimima [71].

Osim toga postoji mnogo drugih reakcija katalizovanih crijevnim bakterijama kao Sto su
uklanjanje sukcinatne grupe, dehidroksilacija, proteoliza, dekonjugacija i nastanaka glukuronida i
sulfata kao i N-demetilacija [69, 72, 73, 74, 75, 76, 77].

Dakle metabolicka aktivnost crijevne flore, posebno onaj dio koji se odnosi na
metabolizam stranih supstanci, moZe ispoljiti 1 pozitivne i negativne efekte po zdravlje domacina
[62].Upravo su metabolicke reakcije odgovorne za proizvodnju toksi¢nih, karcinogenih ili
mutagenih metabolita iz supstanci unesenih putem hrane ili onih koje nastaju endogeno. S druge
strane, metabolicke reakcije crijevne flore su odgovorne i za detoksifikaciju prehrambenih

toksikanata, kao i za enterohepaticku cirkulaciju lijekova, prehrambenih aditiva i steroida.
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je u Tabeli 1.
Tabela 1. Bakterijski enzimi koji stvaraju toksi¢ne, genotoksiéne ili karcinogene produkte
Enzim Supstrat
B-Glukozidaza Biljni glikozidi
-Rutin
-Frangulozide
Nitroreduktaze Nitro jedinjenja
-Dinitrotoluene
Azoreduktaza Azo jedinjenja

-Boje bazirane na benzidinu
B-Glukuronidaza Zuéni glukuronidi
-Benzopireni

- amino-dimetil- imidazohinoline 1Q

-Benzidin
Imidazol hinolin 1Q hidrataza-dehidrogenaza 1Q
Nitrat/nitrit reduktaze Nitrati, nitriti
Dehidroksilaze Zuénih Kiselina Holna i deoksiholna kiselina
Deaminaze amino Kiselina Tirozin i druge amino kiseline

Razli¢iti su pristupi U izuCavanju znacaja crijevne florekod bolesti poput inflamatorne bolesti
crijeva. Jedan od njih je i proucavanje metabolicke funkcije crijevne flore[78].Uoceni su brojni
mogu¢i mehanizmi kojima probiotici mogu posti¢i korisne efekte djeluju¢i na metabolizam
crijevne flore: uklanjanje i razrjedivanje broja crijevnih mikroroganizama sa visokom enzimskom
aktivnos$cu, a koji su odgovorni za produkciju toksi¢nih i prokancerogenih materija, stvaranje
novih uslova okoline koji mijenjaju bakterijsku aktivnost, proizvodnja potencijalno korisnih
materija u crijevima kao §to su antikarcinogeni flavonoidi[79].

Van de Wiel sa saradnicima je na modelu gastrointestinalnog simulatora dokazao da
crijevna flora ucestvuje u bioaktivaciji policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika i1 njihovoj
transformaciji do supstanci koje pokazuju estrogensku aktivnost [80].U drugom istrazivanju je
uoCeno postojanje razlike u farmakoloskim efektima oralno unesenih tradicionalnih kineskih
lijekova. Ustanovljeno je da intestinalni bakterijski metabolizam ginsenga, posebno ginsenozida
Rb1 zavisi od sastava crijevne flore, posebno prisustva bakterija Ruminococcus spp., Bacteroides
spp. i Bifidobacterium spp.[81].
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Otkriveno je da je endogena izlozenost metilmerkuru (MeHG) u direktoj zavisnosti od
njegove eliminacije, koja se odvija najve¢im dijelom preko fecesa[62].U drugim studijama je
dokazana sposobnost smrznutih crijevnih bakterija, posebno laktobacila, da vezu karcinogene iz
hrane posebno aflatoksin B1 i kontaminante hrane AF2 [83, 84].Dosada$nja istrazivanja su
pokazala da Bifidobacteriae i Lactobacillus, koji se najc¢esce i koriste kao probiotici, imaju nisku
proizvodnju enzima znacajnih za metabolizam ksenobiotika kao S$to su azoreduktaza,
nitroreduktaza i beta glukuronidaza, u odnosu na druge glavne anaerobe u crijevima
[62].Suprotno tome pokazuju visoku aktivnost beta glukozidaze koja povecava proizvodnju
flavonoidskih aglikona koji imaju genotoksi¢ne i antikarcinogene osobine.

Lactobacillus GG, koji je izolovan iz probavnog trakta zdrave osobe, djeluje tako Sto
smanjuje aktivnost beta-glukuronidaze u ljudi [85].To ukazuje na korisne efekte ovih bakterija jer
smanjuju izloZenost domacina toksi¢nim metabolitima nastalim ucrijevima.

U istrazivanju na zdravim dobrovoljkama koje su konzumirale jogurt sa Lactobacillus GG
je uoceno smanjenje aktivnost fekalne beta glukuronidaze, nitroreduktaze 1 hidrolaze glikoholi¢ne
kiseline, dok se aktivnost beta glukozidaze i ureaze nije znacajnije mijenjala [86].Istrazivanje
provedeno na pacijentima oboljelim od iritabilnog kolona ili funkcionalne diajereje, a koji su
tretitrani samjeSavinom probitika pod imenom VSL3, je pokazala povecanje aktivnosti fekalne
beta galaktozidaze i smanjenje aktivnosti ureaze tokom primjene probiotika [87].

Savremeni nacin zivota podrazumijeva sve manju izlozenost mikroorganizmima od ranog
djetinjstva S§to, smatra se, povecava predispoziciju za pojavu alergija, vec¢u podloZnost

infekcijama i nastanak inflamatornih oboljenja [88, 89].

1.5. Primjena probiotika

Ideja o pozitivnoj ulozi strogo odabranih bakterija datira jos od pocetka XX vijeka.
Mecinkof[30] je proucavaju¢i humanu crijevnu floru zaklju¢io da bi svakodnevna upotreba
mlije¢nih proizvoda, fermentisanih uz pomo¢ lakti¢nih bakterija, mogla biti blagotvorna za
ljudsko zdravlje. Nekako u isto vrijeme, i francuski pedijatar Tisijer[69] je uocio da u stolici
djece sa prolivom, za razliku od zdrave djece, postoji nizak broj bakterija Y oblika tzv. “bifid”
bakterija. Smatrao je da bi davanje tih bakterija, koje su poslije i nazvane bifidobakterije,
doprinijelo ponovnom uspostavljanju zdrave crijevne flore u djece sa prolivom. Kako tad, tako i

danas, gastrointestinalni trakt je 1 dalje glavno polje za istraZivanja probiotika.
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Najcesce koristeni probiotici ukljucuju odredene tipove streptokoka,laktobacila i

bifidobakterija, ali i neke druge nepatogene bacile kao $to su E coli Nissle 1917 i gljivice poput

Saccharomyces boulardii.Definisemo ihkroz 3 nivoa: rod, vrstu i soj, a karakterizacija svakog

specifi¢nog probiotika zavisi od sva tri nivoa. Terapijska korist jednog soja, ne mora automatski

da znaCi prosirivanje korisnog efekta i na druge sojeve, te se svaki soj mora ispitivati

odvojeno[90]. 1z tog razloga je identifikacija tatnog soja koji ima korisno djelovanje od posebne

vaznosti.

Da bi bili uspjesni, probiotici trebaju imati sljedece osobine:

organizmi moraju biti u potpunosti identifikovani: rod, vrsta i soj,

moraju biti sigurni za upotrebu: ne smiju biti toksi¢ni ili patogeni, niti smiju biti nosioci

gena odgovornog za bakterijsku rezistenciju

moraju biti sposobni prezivjeti u crijevima, biti otporni na dejstvo zelucne kiseline i
dejstvo zuc¢nih kiselina,te moci bar za kratko sposobnost da se adheriraju, umnoze i odrze

u crijevima,
moraju ostati vijabilne za vrijeme proizvodnje, skladistenja i koristenja,

moraju imati dokazane korisne efekte po domacina: proizvodnja antimikrobnih supstanci i
antagonizam prema patogenim bakterijama te imati provedenu barem jednu klinicku

studiju faze 2 sa dokumentovanim korisnim efektima[91].

Precizni mehanizmi dejstva probiotika jo§ nisu u potpunosti razja$njeni. Potencijalni mehanizmi
(Slika 1.) ukljucuju:

inhibicijuadhezije i rasta potencijalnih patogena (takmicenje za hranu i adheziona mjesta,

produkcija antimikrobnih  supstanci-defenzin, zakiseljavanje sredine produktima

fermentacije hrane, uklanjanje gas produkuju¢ih bakterija odgovornih za dekonjugaciju

zucnih soli),

poboljsanje barijerne funkcija crijevne mukoze i rezistencija kolonizacije (normalizacija

crijevne  permeabilnosti, pojaanje produkcije mucina, poboljSanje mukozne

regeneracije),

poboljSanje lokalnog mukoznog i sistemskog imunog odgovora (stimulacija ili pojacanje

produkcije sIgA, aktivnosti ¢elija prirodnih ubica —NK, fagocitne aktivnosti leukocita,
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proliferativne aktivnosti T i B c¢elija, proizvodnje citokina, modulacija aktivnosti

crijevnog proton zavisnog prenosioca (PepT1)[6, 93].

Inhibicijarasta patogena: Poboljsanjebarijemefinkcija crijevne mukoze:

ometanje adherencije patogena na proizvodnjamasnih kiselina kratkih lanaca
epitel, smanjenje luminalnog pH, lucenje , povecanje proizvodnjemukusa, pojaanje
bakteriocina, rezistencija na kolonizaciju. cjelovitosti barijere.

PROBIOTICI

Nishodnaregulacija sekrecije proinflamatornih citokina:

L GRS O e inhibicija NF-kB aktivacije, modulacija aktivnosti

poveéanjeprodukcije IL-10 i TGFp, smanjenje crijevnog PepT1, smanjenje broja CD4 intraepitelnih
sekrecje proinflamatomih citokina limfocita, regulacija antiinflamotornog efekta i
IFNy, TNFo, IL-12 , poveéana produkcijalgA. modulacija apoptozei proliferacije preko TLRO
signalnog puta, modulacija PPARYyputa.

Slika 1. Shematski prikaz potencijalnog dejstva probiotika

Sve je viSe podataka da se pozitivni efekti probiotika ostvaruju ¢ak i ukoliko probiotska
bakterija nije ziva, odnosno da su za pozitivne efekte probiotika dovoljni i integralni dijelovi
bakterijske ¢elije poput peptidoglikanskih fragmenata ili DNK [94].

Najvise koriSteni probiotici su Lactobacillus plantarum 299v, L rhamnosus LGG, L
reuteri, L acidophilus, L casei i Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, ili
Bifidobacteriumbrevis[95].Bakterije oba roda su prirodni stanovnici zdrave crijevne flore Covjeka
i relativno rijetko su uzro¢nici infekcija, te spadaju u grupu organizama koji se smatraju
bezbjednim. Smatraju se glavnim mikroroganizmima odgovornim za odrzavanje balansa unutar
zdrave crijevne flore.

Rod Lactobacillus-a je izrazito heterogen. Laktobacili spadaju u grupu mlijeéno-
kiselinskih bakterija, koju ¢iniraznolika grupa Gram-pozitivnih bakterija, koje uglavnom ne
stvaraju spore, ve¢inom su katalaza-negativne, lisene citohroma, fakultativne anaerobe, otporne
na dejstvo kiseline, a odgovorne za nastanak mlije¢ne kiseline kao glavnog krajnjeg proizvoda
fermentacijeugljikohidrata [96].Zbog svoje probirljivosti bakterije mlije¢ne kiseline zahtjevaju

bogatu okolinu za rast, kao §to su na primjer gastrointestinalni trakt ili vagina sisara.Laktobacili
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za rast zahtjevaju prisustvo amino-kiselina, peptida, derivata nukleinskih kiselina,vitamina, soli,
estara masnih  kiselina. Imaju veoma ograniCene sposobnosti  koristenjaslozenih
polisaharida.Pretpostavlja se da potrebnu energiju za rast i razmnozavanje obezbjeduju
koriStenjem prebiotskih oligosaharida, iz tog razloga danas se Cesto kombinuju probiotici i
prebiotici.

Bifidobakterije su simbionti od posebnog znacaja za ljudski organizam. Ove bakterije su
medu prvima koje naseljavaju probavni trakt svih novorodenih sisara. lakoposjeduju neke
fenotipske karakteristike zajednicke za bakterije mlije¢ne Kiseline, rod Bifidobacteriumspada u
aktinomicete. Bifidobakterije su Gram pozitivne, anaerobne, nepokretne bakterije koje ne prave
spore, ne produkuju gas, katalaza su negativne. U debelom crijevu razlazu ugljene hidrate i
stvaraju umjereno Kkiselu sredinu koja suprimira rast bakterija i drugih patogenih
mikroorganizama[97].Uti¢u i na metabolizam masnih kiselina, zuénih kiselina, holesterola i
steroidnih hormona u probavnom traktu. Stvaraju veliki broj vitamina, uklju¢ujuéi vitamine B
grupe kao i vitamin K. Pored toga, masne kiseline kratkih lanaca koje stvaraju bifidobakterije iz
ugljenih hidratasu primarni izvor energije za epitelne ¢elije debelog crijeva.Proizvode bakteriocin
i supstance sli¢ne antibiotiku. Rod Bifidobacterium sadrzi vise od 30 vrsta od ¢ega je najmanje 11
izolovano kod ¢ovjeka. NajceSce izolovani sojevi u dojencadi suB. bifidum, B. breve, and
B.longum [98].

Za potrebe proizvodnje izdvajaju se posebni sojevi rodova Lactobacillus i Bifidobacteria
sa probiotskim osobinama. Broj vijabilnih, bakterija u sastavu probiotika treba pre¢i barem10°
mikrorganizama po gramu sadrzaja [99]. Danas se smatra da se, radi ostvarenja odgovarajuceg
terapijskog i profilaktickog djelovanja, probiotici moraju konzumirati u opseguod 10  do 10%2
CFU dnevno, zavisno od soja, i tokom duzeg vremenskog perioda[6].

Stalni rast trzista 1 povecanje potroSnje proizvoda koji sadrze Zive probioticke bakterije,
izaziva polemike o moguc¢em zdravstvenom riziku po potrosace. Teoretski, obzirom da su u
pitanju Zive bakterije, njthova primjena ne moze se smatrati potpuno bezbjednom. Probioticke
bakterije mogu biti odgovorne za Cetri tipa nezeljenih dejstava kao Sto su infekcija, pretjerana
metabolic¢ka aktivnost, pretjerana imuna stimulacija i transfer gena[100].

Vecina laktobacila u probioti¢kim preparatima nije autohtona u probavnom traktu covjeka
S§to onemogucava njihovo duze zadrzavanje u probavnom traktu nakon prestanka primjene [92].

Ova pojava je znacajna u kontroli njihovog broja i spre¢ava moguée invazivno djelovanje kod
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imunokompromitovanih osoba.lako se probiotici konzumiraju u formi hrane ili dodataka hrani,
koliko znamo ve¢ vise od 100 godina, i to sa dobrim sigurnosnim profilom, najvecu zabrinutost
oko probiotske primjene imamo kod pacijenata koji boluju od teskih bolesti.

Mnoge vrste iz rodova koji se koriste kao probiotici,ukljucujuéi i laktobacile, su prisutni u
klinickim izolatima iz inficiranih rana, iz krvi kod sistemskih infekcija i tkiva srca kod
endokarditisa[101].U ispitivanju provedenom u Finskoj sa Lactobacillus rhamnosus GG, koji se
kao probiotik u ovoj zemlji koristi veoma §iroko jos od 1990. godine, je utvrdeno da ovaj
probiotik nije doveo do povecanja broja bakterijemija izazvane laktobacilusom [102].

Trenutno se na nizu razli¢itih zivotinjskih modela, kao §to sumodeli endokarditisa,
kolitisa, osteCenja jetre i imunodeficijencije, ispituje bezbjednost primjene probiotika kod
imunokompromitovanih osoba. Dodatno se nalaze testiranje osjetljivost na antibiotike, prisustvo
mobilnih genetickih elemenata koji noserezistenciju na antibiotike, eventualno toksi¢no
delovanje kao i osetljivost na antimikrobne mehanizme domacina [103].

Bifidobakterije se, uz laktobacile, takode smatraju veoma sigurnim za primjenu, jer do sad
nije prijavljena niti jedna infekcija izazvana ovim probiotskim bakterijama.Pri istovremenoj
primjeni sa laktobacilusom ispoljavaju znacajno sinergisticko dejstvo. Probiotske bifidobakterije
do sada nisu pokazale nikakvu S$tetnu enzimsku aktivnost niti nezeljenu imunomodulaciju
[104].Radi potvrde sigurnosti upotrebe i podnosljivost bifidobakterija, provedeno je nekoliko
dugotrajnih intervencijskih studija kod djece i nedonos¢adi[105, 106, 107, 6] koje su potvrdile
njihovu bezbjednost 1 dobru podnosljivost.

S obzirom da tretman probioticima ima za cilj da povrati ili odrZi ravnotezu u
sastavucrijevne mikroflore, i time o¢uva homeostazu na nivou crijevne mukoze i oc¢ekivano je da
Su istrazivanja na ovom polju tako brojna[108].Uposljednjih 20godina istrazivanja u
podru¢juprobiotika su  znaCajno napredovala, a poseban napredak je ucinjen
uodabiruikarakterizacijispecifi¢nihprobiotickihkultura. ~ Veéina  tih  istraZivanjaima  za
ciljispitatifizioloSkeifunkcionalne osobinerazli¢itihprobiotic¢kihsojeva, njihove
mehanizmedjelovanja, indikacije te zdravstvenu korist od njihove primjene[109].

Nekoliko studija je ukazalo na moguc¢nost da je jedan od mehanizama pojacanja
integriteta crijevno mukozne barijere povecanje ekspresije gene odgovornih za signalni put
¢vrstih veza (TJ) izmedu Celija crijevnog epitela. Na modelu celijske kulture je otkriveno da

laktobacili uti€u na regulaciju nekoliko gena koji kodiraju proteine odgovorne za adhezivne
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meducelijske veze, kao $to su katenin i 3-kadherin [110].

U jednom istrazivanju na zdravim dobrovoljcima koji su uzimali razli¢ite vrste probiotika
je dokazano smanjenje nekih soj-specifi¢nih anti-inflamatornih efekata [111].Kuisma i saradnici
su u svom istrazivanju ustanovili da je dodavanje Lactobacillus rhamnosus GG povecalo broj
fekalnih laktobacila u odnosu na ukupne fekalne anaerobe mada nisu dokazali ta¢no terapijsko
mjesto i doziranje u terapiji crijevnih dzepova [112].Dokazano je da Lactobacillus rhamnosus
GG moze da se in vivo adherira na mukozu debelog crijeva i da, iako je je to privremeno, ostaje
na mukozi i nakon vise od nedjelju dana od prestanka primjene probiotika [113].

Suplementacija probioticima ispitivana na zdravim dobrovoljcima je pokazala da odredeni
probiotski sojevi mogu poboljsati nespecificni imuni odgovor, ali je uticaj na adaptivni ¢éelijski 1
humoralni imuni odgovor zanemarljiv [91].1 drugi istrazivaci su ustanovili da unos laktobacila
pojac¢ava neimunoloske odbrambene barijere domacina, tako Sto pojacava lucenje defenzina, $to
se vidjelo na in vitro modelu, kao i produkcijumucina in vivo kod zivotinja[114, 115].

Imunoloski efekti laktobacila povezuju se sa indukcijom sinteze brojnih citokina kao $to
su IL-10 (interleukin-10), IL-1B, IFNy (interferon y), IL-6, IL-8; sa poveéanjem fagocitne
aktivnosti perifernih polimorfonukleara i mononukleara, sa povecanjem aktivnosti NK ¢elija i sa
povecanjem lucenja sIgA. Svi opisani mehanizmi dovode do jacanja nespecifi¢nih sistema
odbrane bez posljedi¢ne aktivacije adaptivhog imunog odgovora. Bibiloni i saradnici su
ustanovili da je, kod pacijenata sa blagim do umjereno teskim oblikom ulceroznog kolitisaa koji
nisu odgovarali na konvencionalnu terapiju, dodatak VVSL3 probiotika doveo do remisije bolesti
kod 77% oboljelih [116].

Prirodni stanovnici gastrointestinalne flore, posebno laktobacili, imaju sposobnost
hidrolize konjugovanih Zuc¢nih kiselina koje su prisutne u velikim koli¢inama u crijevima.
Konjugovane Zu¢ne kiseline mnogo bolje omogucavaju emulzifikaciju, digestiju 1 apsorpciju
lipida nego nekonjugovani oblici. Osim toga veéina ksenobotika upravo se metaboliSe i izlucuje
putem zuci, a oni koji se ne apsorbuju podlozni su dekonjugaciji od strane mikroorganizama.
Ovaj klju¢ni proces poznat je kao enterohepati¢ni recirkulacija. Primjena antibiotika moze da
redukuje broj bakterija te da redukuje enterohepaticku recirkulaciju, dovode¢i do redukcije
koncentracije lijekova[52].

Ispitivanja sa B. lactis BB12 su pokazala da je prezivljavanje pri prolasku kroz crijeva

dozno zavisno[117].Potvrda prisustva probiotika u fekalnom sadrzaju pri oralnoj primjeni je
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standardna metoda koja pokazuje njihovo prezivljavanje u crijevima [118].Medutim, potvrda
prisustva ne mora da znaci da su te bakterije i sposobne da se adheriraju za crijevni mukus. Do
sad je dokazano isklju¢ivo prolazno naseljavanje probiotskih bakterija u probavnom traktu, tako
da nakon prestanka primjene probiotika, njihov broj rapidno pada [119] Sto bi i bilo u skladu sa
novim Kriterijumima o karakteristikama probiotika[120].

Poslednjih godina se intenzivno istrazuje dejstvo probiotika u prevenciji i lijecenju
zaraznih bolesti i alergija u djecijoj dobi. Dokazano je, posebno u djecijoj dobi, da je L.
rhamnosus GG efikasan u lije¢enju proliva, u prevenciji proliva izazvanih primjenom antibiotika
ida je efikasna u modulaciji imunog odgovora [121].

Osim toga kombinacija L. rhamnosus GG i B. lactis BB12 se pokazala uspjeSsnom u
prevenciji i lijeenju atopijskog ekcema izazvanog alergijom na kravlje mlijeko[122]. U prvoj
pedijatrijskoj randomizovanoj, placebo kontrolisanoj studiji kod oboljelih od ulceroznog kolitisa,
doSlo se do zapazanja da je primjena mjeSavine probiotika VSL 3, efikasna 1 sigurna te da je
dokazna uloga probiotika u odrzavanju remisije [123].

Probiotici mogu poboljsati odbrambeni sistem domacina pripremom i kondicioniranjem
imunog odgovora sluznice [124]. Permeabilnost crijevne barijere se mijenja kod netolerancije
pojedinih vrsta hrane, npr. celijakije ili enteropatije izazvane NSAIL kao i raznim inflamatornim
oboljenjima ukljuéujuci i inflamatornu bolest crijeva[125]. Na nekoliko eksperimentalnih modela
je pokazano da probioticimogu da sprijeCe promjenu u cCelijskoj propusnosti, vjerovatno putem
adhezije bakterija nacrijevnu mukozu[126-128].

U ispitivanju sa Lactobacillus acidophilus NCFM je uoceno suprimirajuce dejstvo na
imuni sistem. Ova bakterija se moze vezati na povrSinski protein dendriti¢nih ¢elija domacina, §to
za posljedicu ima poja¢nu produkciju antinflamatornog IL-10 [129].Dokazano je da
Lactobacillus rhamnosus GG i Lactobacillus acidophilus soj LB stite epitelne ¢vrste veze od
labavljenja tokom nekog vanjskog stresa [130,131].Dokazano je i da mjeSavina sojeva
Lactobacillusreuteri moze dosegnuti epitel i prevenirati zapaljenje i translokaciju bakterija na
modelu eksperimentalnog kolitisa izazvanog DSS (Dextran Sulphate Sodium), zahvaljujuci
jacanju ¢vrstih veza ili pojacanom ekspresijom membrana vezuju¢ih mucina (MUC3) [93].

Probiotici se osim toga vezu i za crijevni mukus, sprje¢avajuci druge mucin-degradirajuce
bakterije da se vezu za crijevni zid [132-134].Probiotici djeluju na imuni odgovor djelujuci

direktno na imuni sistem, posebno na nastanakslgA [119] a i ucestvuju u modulaciji medijatora
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zapaljenja crijevnog epitela [135].
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1.6.Inflamatorna bolest crijeva

Inflamatorna bolest crijeva (IBD) je autoimuno oboljenje koje se manifestuje kao
ulcerozni kolitis ili Kronova bolest. Predstavljaju bolesti modernog drustva i njihova frekvencija
u razvijenim dijelovima svijeta raste jo§S od sredine 20-ih godina proSlog vijeka. U opstoj
populaciji, incidenca i prevalenca ulceroznog kolitisa su vece od incidence i prevalence Kronove
bolesti, dok je u pedijatrijskoj populaciji prevalenca ulceroznog kolitisa manja od Kronove
bolesti. Najveca pojavnost bolesti je uofena medu stanovni$tvom sjeverne Evrope, a medu
narodima kontinentalne Azije je najniza.

Smatra se da je zapadnjacki nacin Zivota karakterisan sa puSenjem, ishranom bogatom
mastima i Secerom, velikom upotrebom lijekova, stresom i visokim socioekonomskim statusom,
visoko povezan sa pojavom inflamatorne bolesti crijeva. IBD je pokazao i odredenu vezu sa
apendektomijom. Uklanjanje zapaljenog crvuljka u ranoj zivotnoj dobi je udruZeno sa
smanjenjem incidence ulceroznog kolitisa, ali sa povecanjem incidence Kronove bolesti[136].

Nova istrazivanja imunoloske, mikrobioloske i geneticke osnove obe forme IBD podupiru
trenutno vaze¢i model bolesti koji kaze da IBD predstavlja oboljenje koje nastaje zbog
poremecenog odgovora mukoznog imunog sistema na antigene crijevnih komenzala kod genetski
osjetljivih osoba [7].U potpunosti je jasno da genetsku osnovu bolesti ¢ine faktori od kojih zavisi
komponente urodenog i steCenog imuniteta, kao i regulacija funkcije crijevno-epitelne barijere i
sastav normalne crijevne flore. Na stanje genetske osjetljivosti za razvoj IBD uticu 1 veé
pomenuti faktori okoline, ali je 1 dalje ostala nepoznanica koji to okida¢ pokrece
bolest.Uglavnom, jednom zapoceto oboljenje zavrsi kao hroni¢no oboljenje koje se karakteriSe
pretjeranim imunim odgovorom stecenog imuniteta. Taj pretjerani odgovor se manifestuje
produkcijom agresivnih T i B limfocita. T ¢elije koje su odgovorne za inflamaciju u IBD su ve¢
polarizovane pod uticajem razli¢itih faktora urodenog imunog sistema, za lucenje odredenih
citokina, a B ¢elije proizvodnjom IgA, IgM 1 IgG antitijela dovode organizam u stanje hroni¢ne
inflamacije[137].

U novije vrijeme, poremecaji gastrointestinalnog trakta su direktno povezani sa pocetkom
1 razvojem raznih autoimunih bolesti; tu se posebno misli na poremecaj crijevnog motiliteta i
pretjerano bujanje mikrorganizama (posebno fermentacijskih bakterija 1 gljivica zbog neSto

kiselijeg sadrzaja crijeva) [138].Pretpostavlja se da takvo bujanje remeti fizioloske i biohemijske
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procese 1 pogorsava zapaljenje udruzeno sa autoimunos¢u. Ovo je takode povezano i sa pojavom
dugotrajnih komplikacija, te loSijom prognozom bolesti, slabijim terapijskim odgovorom i
pogorsanjem kvaliteta zivota.

Smatra se da gubitak tolerancije prema vlastitom tkivu od strane imunog sistema moze
biti izazvan brojnim faktorima uklju¢ujuéi infekciju, pretjeranu aktivnost DC izazvanih crijevnim
mikrororganizmima, neadekvatnom regulatornom funkcijom T i B limfocita ili genetskim
faktorima. Savremena klinicka i nau¢na istrazivanja sugerisu, osim T limfocita, veliki znacaj i B
limfocita u razvoju i progresiji razli¢itih autoimunih bolesti[139].

Dokazano je da i u dijabetesu, antitijela napadaju beta celije izazivajuéi zapaljenje i
destrukciju pankresa [140].1 u reumatoidnom artritisu antitijela reaguju sa gama globulinima
formirajuci komplekse koji sluze kao okidaci zapaljenja [141].

Imuni sistem crijeva normalno toleriSe komenzalne mikroorganizme, pa je jedan od
vazecih postulata u etiologiji IBD, da je gubitak tolerancije, kljuéni momenat za pocetak bolesti.
Istrazivanja na Zivotinjskim modelima IBD pokazuju gubitak tolerancije [142] ali potvrde istog
dogadaja na humanom modelu u slu¢aju Kronove bolesti su vrlo ogranic¢ena ili ako je u pitanju
ulcerozni kolitis, nisu ni ustanovljene.

Odgovor na pitanje $ta to ¢ini normalnu crijevnu floru, i kako izgleda sastav crijevne flore
kod oboljelth od IBD c¢emo dobiti tek =zavrSetkom projekta humanog mikrobioma
[143].Koncenzusom je potvrdeno da je gustina crijevnih bakterija veca kod oboljelih od IBD
nego kod zdravih osoba, ali nije ustanovljeno da li je takva promjena odgovorna za pojavu bolesti
[144].Cinjenica da antibiotska terapija ne donosi nikakvu korist kod oboljelih od ulceroznog
kolitisa govori protiv toga da bakterije imaju vaznu ulogu u ovoj bolesti. S druge strane, kod
Kronove bolesti imamo pojavu pozitivnih efekata nakon primjene antibiotika [145].

Poremecaj u funkciji intestinalne barijere je jedna od karakteristika IBD. On moZe da
zahvati razli¢ite nivoe zastitnih mehanizama kao Sto su npr. poremecaj funkcije PRR, poremecaj
u proizvodnji AMP, osteéenje mukusnog sloja, poremecaj procesa autofagije ili povecana
intestinalna propustljivost, §to za posljedicu ima invaziju patogena. Nastali kontakt bakterija sa
epitelom 1 mukoznim imunim sistemom, dovodi do snazne aktivacije imunog sistema koja u
konacnici izaziva hroni¢no crijevno zapaljenje[136].

Za Kronovu bolestje tipi¢na hipertrofija peharastih ¢elija i povecanje debljinemukusnog

sloja. Uoceno je i povecanje intestinalne propustljivosti, za kojuse pretpostavlja da je, kod
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aktivne bolesti, izazvano povecanim lu¢enjem TNFa i IFNykoji su inace odgovorni zaapoptozu
epitelnih celija [146].U zdravomtkivu,cjelovitost epitela odrzavaju adhezivne i pukotinaste
meducelijske veze. Ove veze, u uslovimainflamacije,proinflamatorni citokini TNFa i IFNy ¢ine
propustljivim usljed smanjenja ekspresije proteina pukotinastih veza [147]5to je uoc¢eno kod obe
forme IBD.

Pojacana epitelna propustljivost je uocena i kod srodnika oboljelihod Kronove bolesti §to
ovaj faktor dovodi u vezu sa ranom fazom oboljenja. Dokazana je i translokacijabakterija sto se
moze povezati sa povecanom propustljivoséu barijere, ali i pripisati defektu u obradi i
prezentaciji bakterijskihantigena, odnosno smanjenom funkcionalno$¢u mijeloidnih ¢elija koje
ucestvuju unjihovom uklanjanju [35].

Za razliku od Kronove bolesti, kod ulceroznog kolitisa je pronadeno smanjenje broja
peharastih ¢elija i smanjenje proizvodnje mucina 2 (MUC2) te smanjenje debljine mukusnog
sloja. U ulceroznom kolitisu nije zapazeno povecanje propustljivosti crijevno-mukozne barijere
niti translokacija luminalnih mikroorganizama, $to je jedna od znacajnih razlika u odnosu na
Kronovu bolest. Takode je primjeceno da, za razliku od Kronove bolesti gdje postoji
transmuralna inflamacija, kod ulceroznog kolitisa zapaljenje ne prodire dublje od submukoze
[146].Smatra se da je pocetna promjena, koja zapocinje oboljenje, atipi¢na aktivacija Th2
limfocita pri ¢emu u kolonu nastaju netipi¢ne T Celije ubice.

Aktivirani Th2 limfociti po¢inju da luce znacajne koli¢ine proinflamatornog interleukina
IL 13 [148]koji je medijator u procesu epitelne citoksi¢nosti, apoptoze i disfunkciji crijevno-
epitelne barijere. Osim toga kod UK su prisutni Th2 polarizovane celije koje proizvode
interleukin-5. To ¢ini sluznicu kolona osjetljivijom na komenzale $to dalje produbljuje zapaljenje.
Iako je znaCaj poboljSavanja funkcije mukusne barijere tokom akutne faze IBD mali, tokom
perioda remisije je veliki jer je znac¢ajno produZava.

Aplikacija probiotika u autoimunim bolestima je pobudila veliko interesovanje. Na
zivotinjskom modelu dijabetes melitusa tip 1 je pokazan hipoglikemijski efekat probiotika [149].
Mogu¢i mehanizam djelovanja ukljucuje i antiinflamatorne efekte probiotika koji su doveli do
znacajnog smanjenja napretka bolesti i komplikacija [138]. S obzirom da je u pacijenata oboljelih
od IBD uocena izmjena sastava crijevne flore, zakljucilo se da bi probiotici mogli biti korisni u
lijecenju simptoma IBD[108].Uticaj Bifidobacterium breve i LGG na ekspresiju IL-17 i IL-23,

koji imaju vaznu ulogu u IBD, je ispitivan na 3D ko-kulturnom modelu, pri ¢emu su humane
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intestinalne Celije tretirane sa lipoproteinskim saharidom (LPS) u prisustvu i odsustvu bakterija.
Istrazivanje je pokazalo [150]da su Bifidobacterium breveand LGG smanjili LPS-om indukovanu
ekspresijulL-17,1L-23, NF-kB i CD40 kao i histonsku acetilaciju te blago povecali DNK
metilaciju.

Sahar i El-Bedewy su pokazali da je oralna suplementacija probiotika od pomoéi u
postizanju remisije i prevenciji relapse kod ulceroznog kolitisa. 8-nedeljna primjena probiotika je
znacajno smanjila koncentraciju IL-6, ekspresiju TNF-a i NF-kB p65 te nakupljanje leukocita u
kolonu i pokazala smanjenje aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO) i nivoa fekalnog kalprotektina
[151].Kod pacijenata oboljelih od Kronove bolesti koji su dobijali Lactobacilus rhamnosus GG
nije dokazano pozitivno dejstvo probiotika na postizanje i odrzavanje remisije[152].

Vecina objavljenih istrazivanja vezanih za uticaj probiotika na indukciju i odrzavanje
remisije bolestu u ulceroznom kolitisu uglavnom nisu bila randomizovana klinicka ispitivanja,
provodena su sa razli¢itim probiotskim formulacija, uglavnom su kratko trajala i provodena su na
relativno malom broju pacijenata. U tabelama 2. i 3. su navedene neke od studija koje su
provedene kod oboljelih od obe forme IBD, a pratila se indukcija i odrzavanje remisije bolesti.

Kod veéine studija (Tabela 2.) provedenih u pacijenata oboljelih od ulceroznog kolitisa je
uoceno da probiotici ispoljavaju pozitivno dejstvo i na postizanje i na odrzavanje remisije u

poredenju sa standardnom terapijom mesalazinom.
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Tabela 2. Kontrolisane studije u kojima je ispitivan uticaj probiotika na postizanje i odrZzavanje remisije u odraslih
oboljelih od ulceroznog kolitisa

[153] randomi 120 ECN 1917 1x10* dnevno vs 3 Nije uocena razlika u
zovana mesalazin 2.4 g dnevno (oba sa postizanju remisije
prednizonom i gentamicinom)
[154] randomi 90  VSL #39 x10'dnevno +225 2 Probiotici su izazvali
zovana balsalazid dnevno vs 4.5¢g znacajno vise remisija
balsalazid ili 2.4g mesalazin
dnevno
[155] randomi 20 100ml dnevno probiotickog 3 Znacajno poboljsanje
zovana mlijeka (BBr, BBi i LA 1 x 10'7) indeksa klinicke
vs placebo aktivnosti bolesti i
histoloskog skora u
probiotickoj grupi
randomi 18  Simbiotik 2x10" 1 Poboljasan nalaz pri
zovana Bifidobacterium longumi 6g sigmoidoskopiji i nalaz
fruktooligosaharida/inulin citokina u poredenju sa
mjesavina) plus SD VS SD placebo
randomi 120 ECN 1917 5x10° dnevno vs 3 Relaps bolesti 16% vs
zovana mesalazin 500 mg PO TID 11.3% statisticki jednako
randomi 21 100ml  dnevno  probitickog 12 Statisticki manje relapse
zovana miljeka (BBr, BBi i LA 1 x 10'7) u probioti¢koj grupi
sa SD vsSD samo
randomi 327 ECN 1917 200 mg (2.5.-25x 10°) 12 Relaps bolesti 36.4 % vs
zovana dnevno vs mesalazin 500 mg TID 33.9 % statisticki jednako
randomi 187 LGG  18x10° dnevno vs 12 Bez razlike u obimu
zovana mesalazina 2400 mg dnevno vs relapse poslije 6 ili 12

oboje

mjeseci ;LGG grupi
znacajno produzeno
vrijeme do relapsa
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Jo$ uvijek nema sigurnih podataka koji ukazuju na korisne efekte probiotika pripostizanju
i/ili odrzavanju remisije u Kronovoj bolesti (Tabela 3.) i prevenciji relapsa nakon hirurske
intervencije.Vecéina analiziranih studija su provedene na malom broju pacijenata $to moze
smanyjiti statisti¢ku snagu neophodnu za pokazivanje postojece razlike, te su potrebna ispitivanja

sa ve¢im brojem ispitanika.

Tabela 3. Kontrolisane studije u kojima je ispitivan uticaj probiotika na postizanje i odrzavanje remisije u odraslih
oboljelih od Kronove bolesti
Studija Dizajn studije Terapijski rezim Trajanje Ishod
. " u
mjesecima

remisije

LGG 2x10° dnevno vs 6 Nije uoceno povecanje
placebo (obe pracéene sa

randomizovana

= - kortikosteroidom i remisije
Odriavanje antibiotikom)
remisije
[162] randomizovana 28 ECNx10%*°dnevno vs placebo 12 Nema statisticki
znacajne razlike
[163] randomizovana 32 Saccharomyces boulargiilg 6 Probiotici sa
dnevno + mesalazin 1 g BID vs mesalazinom su
Prevencija mesalazin 1 g TID superiorni pri procjeni
relapse  poslije indeksa al_<tivnosti
hirurskog Kronove bolesti
zahvata
randomizovana 45 LGG 12x10%nevno vs placebo 12 Nema statisticki
znacajne razlike
randomizovana 30 Simbiotik 2000 vs placebo 24 Nisu uocene razlike ni
klini¢ki ni endoskopski
randomizovana 70 Lactobacillus johnsonii LAl 3 Nije uocena razlika u
10%° vs placebo relapsu pri
endoskopskom
pregledu
randomizovana 98 Lactobacillus johnsonii 6 Nije uocena razlika u
9 relapsu pri
LA14x10° vs placebo endoskopskom
pregledu
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2. HIPOTEZE
Osnovna pretpostavka istrazivanja jeste da bi peroralna primjena probiotika koji sadrzi 108do
10'%akterija/g Lactobacillus rhamnosus LG i Bifidobacterium BB-12 izmijenila sastav i uticala
na enzimsku aktivnost crijevne mikroflore, te tako povecala obim razgradnje sulfasalazina u
crijevima, i povecala nastanak njegovih metabolita mesalazina (5-ASA) i sulfapiridina (SP).
Iz navedenih pretpostavki su formulisane sljedece hipoteze:
Nulta hipoteza
Kratkotrajno i dugotrajno peroralno primjenjeni probiotici ne uticu na sastav i enzimsku aktivnost
crijevne mikroflore, te ne povecavaju obim razgradnje sulfasalazina u crijevima i ne povecavaju
nastanak njegovih metabolite.
Istrazivacka hipoteza
1. Kratkotrajna peroralna primjena probiotika uti¢e na sastav i enzimsku aktivnost crijevne
mikroflore, te povecava obim razgradnje sulfasalazina u crijevima i povecava nastanak
njegovih metabolite.
2. Dugotrajna peroralna primjena probiotika uti¢e na sastav i enzimsku aktivnost crijevne
mikroflore, te povecava obim razgradnje sulfasalazina u crijevima i povecava nastanak

njegovih metabolite.

3. CILJEVIISTRAZIVANJA
Radi dokazivanja istrazivackih hipoteza formulisani su sljedeci ciljevi istrazivanja:

1. lIspitati uticaj kratkotrajne peroralne primjene probiotika na sastav i enzimsku aktivnost
crijevne mikroflore kod pacijenata oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva, kao i uticaj
na obim razgradnje sulfasalazina u crijevima i nastanak njegovih metabolita.

2. Ispitati uticaj dugotrajne peroralne primjene probiotika na sastav i enzimsku aktivnost
crijevne mikroflore kod pacijenata oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva, kao i uticaj

na obim razgradnje sulfasalazina u crijevima i nastanak njegovih metabolita.

32



4. ISPITANICI | METODE

Ispitivanje na pacijentima oboljelim od inflamatorne bolesti crijeva se provelo kao
Mmonocentri¢na, randomizovana, otvorena, kontrolisana studija faze IV sa paralelnim grupama u
trajanju od 8 nedjelja u koju je ukljuéeno 29 novooboljelih, do tad nelijeenih pacijenata.
Ispitivana populacija je podijeljena u dvije grupe; grupu Sulfasalazin sa 14 ispitanika i grupu
Sulfasalazin i probiotik sa 15 ispitanika. U ispitivanje je ukljuceno 15 osoba zenskog pola i 14
muskog pola. Ispitivanje je provedeno u Zavodu za farmakologiju i klini¢ku farmakologiju i u
gastroenteroloskoj ambulanti Univerzitetskog klini¢kog centraRepublike Srpske. Ispitivanje na

oboljelim od inflamatorne bolesti crijeva se provodilo u periodu od aprila 2013. do januara 2014
Protokol studijeje sproveden u skladu sa Helsinskom deklaracijom, kao i u skladu sa
nacionalnim zahtjevima za sprovodenje klinickih ispitivanja na ljudima. Protokol je razmotren i
odobren od strane Etickog odbora UKC Republike Srpske, a svi pacijenti su dali potpisanu

saglasnost za dobrovoljno ucestvovanje u studiji.

4.1.Ispitanici

Ispitanici oboljeli od inflamatorne bolesti crijeva su morali da ispune sljedece uslove za
ukljucivanje u ispitivanje:

- Potpisan informisani pristanak

- Dob od 18-70 godina

- Klini¢ki indikovana donja endoskopija

- Endoskopski potvrdena inflamatorna bolest crijeva ( IBD)-novotkrivena

- Patohistoloski (PH) potvrdjena IBD

- Ambulantni bolesnici

Kriterijumi za neukljucivanje ispitanika u studiju

Starost ispod 18 godina

Pseudomembranozni kolitis

Pozitivan nalaz stolice na patoloske bakterije, gljivice, protozoe ili parazite

Postojanje malignog oboljenja

Postojanje sré¢ane insuficijencije
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Postojanje bubrezne insuficijencije

Postojanje insuficijencije jetre

Ranija alergija ili nepodnosenje SSZ

Ranija alergija ili nepodnosenje probiotika

Ispitanici sa metabolickom boles¢u
Trudnice, dojilje i Zzene u generativnom periodu koje ne primenjuju adekvatnu zastitu od
trudnoce
Izrazena anemija ( E< 2.5 miliona Hgb< 70)
Primjena sistemskih kortikosteroida duza od 10 dana u prethodna 2 mjeseca
Sistolni pritisak ve¢i od 160 mm Hg
Dijastolni pritisak ve¢i od 95 mm Hg

Uces¢e u drugom klini¢kom ispitivanju u prethodna 3 mjeseca.

Kriterijumi za iskljucivanje iz studije

U slucaju akutne komplikacije ili potrebe za bilo kojom klinickom intervencijom koja
zahtjeva dodatnu terapiju

Ako se razvila neZeljena reakcija/dogadaj, koja sama po sebi uslovljava iskljucivanje iz
studije

Ako je doslo do nepostovanja usvojenog plana klini¢kog ispitivanja

Na li¢ni zahtjev

Odlukom glavnog ispitivaca

4.2.Primjenjeni lijekovi

U istrazivanju su koristeni:

1.

2.

probiotik u obliku kapsula koje sadrze 108do 10'° bakterija Lactobacillus rhamnosus GG i
Bifidobacterium BB 12zasti¢enog imena Normia proizvodaca Jadran galenski laboratorij,

Rijeka, Hrvatska.

sulfasalazin (SSZ) tablete od 500mg zasti¢enog imena Sulfasalazin proizvodaca Krka,

Novo Mesto, Slovenija.
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4.3.Metodologija istrazivanja
Studija se sastojala od 3 faze: odabiranja, randomizacije i terapijske primjene lijeka.

Faza I-odabiranje
Ispitanici su bili osobe oba pola kod kojih je na osnovu anamneze, fizikalnog pregleda,
laboratorijskih pretraga i endoskopske pretrage (kolonoskopije)potvrdena dijagnoza IBD.
Faza Il-randomizacija
U fazi randomizacije, ispitanici su dijeljeni, u odnosu 1:1, u 2 grupe. Ukoliko se randomizacija
odigrala u okviru od 14 dana od odabiranja, nisu ponavljane laboratorijske pretrage (uzimanje
standardnihuzoraka krvi, urina i stolice).
Faza Ill-lijecenje
Prva grupa pacijenata (grupa A) je primalasulfasalazin 3 puta dnevno po dvije tablete od 500 mg,
tokom 8 nedjelja, a druga grupa (grupa B) je primala sulfasalazin 3 puta dnevno po dvije tablete
od 500 mg 8 nedjelja, i probiotik,2 puta po 1 kapsulu (108 do 10% /g Lactobacillus rhamnosus
GG i Bifidobacterium BB-12)tokom 4 nedjelje. Terapija sa probiotikom u drugoj grupi (grupa B)
je pocela 2 nedjelje nakon pocetka terapije sulfasalazinom, trajala 2 nedelje te se nakon toga

prekinula na 2 nedelje, da bi se potom ponovo ukljucila i trajala do isteka 8 nedjelja.

Pacijenti su obavjesSteni da tokom ucesc¢a u ispitivanju ne smiju konzumirati mlijecne proizvode
sa dodacima probiotickih bakterijskih kultura.

Kontrolni pregledi ispitanika su vrSeni svake dvije nedjelje, pri ¢emu su uzimani uzorci stolice 1
prikupljenog 24h urina. Uzorci mukusa zida crijeva su uzeti pri prvom endoskopskom pregledu te

pri kontrolnoj endoskopiji, nakon zavrsetka ispitivanja.

4.3.1. Analiza uzoraka stolice

4.3.1.1.Standardna mikrobioloska kultivacija crijevnih bakterija iz fekalnog sadrzaja na

plocama sa krvnim agarom, u aerobnim i anaerobnim uslovima i odredivanje broja
bakterijskih kolonija (CFU) koji ¢e biti izrazen kao log 10 CFU

Od dijela uzorka stolice (F)je priredena fekalna suspenzija sa sterilnim fizioloskim rastvorom

(SF) u omjeru 1:10 (1g F+9 mL SF) te je promijesana na vortexu (30s/cycl u min oko 50% max).

Suspenzija je dalje razrjedivana sa SF do razrjedenja od 1073, Na plo¢e sa krvnim agarom, u

duplikatu, su zasijana razrjedenja 10 %13, te su kultivisana u aerobnim i anaerobnim uslovima
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na 37°C tokom 3 dana. Kao validne za brojanje uzimane su samo podloge koje su imale 30 do
300 CFU.

4.3.1.2.Spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivnosti crijevnih bakterija u fekalnom
sadrzaju: azo reduktaza, beta glukozidaza, beta glukuronidaza i nitroreduktaza se
radila po metodi opisanoj u radu Goldina BR [168]

Azoreduktaza esej
Priredena je suspenzija fecesa i 0.1M kalijum fosfatnog pufera ph 7.2u omjeru 1:10. Suspenzijaje
promijesana na vorteksu (30s/cycl u min oko 50% max).Reakcija je pocinjala dodavanjem 0.9 ml
fekalne suspenzije u 30 pl amarant rastvora (77.5 mM). Uzorci su promijesani na vorteksu i
inkubirani na 37°C, u vodenom kupatilu, aerobno i anaerobno. Uzorci u koli¢ini od 0.1 ml su
sakupljani u 10., 20. i 30. minuti i reakcija je prekidana dodavanjem 0.9 ml natrium azida (1
mM). Uzorci su potom promijeSani na vorteksu, centrifugiranina 15000 obrtaja 3 min i
odredivana jeUV apsorpcija supernatanta na 520 nm.
Kalibracioni standardi su priredeni pravljenjem serijskog razblaZenja rastvora amaranta do
koncentracije od 1.21, 2.42, 4.84, 9.68, 19.38, 38.75 1 77.5 uM. Poslije korekcije za razredivanje,
akivnost enzima je iskazana u mikromolovima amaranta razgradenog po gramu fekalne
suspenzije na sat.
Nitroreduktaza esej
Priredena je suspenzija fecesa i 0.1M kalijum fosfatnog pufera ph 7.2 u omjeru 1:10. Suspenzijaje
promijesana na vorteksu (30s/cycl u min oko 50% max).Reakcija je po¢injala dodavanjem 0.9 ml
fekalne suspenzije u 0.25 ml p-nitrobenzoi¢e kiseline (8.75 mM) rastvorene u dejonizovanoj
HPLC vodi. Uzorci su promijesani na vorteksu i inkubiranina 37°C, u vodenom kupatilu, aerobno
i anaerobno. Uzorci u koli¢ini od 0.1 ml su sakupljani ul0., 20. i 30. minuti i reakcija je
prekidana dodavanjem 0.1 ml trihloraceti¢ne kiseline (10%). Uzorci su promijeSani na vorteksu,
cenrifugirani na 15000 obrtaja 3 min i potom se 0.1 mL supernatanta prenosilo u nove epruvete.
U svaku od epruveta sa supernatantom je dodavano 0.1 ml rastvora natrijum nitrita (2.02mM) a
poslije 20 minuta se dodavalo 0.1 ml rastvora amonuim sulfamata (0.105). Pet minuta poslije,
dodavalo se 0.1.ml rastvora N-1-naftil etilendiamin dihrohlorida (54 mM) odredivana je UV
apsorpcijasupernatanta na 540 nm.

Kalibracioni standardi su priredeni pravljenjem serijskog razblazenja rastvora p-aminobenzoice
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kiseline do koncentracije 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 i 100uM.Poslije korekcije za razredivanje,
akivnost enzima je iskazana u mikromolovima p-aminobenzoi¢ne kiselinenastale po gramu
fekalne suspenzije na sat.

Beta glukuronidaza esej

Priredena je suspenzija fecesa i 0.1 M EDTA pufera pH 6.8 koji sadrzi 0.02 M kalijum fosfatnog
pufera u omjeru 1:10. Suspenzijaje promijeSana na vorteksu (30s/cycl u min oko 50% max).
Reakcija je pocinjala dodavanjem 0.9 ml fekalne suspenzije u 0.1 ml p-nitrofenil beta D-
glukuronid (1 mM) rastvorenog u dejonizovanoj HPLC vodi. Uzorci su promijesani na vorteksu i
inkubirani na 37°C,u vodenom Kupatilu, aerobno i anaerobno. Uzorci u koli¢ini od 0.1 ml su
sakupljani u 5., 10. i 20. minuti. Reakcija je prekidana dodavanjem0.5 ml glicinskog pufera (0.2
M, pH 10.4) a koli¢ina nastalog p-nitrofenolaje mjerena koristenjem UV apsorpcije na 420 nm.
Kalibracioni standardi su priredeni pravljenjem serijskog razblazenja rastvora p-nitrofenola do
koncentracije 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.50 i 1 mM. Poslije korekcije za razredivanje,
akivnost enzima je iskazana u mikromolovima p-nitrofenola nastalog po gramu fekalne
suspenzije na sat.

Beta glukozidaza esej

Priredena je suspenzija fecesa i pufera 0.1 M EDTA pufera pH 6.8 koji sadrzi 0.02 M kalijum
fosfatnog pufera u omjeru 1:10. Suspenzijaje promijesana na vorteksu (30s/cycl u min oko 50%
max). Reakcija je pocinjaladodavanjem 0.9 ml fekalne suspenzije 0.1.ml p-nitrofenil beta D-
glukozida(1 mM) rastvorenog u dejonizovanoj HPLC vodi. Uzorci su promijesani na vorteksu i
inkubirani na 37°C,u vodenom kupatilu, aerobno i anaerobno. Uzorci u koli¢ini od 0.1 ml su
sakupljani u 5., 10. i 15. minuti. Reakcija je prekidana dodavanjem 0.5 ml rastvora natrijum
hidroksida (0.1M) a koli¢ina nastalog p-nitrofenola se mjerila koristenjem UV apsorpcije na 420
nm.

Kalibracioni standardi su priredeni pravljenjem serijskog razblazenja rastvora p-nitrofenola do
koncentracije 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.50 i 1 mM. Poslije korekcije za razredivanje,
akitvnost enzima je iskazana u mikromolovima p-nitrofenola nastalog po gramu fekalne

suspenzije na sat.
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4.3.1.3.Mjerenje vrijednosti koncentracija (ng/mL) sulfasalazina i njegovih metabolita
sulfapiridina i mesalazina nastalih in vitro u fekalnoj suspenziji pacijenata pomocu
uredaja za tecnu hromatografiju sa masenim detektorom (LC-MS) po metodi opisanoj

u radu Guang-Zhi Gu et al.[169]
Od dijela uzorka fecesa (F) je priredena suspenzija sa sterilnim fiziolo§kim rastvorom (SF) u
omjeru 1:10 (1g F+9 mL SF) koja je promijesana na vortexu (30s/cycl u min oko 50% max). U
suspenzije je dodavano 100 pg standarda sulfasalazina(Sigma Aldrich) po 1 ml suspenzije, pa su
stavljene u termostat, pri aerobnim i anaerobnim uslovima, na 37°C 3 sata. Svakih pola sata je
uzimano po 0.1 mL uzorka (6 uzimanja), auzeti uzorci su zamrznuti na -20°C do analize na
uredaju za te¢nu hromatografiju sa masenim detektorom (LCMS-Thermo Scientific LCQ-Fleet)

po ranije opisanoj metodi[169].

4.3.1.4.1dentifikaciju probiotskih bakterija u fekalnom sadrzaju pacijenata PCR metodom i
elektroforezom na cipovima po metodi opisanoj u radu Walter J. et al.[170]
Od dijela uzorka fecesa je priredena suspenzija sa litickim puferom (LP) u omjeru 1:10 (1g F+9
mL LP) koja je promijesana na vortexu (30s/cycl u min oko 50% max). Liti¢ki pufer je prireden
0d25 mmol/L Tris-HCI pH 8.0, 10 mmol/L EDTA i 50 mmol/L glukoze. U duplikatu je uzeto po
1 mL suspenzije i uzorci su zamrznuti na -80°C do molekularne analize.

Molekularna detekcija i identifikacija probiotskih bakterija

Detekcija i djelimi¢na molekularna karakterizacija ispitivanih uzoraka fecesa obavljena je
primjenom metode lan¢ane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction, PCR). 1z ispitivanih
uzoraka izvrSena je ekstrakcija DNK, primjenjen je PCR sa setovima univerzalnih prajmera
HDA1-GC — HDAZ2, kao i prajmeri specifi¢ni za vrste Bifidobacter lactis i Lactobacillus
rhamnosus.Vizuelizacija dobijenih produkata je izvrSena elektroforetskim razdvajanjem
upotrebom elektroforeze na ¢ipovima.

Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK je uradena upotrebom Norgen Stool DNA Isolation kita.

Landana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Za detekciju bakterija iz izolovane DNK primenjena je PCR metoda sa jednim parom prajmera za

vrstu Bifidobacter lactis Lm3 i Lm26, kao i univerzalni set prajmera za detekciju bakterija u
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fekalnim uzorcima HDA1-GC — HDAZ2, kao i set specificnih prajmera Prl-Rhall za detekciju
vrste Lactobacillus rhamnosus.
PCR miks zapremine 25 pl sadrzao je: reakcioni pufer (u konacnoj koncentraciji od 10mM) Tris-
HCI, 2.5mM MgClz, 50mM KClI, svaki dNTPs u koncentraciji od 200 uM, 20 pmol forward i
reverse prajmera, 2.5U Tag DNA polimeraze i 1 ul fekalne DNK.
Specificni prajmeri Lm3 — Lm26

Ovaj par specifi¢nih prajmera omoguéava detekciju konzervativnog regiona unutar 16S rDNK roda
Bifidobacterium.
PCR amplifikacijauzoraka je izvedena u termosajkleru Eppendorf Mastercycler, (Eppendorf,
Germany) prema sljede¢em programu:

- Pocetna denaturacija pri 94°C u trajanju od 30 sekundi.

- 30 ciklusa (denaturacija pri 94°C u trajanju od 1 min; vezivanje prajmera pri 54°C u

trajanju od 1 min i izduzivanje prajmera pri72°C u trajanju od 1 min i 30 sekundi)

- Finalno izduzivanje pri72°C u trajanju od 10 min.
Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkata o¢ekivane veli¢ine od oko 1350 bp.

Univerzalni prajmeri HDA1-GC — HDA2

Ovaj par univerzalnih prajmera omogucava umnozavanje V2-V3 regiona 16S rDNK
bakterija[170]

PCR amplifikacijauzoraka je izvedena u termosajkleru Eppendorf Mastercycler,
(Eppendorf, Germany)prema sljede¢em programu:

- Pocetna denaturacija pri 93°C u trajanju od 30 sekundi.

- 30 ciklusa (denaturacija pri 93°C u trajanju od 1 min; vezivanje prajmera pri 56°C u

trajanju od 1 min i izduzivanje prajmera pri68°C u trajanju od 1 min i 30 sekundi)

- Finalno izduzivanje pri68°C u trajanju od 7 min.
Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkata o¢ekivane veli¢ine od oko 200bp.

Specificni prajmeri Prl — Rhall
Ovaj par specifi¢nih prajmera omogucava umnozavanje 16S-23S regiona.
PCR amplifikacijauzoraka je izvedena u termosajkleru Eppendorf Mastercycler, (Eppendorf,
Germany) prema sledeCem programu:

- Pocetna denaturacija pri 92°C u trajanju od 30 sekundi.
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- 30 ciklusa (denaturacija pri 94°C u trajanju od 1 min; vezivanje prajmera pri 58°C u
trajanju od 1 min i 30 sekundi, izduZivanje prajmera pri72°C u trajanju od 1 min i 30
sekundi)

- Finalno izduzivanje pri72°C u trajanju od 10 min.

Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkata oc¢ekivane veli¢ine od oko 762 bp.
Kao neophodna kontrola u svim PCR reakcijama koris¢ena je PCR ¢ista voda (PCR smjesa sa
,,DNase-free” vodom).

Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakcije

Analiza PCR proizvoda uradena je nakon elektroforetskog razdvajanja dobijenih produkata

upotrebom elektroforeze na ¢ipovima MultiNA Shimadzu Biotech (Shimadzu,Japan).

4.3.2. Analiza mukusa zida crijeva
Uzorak mukusa sa zida zavrSnog dijela kolona je uziman u dva navrata; prvi uzorak je uzet na
rektoskopiji prije pocetka lijecenja, a drugi na rektoskopiji nakon poslednje (4.) kontrole.
Pacijenti su za pregled pripremani primjenom lijeka bisakodil. Uzorak mukusa je uziman pomocu
cetkica tokom rektoskopije. Od dobijenih uzoraka mukusa su priredene suspenzije sa sterilnim
fiziolo§kim rastvorom (SF) u omjeru 1:10, a potom su promijesane na vortex-u (30s/cycl u min
oko 50% max). Suspenzije su dalje razrjedivane sa SF do razrjedenja od 10™*. Na plode sa krvnim
agarom, u duplikatu, su zasijana razrjedenja 10 *, te kultivisana u aerobnim i anaerobnim

uslovima na 37°C tokom 3 dana. Broj bakterijskih kolonija (CFU) je izrazen kao log 10 CFU.

4.3.3. Analiza 24-¢asovnog urina
4.3.3.1.Mjerenje  vrijednosti  koncentracija  (ng/mL) sulfasalazina i  njegovih
metabolitasulfapiridina i mesalazina u 24 ¢asovnom urinu cija je identifikacija vrsena
pomocu uredaja za tecnu hromatografiju sa masenim detektorom (LCMS)po metodi
opisanoj u radu Guang-Zhi Gu et al.[169]
Prikupljeni 24 h urin je lagano promuckan i odliveno je u epruvete po 10 mL urina. Uzeti uzorci
su zamrznuti na -20°C do analize na uredaju za te¢nu hromatografiju sa masenim detektorom

(LCMS-Thermo Scientific LCQ-Fleet).
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4.4.Statisticka analiza

Kvalitativni podaci su prikazani kroz broj pojava i procentualnu zastupljenost.

Za prikaz kvantitativnih podataka koriSteni su pokazatelji deskriptivne statistike (broj ispitanika,
aritmetiCka sredina, standardna devijacija, standardna greSka aritmeti¢ke sredine, 95%-tni
interval povjerenja za aritmeticku sredinu, ekstremne vrijednosti, kvartili i medijana).
Normalnost raspodjele kod posmatranih obiljezja je testirana Kolmogorov-Smirnov-im testom
normalnosti.

Za uporedivanje srednjih vrednosti obiljezja prema ispitivanoj grupi koristen je ANOVA test za
ponavljaju¢a mjerenja (ako posmatrana obiljezja imaju normalnu raspodjelu), te neparametarski
Friedman-ov test za viSe nezavisnih uzoraka (ako posmatrana obiljezja nemaju normalnu
raspodjelu). U slucajevima kada je pomo¢u ANOVA testa za ponavljajuéa mjerenja pokazana
statisticki znaéajna razlika u srednjim vrijednostima obiljezja, raden je i Student-ov t test za
nezavisne uzorke radiuporedivanja srednjih vrijednosti obiljeZja za svaka dva mjerenja.

U slucajevima kada je pomocu Friedman-ovog testa za vise nezavisnih uzoraka pokazana
statisticki znacajna razlika u srednjim vrijednostima obiljezja, raden je i Mann-Whitney U test za
dva nezavisna uzorka radi uporedivanja srednjih vrijednosti obiljeZja za svaka dva mjerenja.

Kod koriStenja Student-ovog t testa za nezavisne uzorke, znacajnost razlike u varijansama
posmatranih obiljezja testirana je F testom.

Za uporedivanje srednjih vrijednosti posmatranih obiljezja na razli¢itim kontrolama koristen je
Student-ov t test za uparene uzorke (ako posmatrana obiljezja imaju normalnu raspodjelu),
odnosno neparametarski Wilcoxon-ov W test (ako posmatrana obiljezja nemaju normalnu
raspodjelu).

Za utvrdivanje stepena povezanosti (korelacije) razliCitih obiljezja koriStena je Spearman-ova
neparametarska korelacija (u ovim tabelama r oznacava koeficijent povezanosti ili korelacije, a p
oznacava znacajnost korelacije).

Kao statisti¢ki znacajne uzimane su vrijednosti u kojima je p< 0.05.

Za statisticku analizu, te tabelarne i graficke prikaze rezultata koristen je sljedeci software:

IBM SPSS Statistics 21.0; MS Office Word 2010 i MS Office Excel 2010.

Svi rezultati su predstavljeni tabelarnim prikazom i/ili graficki.
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5. REZULTATI

5.1. Broj fekalnih bakterija

Metodom brojanja kolonija (CFU) odredivan je ukupan broj aerobnih i anaerobnih bakterija u 1

gramu fecesa ispitanika, prije i poslije tretiranja u obje ispitivane grupe.
Broj CFU/g fecesa je potom izrazen kao log10.

Kao granica statisticke znac¢ajnosti uzet je p<0,05.

5.1.1 Broj bakterija u aerobnim uslovima
Poredenjem broja fekalnih bakterija u aerobnim uslovima kultivisanja prije tretmana i

razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin, nismo uodili stastisticki znacajne razlike, mada

na

je

prisutan trend rasta broja mikroorganizama. Prosje¢ne vrijednosti log CFU i zna¢ajnost promjene

unutar grupe su prikazane u Tabeli 4.

Tabela 4. Prosjecne vrijednosti log broja CFU u aerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 13 14 14 14
Aritmeticka sredina 12.647 13.134 13.235 13.077 12.843
Standardna devijacija 1.948 2.248 1.825 2.171 2.761
Standardna greska aritmeticke sredine 0.540 0.624 0.488 0.580 0.738
95% interval Donja granica 11.588 11.912 12.279 11.940 11.397
el Gornja granica 13.706 14.356 14.190 14.215 14.290
Medijana - Q2 13.518 14.143 13.903 14.126 14.007
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.748
p<0.05
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Poredenjem broja fekalnih bakterija u aerobnim uslovima kultivisanja prije tretmana i na
razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin i probiotik, nismo uocili stastisticki znacajne razlike,
mada je i u ovoj grupi prisutan trend rasta broja mikroorganizama. Prosje¢ne vrijednosti log CFU

i znaCajnost promjene unutar grupe su prikazane u Tabeli 5.

Tabela 5.Prosje¢ne vrijednostilog broja CFU u aerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 12 14 14 14 14
Aritmetic¢ka sredina 12.160 12.684 13.156 12.405 12.736
Standardna devijacija 2.358 2.344 1.730 2.553 2.078
Standardna greska aritmeticke sredine 0.681 0.626 0.462 0.682 0.555
95% interval Donja granica 10.826 11.456 12.250 11.068 11.647
povjerenja Gornja granica 13.494 13.911 14.062 13.743 13.825
Medijana - Q2 12.130 13.191 13.918 13.566 13.932
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.745

p<0.05
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Poredenje broja bakterija izmedu eksperimentalnih grupa, nije pokazalo statisticki znacajne
razlike u broju fekalnih bakterijai u skladu su sa onim dobijenim poredenjem unutar grupa.

(Grafikon 1).
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Grafikon 1. Vrijednosti broja bakterijau aerobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.1.2 Broj bakterijskih kolonija u anaerobnim uslovima
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Poredenjem broja fekalnih bakterija u anaerobnim uslovima kultivisanja prije tretmana i na

razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin, nismo uocili stastisticki znafajne razlike,mada je

prisutan trend rasta broja mikroorganizama.
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Prosjeéne vrijednosti log CFU i znacajnost promjene unutar grupe su prikazane u Tabeli 6.

Tabela 6.Prosje¢ne vrijednosti log broja CFU u anaerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 13 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 13.604 14.026 13.639 13.651 14.137
Standardna devijacija 1.351 1.869 1.843 1.779 1.356
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.375 0.518 0.493 0.476 0.362
95% interval Donja granica 12.869 13.010 12.673 12.719 13.427
povjerenja Gornja granica 14.339 15.042 14.604 14.583 14.847
Medijana - Q2 14.185 14.470 14.327 14.219 14.340
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.261
p<0.05

Poredenjem broja fekalnih bakterija u anaerobnim uslovima kultivisanja prije tretmana i

na

razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin 1 probiotik, nismo uocili stastisticki znacajne

razlike,mada je na prve dve kontrole prisutan trend rasta broja mikroorganizama, a na trecoj 1

cetvrtoj kontroli broj bakterija opada. Prosjec¢ne vrijednosti log CFU i znacajnost promjene unutar

grupe su prikazane u Tabeli 7.

Tabela 7.Prosje¢ne vrijednostilog broja CFU u anaerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 12 14 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 13.613 14.062 14.185 12.938 13.017
Standardna devijacija 2.141 1.598 0.831 2.459 2.344
Standardna greska aritmeticke sredine 0.618 0.427 0.222 0.657 0.627
95% interval Donja granica 12.402 13.225 13.750 11.650 11.789
povjerenja Gornja granica 14.824 14.899 14.620 14.226 14.245
Medijana - Q2 14.575 14.457 14.329 14.100 14.009
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.317
p<0.05

Poredenje izmedu eksperimentalnih grupa, nije pokazalo statisticki znac¢ajne razlike u broju
anaerobnih fekalnih bakterija(Grafikon 2).
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Grafikon 2.Vrijednosti broja bakterijau anaerobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

5.2 Analiza enzimske aktivnosti fekalne flore spektrofotometrijskom metodom

5.2.1. Azoreduktaza esej
Aktivnost enzima je iskazana u mikromolovima amaranta razgradenog po gramu fekalne

suspenzije na sat (umol/g)..

5.2.1.1 Aktivnost azoreduktaze u aerobnim uslovima

Ugrupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja, aktivnost azoreduktaze na svim
mjerenjima pokazuje statisti¢ki znacajan (p=0.016, p=0.04, p=0.010) pad vrijednosti (Tabela 8.,
Tabela 9. i Tabela 10.).

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 5. minuti na ¢etvrtoj kontroli su statisticki znacajno
manje nego prije ispitivanja (p = 0.013), na prvoj (p = 0.033) i drugoj kontroli (p = 0.011).
Srednje vrijednosti azoreduktaze na trecoj kontroli su statisticki zna¢ajno manje nego prije

ispitivanja (p = 0.022) i na prvoj kontroli (p = 0.009).
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Tabela 8.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 5.minuti pri aerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 4.13224 3.91434 3.69644 2.95228 2.93602
Standardna devijacija 1.29491 1.31090 0.81616 0.35662 0.34836
Standardna greska aritmeticke sredine 0.34608 0.35035 0.21813 0.09531 0.09662
95% interval Donja granica 3.45393 3.22765 3.26891 2.76547 2.74665
povjerenja Gornja granica 4.81056 4.60104 4.12397 3.13909 3.12539
Medijana - Q2 3.50779 3.43530 3.38194 *3.03148 *2.90882

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.016

p<0.05

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 10. minuti na trecoj kontroli su statisticki znacajno

manje nego prije ispitivanja (p = 0.011), na prvoj (p = 0.021) i drugoj kontroli (p = 0.019).

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 10. minuti na ¢etvrtoj kontroli su statisticki znacajno

manje nego prije ispitivanja (p = 0.007), na prvoj (p = 0.011) i drugoj kontroli (p = 0.035).

Tabela 9.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 10.minuti pri aerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 2.05599 2.02982 1.83582 *1.54089 *1.52162
Standardna devijacija 0.64787 0.67019 0.51189 0.32109 0.15648
Standardna greska aritmeticke sredine 0.17315 0.17912 0.13681 0.08581 0.04340
95% interval Donja granica 1.71662 1.67876 1.56767 1.37269 1.43656
povjerenja Gornja granica 2.39537 2.38089 2.10397 1.70908 1.60669
Medijana - Q2 1.72761 1.71725 1.67265 1.50658 1.54123

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.004

p<0.05

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 20. minuti na tre¢oj kontroli su statisticki znacajno
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manje nego prije ispitivanja (p = 0.022), na prvoj kontroli (p = 0.048) i na drugoj kontroli (p =
0.030). Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 20. minuti na Cetvrtoj kontroli su statisticki

znacajno manje nego prije ispitivanja (p = 0.009) i na prvoj kontroli (p = 0.033).

Tabela 10.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 20.minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmetic¢ka sredina 1.02970 1.00881 0.94438 0.76790 0.78290
Standardna devijacija 0.32432 0.33374 0.27183 0.14946 0.12113
Standardna greska aritmeticke sredine 0.08668 0.08920 0.07265 0.03994 0.03360
95% interval Donja granica 0.85981 0.83399 0.80199 0.68961 0.71705
povjerenja Gornja granica 1.19958 1.18363 1.08678 0.84619 0.84874
Medijana - Q2 0.83224 0.89339 0.83264 *0.76092 *0.74658

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.010

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene azoreduktaze u aerobnim uslovima kod
ispitanika iz grupe Sulfasalazin,nema(p=0.641)statisti¢ki znacajnih razlika (vidi Prilozi -Prilog
1).

| ugrupi Sulfasalazin i probiotik pri aerobnim uslovima kultivisanja aktivnost azoreduktaze na
svim mjerenjima pokazuje statisti¢ki znac¢ajan (p=0.001, p=0.002, p < 0.001) pad vrijednosti
(Tabela 11., Tabela 12. i Tabela 13.).

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 5. minuti (Tabela 11.) na drugoj kontroli su statisticki
znacajno manje nego na prvoj kontroli (p = 0.039) a srednje vrijednosti azoreduktaze na trecoj
kontroli su statisticki znac¢ajno manje nego na prvoj (p = 0.001) i drugoj kontroli (p = 0.022).
Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 5. minuti na cetvrtoj kontroli su statisti¢ki znacajno
manje nego prije ispitivanja (p = 0.021), na prvoj kontroli (p <0.001) i na drugoj kontroli (p =
0.043).
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Tabela 11.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 3.90519 4.41367 *3.80079 *3.29337 *3.10191
Standardna devijacija 1.10141 1.05806 1.08540 0.86000 0.30579
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.28438 0.27319 0.28025 0.22205 0.08173
95% interval Donja granica 3.34780 3.87822 3.25150 2.85815 2.94173
povjerenja Gornja granica 4.46257 4.94912 4.35008 3.72859 3.26210
Medijana - Q2 3.35804 4.40305 3.38672 3.24176 3.07768
ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.001
p<0.05

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 10. minutu na ¢etvrtoj kontroli su statisticki znacajno
manje nego prije ispitivanja (p = 0.009), te na prvoj (p = 0.008) i drugoj kontroli (p = 0.006).
Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 10. minutu na tre¢oj kontroli su statisticki znac¢ajno
manje nego prije ispitivanja (p = 0.017) i na drugoj kontroli (p = 0.009) (Tabela 12.)

Tabela 12.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 2.16536 2.07733 2.04929 1.70993 1.51358
Standardna devijacija 0.58344 0.58457 0.58454 0.35786 0.17564
Standardna greska aritmeticke sredine 0.15064 0.15094 0.15093 0.09240 0.04694
95% interval Donja granica 1.87010 1.78149 1.75347 1.52882 1.42157
povjerenja Gornja granica 2.46063 2.37316 2.34511 1.89103 1.60558
Medijana - Q2 2.07966 2.05178 1.81283 *1.60813 *1.49224

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.002

p<0.05

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 20. minutu na ¢etvrtoj kontroli su statisticki znacajno
manje nego prije ispitivanja (p = 0.009), te na prvoj (p = 0.001) i drugoj kontroli (p = 0.009).

Srednje vrijednosti azoreduktaze mjerene u 20. minutu na trecoj kontroli su statisticki znacajno
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manje nego nego na prvoj (p = 0.002) i drugoj kontroli (p = 0.002) (Tabela 13.)

Tabela 13.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 1.01682 1.09709 1.00254 0.84897 0.77342
Standardna devijacija 0.26958 0.29179 0.29240 0.19210 0.07748
Standardna greska aritmeticke sredine 0.06961 0.07534 0.07550 0.04960 0.02071
95% interval Donja granica 0.88040 0.94942 0.85456 0.75175 0.73283
povjerenja Gornja granica 1.15325 1.24475 1.15051 0.94619 0.81400
Medijana - Q2 1.02705 1.08880 0.88721 *0.76889 *0.76869

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka <0.001

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene azoreduktaze u aerobnim uslovima kod
ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik, se ne uocavaju(p=0.978)statisticki znacajne
razlike(vidi Prilozi-Prilog 2 ).

Razlike u srednjim vrijednostima azoreduktaze u aerobnim uslovima izmedu ispitivanih grupa
nisu bile statisti¢ki znacajne ni u jednom mjerenju prije ispitivanja, kao ni na jednom mjerenju na
kontrolama (p= 0.614,p= 0.636,p=0.861,p= 0.150 itd.) (vidi Prilozi-Prilog 3.)
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Vrijednosti azoreduktaze pri aerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama su
prikazane na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Vrijednosti azoreduktaze pri aerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.2.1.2 Aktivnost azoreduktaze u anaerobnim uslovima

U grupi Sulfasalazin pri anaerobnim uslovima kultivisanja, aktivnost azoreduktaze pokazuje nize
vrijednosti na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja ali bez (p=0.264,
p=0.250, p=0.089) statisti¢ke znacajnosti (vidi Prilozi-Prilog 4,51 6.).

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene azoreduktaze u anaerobnim uslovima kod
ispitanika iz grupe Sulfasalazinse ne uoc¢avaju(p=0.820)statisticki znacajne razlika (vidi Prilozi-
Prilog 7).

Ugrupi Sulfasalazin i probiotik pri anaerobnim uslovima kultivisanja,vrijednosti azoreduktaze
opadaju na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja, a statisticki znacajne
razlike (p= 0.030, p=0.007) su uocljive pri mjerenju u 5. i 10. minuti (Tabela 14,Tabela 15.).
Vrijednosti azoreduktaze mjerene u 20. minuti, su takode opadale u odnosu na vrijednosti prije
tretmana, ali bez (p=0.485) statisticki znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 8.).

Vrijednosti azoreduktaze mjerene u 5. minuti (Tabela 14.) na prvoj kontroli su statisticki

znacajno vece nego na trecoj (p = 0.002) i ¢etvrtoj kontroli (p = 0.013).

Tabela 14.Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 5. minuti pri anaeerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 4.04888 4.38107 3.83467 3.39606 3.14435
Standardna devijacija 1.35446 1.17534 1.23463 0.72997 0.44868
Standardna greska aritmeticke sredine 0.34972 0.30347 0.31878 0.18848 0.11991
95% interval Donja granica 3.36343 3.78627 3.20986 3.02665 2.90932
povjerenja Gornja granica 473432 4.97587 4.45948 3.76548 3.37939
Medijana - Q2 3.39150 3.96179 3.47752 3.16370 3.13980

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.030

p<0.05

Vrijednosti azoreduktaze mjerene u 10. minuti (Tabela 15.) na Cetvrtoj kontroli su statisticki
znacajno manje nego na prvoj kontroli (p = 0.002) dok su vrijednosti azoreduktaze na trecoj

kontroli statisticki znacajno manje od onih na prvoj (p < 0.001) i drugoj kontroli (p = 0.036).
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Tabela 15. Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 10. minuti pri anaeerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 2.04621 2.17046 1.98775 1.65704 1.61018
Standardna devijacija 0.66912 0.53064 0.63312 0.32750 0.21724
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.17277 0.13701 0.16347 0.08456 0.05806
95% interval Donja granica 1.70758 1.90192 1.66734 1.49130 1.49639
povjerenja Gornja granica 238483 243900  2.30815 182278  1.72398
Medijana - Q2 1.82160 1.95381 1.83753 1.55716 1.64557

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.007

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene azoreduktaze u anaerobnim uslovima unutar
grupe Sulfasalazin i probiotik, nema statisti¢ki znacajne razlike(p=0.931)izmedu kontrola (vidi
Prilozi-Prilog 9.).

Razlike u srednjim vrijednostima azoreduktaze u anaerobnim uslovima izmedu ispitivanih grupa
nisu bile statisti¢ki znac¢ajne ni u jednom mjerenju prije ispitivanja, kao ni na jednom mjerenju na

kontrolama (p= 0.098,p= 0.925,p=0.861,p= 0.098 itd.) (vidi Prilozi-Prilog 10.).
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Vrijednosti azoreduktaze pri anaerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama su

prikazane na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Vrijednosti azoreduktaze pri anaerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.2.2. Nitroreduktaza esej

Aktivnost enzima je iskazana u mikromolovima p-aminobenzoi¢ne kiseline stvorene po gramu

fekalne suspenzije na sat (umol/g)..

5.2.2.1. Aktivnost nitroreduktaze u aerobnim uslovima

Ugrupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja,vrijednosti nitroreduktaze su statisticki

znacajno rasle kroz kontrole u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja.

Na mjerenju u 5. minuti, srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su statisticki zna¢ajno

manje nego na prvoj (p <0.001), drugoj (p = 0.003), trecoj (p = 0.001) i Eetvrtoj kontroli (p =

0.002) (Tabela 16.).

Tabela 16.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.07637 0.20299 0.18474 0.21980 0.20754
Standardna devijacija 0.02053 0.08681 0.10329 0.10179 0.11174
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.00549 0.02320 0.02761 0.02720 0.03099
95% interval Donja granica 0.06562 0.15752 0.13063 0.16648 0.14680
povjerenja Gornja granica 0.08713 0.24847 0.23885 0.27312 0.26829
Medijana - Q2 0.06722 0.18329 0.15984 0.20126 0.17430

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka <0.001

p<0.05
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U 10. minuti srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su statisticki zna¢ajno manje nego

na prvoj (p <0.001), drugoj (p < 0.001), trec¢oj (p < 0.001) i ¢etvrtoj kontroli (p = 0.001). Srednje

vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisticki znacajno manje nego na trecoj kontroli

(p =0.041) (Tabela 17.).

Tabela 17.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina 0.04996 0.14430 0.13641 0.17000 0.14687
Standardna devijacija 0.01592 0.06505 0.05907 0.08580 0.08489
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.00426 0.01739 0.01579 0.02293 0.02354
95% interval Donja granica 0.04162 0.11022 0.10547 0.12506 0.10072
povjerenja Gornja granica 0.05830 0.17838 0.16735 0.21495 0.19301
Medijana - Q2 0.04687 0.12109 0.12499 0.15103 0.11145

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja <0.001

p<0.05

U 20. minuti srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su statisticki zna¢ajno manje nego
na prvoj (p <0.001), drugoj (p < 0.001), trecoj i (p < 0.001) i Cetvrtoj kontroli (p = 0.004) (Tabela

18.).
Tabela 18. Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.03959 0.11461 0.11380 0.13554 0.11814
Standardna devijacija 0.01694 0.04358 0.05215 0.06399 0.07427
Standardna greska aritmeti¢ke sredine 0.00453 0.01165 0.01394 0.01710 0.02060
95% interval Donja granica 0.03072 0.09179 0.08649 0.10202 0.07777
povjerenja Gornja granica 0.04846 0.13744 0.14112 0.16906 0.15852
Medijana - Q2 0.03554 0.11484 0.10820 0.12812 0.09413
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka <0.001
p<0.05
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Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene nitroreduktaze u aerobnim uslovima kod
ispitanika iz grupe Sulfasalazin, se uocava statisti¢ki znacajna razlika (p=0.026). Vrijednost prije
tretmana su veée U odnosu na one izmjerene na trecoj kontroli (Tabela 19.). Procentualna
promjena nitroreduktaze na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 4.12
%, a na 3. kontroli 3.21 %.

Tabela 19.Procentualna promjena nitroreduktaze po minutu
u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina -4.20874 -3.39954 -2.85391 -3.07205 -3.66730
Standardna devijacija 1.95766 1.37509 1.43601 0.89295 1.60543
Standardna greska aritmeticke sredine 0.52321 0.36751 0.38379 0.23865 0.44527
95% interval Donja granica -5.23423 -4.11985 -3.60614 -3.53980 -4.54002
povjerenja Gornja granica -3.18326  -2.67922  -2.10169  -2.60429  -2.79458
Medijana - Q2 -4.12172 -3.30579 -3.10001 -3.21087 -3.22065

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.026

p<0.05

| u grupi Sulfasalazin i probiotik pri aerobnim uslovima kultivisanja, aktivnost nitroreduktaze
statisticki znacajno raste kroz kontrole u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja. Medutim,
aktivnost nitroreduktaze pokazuje statisticki znacajan pad na 2. kontroli u 5. i 10. minuti mjerenja
(Tabela 20. i Tabela 21.) u odnosu na vrijednosti pri prvoj kontroli.Na mjerenju u 20.minuti
(Tabela 22.)se vise ne uocava statisticki znacajno smanjenje, ali suvrijednosti mjerene i na 2. i na
4. kontroli nize od onih na 1. i 3. kontroli .

Pri mjerenju u 5. minuti (Tabela 20) srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su
statisticki znac¢ajno manje nego na prvoj (p = 0.017), drugoj (p = 0.020), trecoj (p = 0.020) i
cetvrtoj kontroli (p = 0.012). Srednje vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisticki

znacajno manje nego na prvoj (p = 0.047) i na trecoj kontroli (p = 0.031).
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Tabela 20.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina 0.08884 0.21348 0.15257 0.22031 0.20500
Standardna devijacija 0.07308 0.13059 0.06261 0.15551 0.17137
Standardna greska aritmeticke sredine 0.01887 0.03372 0.01617 0.04015 0.04580
959% interval Donja granica 0.05186 0.14740 0.12088 0.14161 0.11523
povjerenja Gornja granica 0.12582 0.27957 0.18425 0.29900 0.29477
Medijana - Q2 0.06175 0.17820 0.14069 0.16726 0.12310

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.003
p<0.05

Pri mjerenju u 10. minuti (Tabela 21), srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su

statisticki znacajno manje nego na prvoj (p = 0.004), drugoj (p = 0.011), tre¢oj (p = 0.005) 1

cetvrtoj kontroli (p = 0.002). Srednje vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisticki

znacajno manje nego na prvoj kontroli (p = 0.027).

Tabela 21.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.05628 0.17620  0.11836  0.16145  0.14724
Standardna devijacija 0.05157 0.09870  0.05148  0.09170  0.12741
Standardna gre§ka aritmeticke 0.01331 0.02548  0.01329  0.02368  0.03405

sredine
95% interval Donja granica 0.03018 0.12625 0.09231 0.11504 0.08050

povjerenja  Gomjagranica  0.08238  0.22615  0.14441  0.20786  0.21398

Medijana - Q2 0.04375 0.14999  0.10468  0.12135  0.09348
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka <0.001
p<0.05
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Pri mjerenju u 20. minuti (Tabela 22) srednje vrijednosti nitroreduktaze prije ispitivanja su
statistiCki znacajno manje nego na prvoj (p = 0.011), drugoj (p = 0.010), trecoj (p = 0.006) i
cetvrtoj kontroli (p = 0.002).

Tabela 22.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.04252 0.11869 0.09364 0.13049 0.10828
Standardna devijacija 0.04228 0.07931 0.03935 0.08024 0.09173
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.01092 0.02048 0.01016 0.02072 0.02452
95% interval Donja granica 0.02113 0.07855 0.07373 0.08988 0.06023
povjerenja Gornja granica 0.06392 0.15883 0.11355 0.17109 0.15633
Medijana - Q2 0.03008 0.11249 0.08671 0.11288 0.06738
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka < 0.001
p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene nitroreduktaze u aerobnim uslovima kod
ispitanika iz grupeSulfasalazin i probiotik, se wuocavaju statisticki znacajne razlike
(p=0.029)(Tabela 23). Vrijednost prije tretmana je ve¢a u odnosu na one izmjerene na drugoj (p =
0.002) i trecoj kontroli (p = 0.008). Na cetvrtoj kontroli su uocljive statisticki znacajno vece
vrijednosti nego na drugoj (p = 0.016) i trecoj kontroli (p = 0.029).Procentualna promjena
nitroreduktaze na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 4.521 %, a na 2.
i 3. kontroli 3.115 %. i 3.072 %.

Tabela 23.Procentualna promjena nitroreduktaze po minutu
u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina -4.52153 -4.04827 -3.11521 -3.07939 -4.02889
Standardna devijacija 1.38841 3.49186 0.82248 1.03958 0.65430
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.35849 0.90160 0.21236 0.26842 0.17487
95% interval Donja granica -5.22416 -5.81540 -3.53144 -3.60549 -4.37163
povjerenja Gornja granica -3.81889  -2.28115  -2.69898  -2.55329  -3.68615
Medijana - Q2 -4.00873 -3.91711 -3.27185 -3.23730 -3.92745

ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja 0.029

p<0.05
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Razlike u srednjim vrijednostima nitroreduktaze u aerobnim uslovima izmedu ispitivanih grupa

nisu bile statisti¢ki znacajne ni na jednom mjerenju. Medutim, srednje vrijednosti procentualnog

pada nitroreduktaze po minutu na cetvrtoj kontroli su statisticki znacajno vece u grupi

Sulfasalazin i probiotik (Tabela 24).

Tabela 24.Poredenje aktivnosti nitroreduktaze u aerobnim uslovima

izmedu grupa

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treca kontrola

Cetvrta kontrola

Mjerenje

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14 0.06722 (0.06018 , 15 0.06175 (0.05237 ,
0.09145) 0.07269)

14 0.04996 (0.04162 , 15 0.05628 (0.03018,
0.05830) 0.08238)

14 0.03554 (0.02930, 15 0.03008 (0.02734 ,
0.04726) 0.03867)

14 -4.12172 (-4.27912,- 15  -4.00873 (-4.94374 , -
3.54764) 3.58290)

14 0.20299 (0.15752, 15 0.21348 (0.14740
0.24847) 0.27957)

14 0.14430 (0.11022, 15 0.17620 (0.12625 ,
0.17838) 0.22615)

14 0.11461 (0.09179, 15 0.11869 (0.07855,
0.13744) 0.15883)

14  -3.39954 (-4.11985,- 15  -4.04827 (-5.81540, -
2.67922) 2.28115)

14 0.15984 (0.11490, 15 0.14069 (0.10942 ,
0.20243) 0.16101)

14 0.13641 (0.10547 15 0.11836 (0.09231 ,
0.16735) 0.14441)

14 0.11380 (0.08649 , 15 0.09364 (0.07373,
0.14112) 0.11355)

14  -2.85391(-3.60614 ,- 15  -3.11521(-3.53144, -
2.10169) 2.69898)

14 0.20126 (0.14069 , 15 0.16726 (0.11724
0.27122) 0.25324)

14 0.17000 (0.12506 , 15 0.16145 (0.11504 ,
0.21495) 0.20786)

14 0.13554 (0.10202 15 0.13049 (0.08988 ,
0.16906) 0.17109)

14  -3.07205(-3.53980,- 15 -3.07939 (-3.60549 , -
2.60429) 2.55329)

13 0.17430 (0.13678 14 0.12310 (0.08910,
0.25089) 0.29388)

13 0.11145 (0.09322, 14 0.09348 (0.06041 ,
0.18853) 0.22134)

13 0.09413 (0.07460 , 14 0.06738 (0.04687 ,
0.15272) 0.16249)

13 -3.22065 (-3.69156, 14 -3.92745 (-4.41333, -
3.01836) 3.70687)

M:

M:

M:

= =z =z =

0.305

0.664

0.238

0.760

0.802

0.317

0.866

0.522

: 0.407

0.387

: 0.248

: 0.558

: 0541

: 0.798

: 0.853

1 0.984

: 0.396

: 0.396

: 0332

: 0.015

p<0.05
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Vrijednosti nitroreduktaze pri aerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama su

prikazane na grafikonu 5.
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Grafikon 5. Vrijednosti nitroreduktaze pri aerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.2.2.2. Aktivnost nitroreduktaze u anaerobnim uslovima

Ugrupi Sulfasalazin pri anaerobnim uslovima kultivisanja, aktivnost nitroreduktaze statisticki
znacajno raste na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (Tabela 25, Tabela 26
i Tabela 27).

Srednje vrijednosti nitroreduktaze mjerene u 5. minuti (Tabela 26) prije ispitivanja su statistickKi
zna¢ajno manje nego na prvoj (p = 0.002), drugoj (p = 0.001), trecoj (p < 0.001) i Cetvrtoj
kontroli (p = 0.001). Srednje vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisti¢ki znacajno

manje nego na tre¢oj kontroli (p = 0.001).

61



Tabela 25.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.07403 0.18267 0.18072 0.23794 0.19943
Standardna devijacija 0.02078 0.08930 0.08839 0.10429 0.10811
Standardna greska aritmeticke sredine 0.00555 0.02387 0.02362 0.02787 0.02998
95% interval Donja granica 0.06314 0.13589 0.13441 0.18331 0.14066
povjerenja Gornja granica 0.08491 0.22945 0.22702 0.29257 0.25820
Medijana - Q2 0.06722 0.16648 0.17586 0.22705 0.15945

ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja <0.001

p<0.05

Srednje vrijednosti nitroreduktaze mjerene u 10. minuti (Tabela 26) prije ispitivanja su statisticki

znacajno manje nego na prvoj (p < 0.001), drugoj (p = 0.001), tre¢oj (p < 0.001) i Cetvrtoj

kontroli (p = 0.003). Srednje vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisticki znacajno

manje nego na tre¢oj kontroli (p = 0.041).

Tabela 26.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.04962 0.14229 0.13146 0.16658 0.14126
Standardna devijacija 0.01659 0.06887 0.06166 0.07365 0.07583
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 0.00443 0.01841 0.01648 0.01968 0.02103
95% interval Donja granica 0.04094 0.10622 0.09916 0.12800 0.10003
povjerenja Gornja granica 005831 017836  0.16377 020516  0.18248
Medijana - Q2 0.04557 0.11353 0.12838 0.15546 0.11249

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka <0.001

p<0.05
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Srednje vrijednosti nitroreduktazemjerene u 20. minuti (Tabela 27) prije ispitivanja su statisti¢ki
znacajno manje nego na prvoj (p < 0.001), drugoj (p= 0.002), trecoj (p < 0.001) i Cetvrtoj kontroli
(p=0.003).

Tabela 27.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina 0.03981 0.11771 0.10490 0.13713 0.11213
Standardna devijacija 0.01571 0.05479 0.05198 0.06694 0.05853
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.00420 0.01464 0.01389 0.01789 0.01623
95% interval Donja granica 0.03158 0.08901 0.07767 0.10207 0.08032
povjerenja Gornja granica 0.04804 0.14641 0.13213 0.17219 0.14395
Medijana - Q2 0.03613 0.11523 0.08007 0.12109 0.09413
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka < 0.001
p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene nitroreduktaze u anaerobnim uslovima unutar
grupe Sulfasalazin, se uocava statisticki znacajna razlika (p=0.035) izmedu kontrola (Tabela 28).
Procentualna promjena nitroreduktaze na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti pokazuje
smanjenje za 4.113%, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli 2.75 %, 3.5 %, 3.38 % i 3.47 %.

Srednje vrijednosti procentualnog snizenjanitroreduktaze po minutu prije ispitivanja su statisticki

znacajno vece nego na prvoj kontroli (p= 0.035).

Tabela 28. Procentualna promjena nitroreduktaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina -3.90660 -2.63112 -3.36602 -3.48171 -3.51952
Standardna devijacija 1.27408 1.62892 1.43250 0.86951 0.89596
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.34051 0.43535 0.38285 0.23239 0.24849
95% interval Donja granica -4.57400 -3.48440 -4.11641 -3.93719 -4.00657
povjerenja Gornja granica -3.23919 -1.77784 -2.61563 -3.02624 -3.03247
Medijana - Q2 -4.11377 -2.75319 -3.50405 -3.38542 -3.47015
Friedman test p
za vie uparenih uzoraka 0.035
p<0.05
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| ugrupi Sulfasalazin i probiotik pri anaerobnim uslovima kultivisanja, aktivnost nitroreduktaze
raste kroz kontrole u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (Tabela 29, Tabela 30, Tabela 31.).
Prisutna je statisticki znaCajna razlika kod veéine mjerenih vrijednosti nitroreduktaze prije
ispitivanja i na kontrolama. Takode je uocljiv i pad aktivnosti enzima na drugoj i ¢etvrtoj kontroli

u odnosu na 1. i 3. kontrolu.

Srednje vrijednosti nitroreduktaze mjerene u 5. minuti (Tabela 29), prije ispitivanja su statisticki

znacajno manje nego na prvoj (p = 0.011), tre¢oj (p = 0.027) 1 Cetvrtoj kontroli (p = 0.022).

Tabela 29.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina 0.09749 0.21822 0.15434 0.21452 0.21589
Standardna devijacija 0.08809 0.13405 0.06807 0.12576 0.18999
Standardna greska aritmeticke sredine 0.02274 0.03461 0.01758 0.03247 0.05078
95% interval Donja granica 0.05291 0.15038 0.11989 0.15088 0.11637
povjerenja Gornja granica 0.14207 0.28606 0.18879 0.27817 0.31541
Medijana - Q2 0.06175 0.21416 0.14694 0.16101 0.12467
Treéi kvartil - Q3 0.08519 0.30170 0.18758 0.27903 0.30951

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.007

p<0.05
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Srednje vrijednosti nitroreduktaze mjerene u 10. minuti (Tabela 30) prije ispitivanja su statisti¢ki
znacajno manje nego na prvoj (p= 0.004), drugoj (p= 0.009), trec¢oj (p= 0.006) i Cetvrtoj kontroli
(p=0.002).

Tabela 30.Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.05330 0.16909 0.11607 0.15464 0.14995
Standardna devijacija 0.05067 0.09770 0.05019 0.09495 0.13221
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.01308 0.02523 0.01296 0.02452 0.03533
95% interval Donja granica 0.02765 0.11964 0.09067 0.10659 0.08070
povjerenja Gornja granica 0.07894 0.21853 0.14147 0.20270 0.21921
Medijana - Q2 0.04323 0.15832 0.11197 0.12812 0.09010
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka <0.001
p<0.05

Srednje vrijednosti nitroreduktaze mjerene u 20. minuti (Tabela 31) prije ispitivanja su statisticki
znacajno manje nego na prvoj (p= 0.020), trecoj (p= 0.036) i Cetvrtoj kontroli (p= 0.013). Srednje
vrijednosti nitroreduktaze na drugoj kontroli su statisti¢ki znacajno manje nego na trecoj kontroli

(p=0.025).

Tabela 31. Aktivnosti nitroreduktaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.05797 0.13731 0.09315 0.12635 0.11249
Standardna devijacija 0.07587 0.08611 0.04034 0.07132 0.09097
Standardna greska aritmeticke sredine 0.01959 0.02223 0.01042 0.01841 0.02431
95% interval Donja granica 0.01957 0.09373 0.07273 0.09025 0.06484
povjerenja Gornja granica 0.09636 0.18089 0.11356 0.16244 0.16014
Medijana - Q2 0.02969 0.11874 0.08476 0.10624 0.07070

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.002

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene nitroreduktaze u anaerobnim uslovima unutar
grupe Sulfasalazin i probiotik, se uocava statisticki znacajna razlika (p=0.036) izmedu kontrola
(Tabela 32). Procentualna promjena nitroreduktaze na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti
pokazuje smanjenje za 4.388 %, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli 2.972 %, 3.166 %, 3.215 % i 3.772 %.
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Srednje vrijednosti procentualnog snizenjanitroreduktaze po minutu prije ispitivanja su statisticki

znacajno vece nego na drugoj kontroli (p= 0.036) i na trecoj kontroli (p= 0.031).

Tabela 32.Procentualna promjena nitroreduktaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina -3.88906 -2.97280 -3.16624 -3.21530 -3.77243
Standardna devijacija 5.26913 1.79124 1.28167 1.27604 1.06593
Standardna greska aritmeticke sredine 1.36048 0.46250 0.33093 0.32947 0.28488
95% interval Donja granica -6.55561 -3.87929 -3.81486 -3.86106 -4.33080
povjerenja Gornja granica 122251  -2.06631  -2.51763  -2.56954  -3.21407
Medijana - Q2 -4.38810 -3.24383 -3.50819 -3.54241 -3.61284

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.036

p<0.05

Razlike u srednjim vrijednostima nitroreduktaze u anaerobnim uslovima izmedu ispitivanih grupa
nisu bile statisticki znacajne ni u jednom mjerenju prije ispitivanja, kao ni na jednom mjerenju na
kontrolama (vidi Prilozi-Prilog 11.).
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Vrijednosti nitroreduktaze pri anaerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama su

prikazane na grafikonu 6.

<
o

<
Ul

o
IS

o
w

o
N
—
—_—

e
=

Nitroreduktaza (micromol/h) u anaerobnim

1 el
KO K1 K2 K3 K4 KO K1 K2 K3 K4

s sl oo

Grafikon 6. Vrijednosti nitroreduktaze pri anaerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.2.3 Betaglukozidaza esej

Aktivnost enzima betaglukozidaze je iskazana u mikromolovima p-nitrofenola stvorenog po

gramu fekalne suspenzije na sat (umol/g).

5.2.3.1 Aktivnost betaglukozidaze u aerobnim uslovima
Ugrupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja uo¢avamo pad aktivnosti betaglukozidaze
na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (Tabela 33, Tabela 34 i Tabela 35).

Srednje vrijednosti betaglukozidaze mjerene u 5. minuti (Tabela 33) prije ispitivanja su statisti¢ki
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znacajno vece nego na trecoj kontroli (p = 0.026) i na ¢etvrtoj kontroli (p = 0.003).

Tabela 33.Aktivnosti betaglukozidaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina 2.83233 2.45737 1.96397 1.77374 1.49692
Standardna devijacija 1.42625 2.28838 1.52321 0.85105 0.52979
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.38118 0.61160 0.40709 0.22745 0.14694
95% interval Donja granica 2.08521 1.25864 1.16606 1.32793 1.20893
povjerenja Gornja granica 357944 365610  2.76187 221954  1.78491
Medijana - Q2 2.70665 1.45094 1.52686 1.61122 1.48709
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.043
p<0.05

Srednje vrijednosti betaglukozidaze mjerene u 10. (Tabela 34) i 20. minuti (Tabela 35) na
kontrolama opadaju u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja, ali izmedu njih nema statisticki
znacajne razlike.

Tabela 34. Aktivnosti betaglukozidaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmetic¢ka sredina 1.28954 1.14786 0.96287 0.87955 0.74633
Standardna devijacija 0.66556 1.00732 0.74747 0.41123 0.25826
Standardna greska aritmeticke sredine 0.17788 0.26922 0.19977 0.10991 0.07163
95% interval Donja granica 0.94090 0.62019 0.57133 0.66414 0.60593
povjerenja Gornja granica 1.63818 1.67552 1.35442 1.09497 0.88672
Medijana - Q2 1.20148 0.75741 0.72668 0.78633 0.79898

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.098

p<0.05
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Tabela 35. Aktivnosti betaglukozidaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 13 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.72222 0.54001 0.56153 0.57122 0.48833
Standardna devijacija 0.33533 0.22237 0.26390 0.26297 0.17517
Standardna greska aritmeticke sredine 0.09300 0.05943 0.07053 0.07028 0.04858
95% 'interyal Donja granica 0.53993 0.42353 0.42328 0.43347 0.39311

povjerenja
Gornja granica 0.90450 0.65650 0.69977 0.70897 0.58356
Medijana - Q2 0.75088 0.52321 0.50554 0.47582 0.49630
ANOVA test p

za ponovljajuca mjerenja
0.338

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene betaglukozidaze u aerobnim uslovima unutar
grupe Sulfasalazin, ne uocava se statisticki znacajna razlika (p=0.842) izmedu kontrola (vidi
Prilozi-Prilog 12). Procentualna promjena betaglukozidaze na mjerenju prije tretmana u svakoj
minuti pokazuje smanjenje za 8.621 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 7.905 %, 7.047 %, 6.792 % i
6.799%.

| ugrupi Sulfasalazin i probiotik pri aerobnim uslovima kultivisanja uocavamo pad aktivnosti
betaglukozidaze na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (vidi Prilozi-Prilog
13, 141 15) ali bez statisticke znacajanosti (p= 0.106, p=0.216, p=0.110).

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene betaglukozidaze u aerobnim uslovima ni unutar
grupe Sulfasalazin i probiotik, se ne uocava statisticki znacajna razlika (p=0.842) izmedu
kontrola (vidi Prilozi-Prilog 16.). Procentualna promjena betaglukozidaze na mjerenju prije
tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 8.227 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 7.139 %,
7.388 %, 6.588 % 1 6.951%.
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Nakon poredenja aktivnosti betaglukozidaze izmedu grupa pri aerobnim uslovima, uocili smo
statisticki znacajnu razliku u tre¢oj kontroli na mjerenjima u 5. i 10. minuti. Pokazatelji enzimske
aktivnosti u grupi Sulfasalazin su bili statisti¢ki znac¢ajno veé¢i od onih u grupi Sulfasalazin i
probiotik (Tabela 36).

Tabela 36.Poredenje aktivnosti betaglukozidaze u aecrobnim uslovima

izmedu grupa

Mjerenje Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prije ispitivanja 5 min 14  2.83233(2.08521, 15  2.50098 (1.56482, 0.595
3.57944) 3.43715)
10min 14  1.28954(0.94090, 15 1.14099 (0.65072, 0.637
1.63818) 1.63126)
20min 13  0.72222(0.53993, 15 0.59187 (0.40591 , 0.339
0.90450) 0.77783)
Promjena 14 -6.88113(-7.18304,- 15 -6.77325(-7.89605, - 1.000
6.48754) 6.53124)
Prva kontrola 5 min 14 1.45094 (1.02434 15  1.01228 (0.78090, 0.163
2.07277) 2.04867)
10min 14  0.75741(0.50373, 15 0.46276 (0.38804, 0.102
1.03880) 0.88936)
20min 14 052321 (0.31641, 15 0.32605 (0.26100, 0.116
0.69707) 0.67619)
Promjena 14 -6.65770(-9.31090,- 15 -6.58910 (-7.94279, - 0.896
6.45244) 6.40284)
Druga kontrola 5 min 14 152686 (1.00023, 15  1.85103 (0.79055, 0.896
2.51143) 2.78137)
10min 14  0.72668 (0.57724, 15  0.90985 (0.43504 , 0.616
1.25692) 1.55819)
20min 14 056153 (0.42328, 14  0.54064 (0.40854 , 0.832
0.69977) 0.67275)
Promjena 14 -6.73468 (-7.05649,- 15 -6.78315(-7.18807,-  0.727
6.57415) 5.81026)
Treca kontrola 5 min 14 1.77374(1.32793, 14  1.19443(0.91794, 0.042
2.21954) 1.47092)
10min 14  0.87955 (0.66414, 14  0.59893 (0.46721, 0.041
1.09497) 0.73066)
20min 14 057122 (0.43347, 14  0.40326 (0.31364, 0.057
0.70897) 0.49288)
Promjena 14 -6.79204 (-7.02245,- 14 -6.58891 (-6.94566 , - 0.357
6.56162) 6.23216)
Cetvrta kontrola 5 min 13 1.49692 (1.20893, 14  1.26415(0.84565, 0.385
1.78491) 1.68265)
10min 13  0.74633 (0.60593, 14  0.61331 (0.42827, 0.278
0.88672) 0.79835)
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20min 13 0.49630 (0.41359, 14  0.36259 (0.23129, 0.073

0.64166) 0.42242)
Promjena 13 -6.79952 (-7.47540,- 14 -6.95112(-7.58440,-  0.751
6.12364) 6.31783)

p<0.05

Vrijednosti betaglukozidaze pri aerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama su

prikazane na grafikonu 7.
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Grafikon 7. Vrijednosti betaglukozidaze pri aerobnimuslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

5.2.3.2 Aktivnost betaglukozidaze u anaerobnim uslovima

Aktivnost betaglukozidaze u anaerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin, na svim kontrolama
opada u odnosu na vrijednosti prije tretmana (vidi Prilozi-Prilog 17 i 18) ali je pad statisticki
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znaCajan (p=0.037) samo na mjerenju u 10. minuti (Tabela 37). Srednje vrijednosti
betaglukozidaze prije ispitivanja su statisticki znacajno vece nego na trec¢oj kontroli (p= 0.022) i

na ¢etvrtoj kontroli (p= 0.003).

Tabela 37.Aktivnosti betaglukozidaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Standardna devijacija 0.76799 1.09781 0.72310 0.41199 0.26060
Standardna greska aritmeticke sredine 0.20525 0.29340 0.19326 0.11011 0.07228
95% interval Donja granica 0.97307 0.65362 0.57824 0.66925 0.55349
povjerenja Gornja granica 1.77766 1.80376 1.33580 1.10087 0.83682
Medijana - Q2 1.37080 0.81525 0.71944 0.77669 0.68570
Tredi kvartil - Q3 1.62930 1.23643 1.33766 1.18702 0.79657
Maksimum 3.62615 3.85873 3.08626 1.56663 1.22438

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.037

p<0.05

| u anerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin pri poredenju vrijednosti procentualne
promjene betaglukozidaze, ne uocava se statisti¢ki znacajna razlika (p=0.587) izmedu kontrola
(vidi prilozi-Prilog 19). Procentualna promjena betaglukozidaze na mjerenju prije tretmana u
svakoj minuti pokazuje smanjenje za 6.905 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 7.572 %, 6.637 %,
7.209 % i 6.575 %.

Aktivnost betaglukozidaze pri anaerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin i probiotik, na svim
kontrolama opada u odnosu na vrijednosti prije tretmana (vidi Prilozi-Prilog 20, 21 i 22)ali bez
statisti¢ki znacajnih razlika (p= 0.374, p=0.122, p= 0.082).

U anerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju vrijednosti
procentualne promjene betaglukozidaze, ne uocava se statistiCki znacajna razlika (p=0.903)
izmedu kontrola (vidi Prilozi-Prilog 23). Procentualna promjena betaglukozidaze na mjerenju
prije tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 6.901 %, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli 6.802%,
7.113 %, 6.502 % i 6.799 %

Pri poredenju vrijednosti betaglukozidaze izmedu grupa pri anaerobnim uslovima, opet, samo na
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3. kontroli uo¢avamo statisti¢ki zna¢ajnu razliku na mjerenjima u 5. i 10. minuti. Dobijene
vrijednosti u grupi Sulfasalazin su statisticki znacajno vecée od onih u grupi Sulfasalazin i
probiotik. Istu sliku imamo i na 4. kontroli na mjerenju u 20. minuti gdje je srednja vrijednost
betaglukozidaze kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin statisticki znacajno veca nego kod ispitanika

iz grupe Sulfasalazin i probiotik (Tabela 38.).

Tabela 38.Poredenje aktivnosti betaglukozidaze u anaerobnim uslovima

izmedu grupa

Mjerenje Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prije ispitivanja 5 min 14 2.67894 (1.92394, 15  2.33082 (1.43723, 0.567
3.43393) 3.22442)
10min 14  1.37080(0.77729, 15  0.85080 (0.45553, 0.295
1.62930) 1.66063)
20min 14  0.81645 (0.66176, 15  0.71019 (0.47965, 0.466
0.97113) 0.94073)
Promjena 14 -6.85206 (-6.96283, 15 -6.62551 (-7.34967 , 0.541
-6.30055) -6.16998)
Prva kontrola 5 min 14 149673 (0.90624, 15  1.32320(0.87972, 0.432
2.86332) 2.05108)
10min 14  0.81525(0.50012, 15  0.60255 (0.43504 , 0.247
1.23643) 1.02795)
20min 14  0.61665 (0.40046, 15  0.51402 (0.36604 , 0.444
0.83284) 0.66201)
Promjena 14 -6.54659 (-9.10584, 15 -6.49217 (-6.98344, 0.631
-6.34519) -6.30368)
Druga kontrola 5 min 14 1.97327 (1.22824 15  1.75559 (1.16915, 0.654
2.71830) 2.34203)
10min 14  0.71944 (0.48204, 15 0.80983 (0.43504 , 0.861
1.33766) 1.07013)
20min 14  0.48225(0.39030, 14  0.53887 (0.30196 , 0.448
0.88018) 0.57420)
Promjena 14 -6.64638 (-6.83454, 15 -6.31396 (-7.01537, 0.793
-6.16020) -5.99891)
Treéa kontrola 5 min 14 1.80627 (1.34516 , 14 1.21061 (0.94017 , 0.040
2.26738) 1.48105)
10min 14  0.88506 (0.66925, 14  0.58129 (0.43936, 0.031
1.10087) 0.72322)
20min 14  0.51397(0.29553, 14  0.38146 (0.32043, 0.215
0.70671) 0.45535)
Promjena 14 -7.20990 (-7.78694, 14 -6.50220 (-6.88004 , 0.055
-6.63285) -6.12435)
Cetvrta kontrola 5 min 13 150396 (1.20269, 14  1.08580 (0.84357, 0.109
1.97877) 1.46058)
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10min 13  0.68570(0.59170, 14  0.56700 (0.43384, 0.286

0.79657) 0.70619)

20min 13 052602 (0.41278, 14  0.35014 (0.23129 0.047
0.59026) 0.43688)

Promjena 13 -6.57566 (-6.88668, 14 -6.79927 (-7.60860,  0.620
-6.26465) -5.98994)

p<0.05

Vrijednosti betaglukozidaze pri anaerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama

su prikazane na grafikonu 8.
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Grafikon 8. Vrijednosti betaglukozidaze pri anaerobnimuslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

5.2.4 Betaglukuronidaza esej

Aktivnost enzima betaglukuronidazeje iskazana u mikromolovima p-nitrofenola stvorenog po

gramu fekalne suspenzije na sat(umol/g).
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5.2.4.1 Aktivnost betaglukuronidaze u aerobnim uslovima

Aktivnost betaglukuronidaze pri aerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin, na svim
kontrolama opada u odnosu na vrijednosti prije tretmana ali bez statisticki znacajnih razlika na
mjerenjima u u 5. i 10. minuti (vidi Prilozi-Prilog 24 i 25). Statisti¢ki znafajna promjena
(p=0.041)vrijednosti postoji samo na mjerenju u 20. minuti (Tabela 39)gdje susrednje vrijednosti
betaglukuronidaze prije ispitivanja statisticki znac¢ajno veée nego na prvoj (p= 0.042) i Cetvrtoj
kontroli (p=0.005).

Tabela 39. Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.92555 0.64132 0.65038 0.64797 0.54931
Standardna devijacija 0.40098 0.28277 0.33057 0.28658 0.21353
Standardna greska aritmeticke sredine 0.10717 0.07557 0.08835 0.07659 0.05922
95% interval Donja granica 0.71550 0.49319 0.47722 0.49785 0.43323
povjerenja Gornja granica 1.13560 0.78944 0.82355 0.79809 0.66538
Medijana - Q2 1.01951 0.63082 0.58464 0.61837 0.65371
ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja 0.041
p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene betaglukuronidaze u aerobnim uslovima unutar
grupe Sulfasalazin, ne uocava se statisticki znacajna razlika (p=0.382) izmedu kontrola (vidi
Prilozi-Prilog 26). Procentualna promjena betaglukuronidaze na mjerenju prije tretmana u svakoj
minuti pokazuje smanjenje za 9.884 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 8.152 %, 7.155 %, 6.585 % i
6.865 %.

| u grupi Sulfasalazin i probiotik je uo¢ljiv pad aktivnosti betaglukuronidaze u svim mjerenjima a
statistic¢ki je znac¢ajan(p=0.050, p=0.029) u 10. i 20. minuti (Tabela 40 i Tabela 41).

U 5. minuti pad nije statisticki znacajan (vidi Prilozi-Prilog 27).

U 10. minuti (Tabela 40) je uocljiv statisticki znacajan pad na trec¢oj (p=0.036) i na Cetvrtoj
kontroli (p=0.026) u odnosu na vrijednosti betaglukuronidaze prije ispitivanja. Srednje
vrijednosti betaglukuronidaze na drugoj kontroli su statisticki znacajno vece nego na cetvrtoj
kontroli (p=0.048).
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Tabela 40.Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina 1.48308 1.03928 1.14742 0.70522 0.65867
Standardna devijacija 1.21184 1.02322 0.76779 0.27397 0.43623
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.31290 0.26419 0.19824 0.07074 0.11659
95% interval Donja granica 0.86980 0.52146 0.75886 0.56658 0.43016
povjerenja Gornja granica 2.09635 155710 153597  0.84387  0.88718
Medijana - Q2 1.07615 0.82429 1.13400 0.63750 0.65557

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.050

p<0.05

U 20. minuti (Tabela 41) je uocljiv statisti¢ki znac¢ajan pad na tre¢oj kontroli (p= 0.006) i na
Cetvrtoj kontroli (p= 0.036) u odnosu na vrijednosti betaglukuronidaze prije ispitivanja. Srednje

vrijednosti betaglukuronidaze na prvoj kontroli su statisticki znacajno vece nego na cCetvrtoj

kontroli (p=0.025).

Tabela 41. Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.83290 0.61334 0.59460 0.43168 0.45976
Standardna devijacija 0.48580 0.26088 0.36279 0.21800 0.28529
Standardna greska aritmeticke sredine 0.12543 0.06736 0.09367 0.05629 0.07625
95% interval Donja granica 0.58705 0.48132 0.41100 0.32136 0.31032
povjerenja Gornja granica 1.07875 0.74536 0.77820 0.54201 0.60921
Medijana - Q2 0.72839 0.55413 0.62078 0.41921 0.44852
ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja 0.029
p<0.05

U aerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju vrijednosti
procentualne promjene betaglukuronidaze, nema statisticki znacajne razlike (p=0.725) izmedu
kontrola (vidi Prilozi-Prilog28.). Procentualna promjena betaglukuronidaze na mjerenju prije
tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 7.113 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 6.873 %,
9.306 %, 9.306% i 6.482 %.
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Pri  poredenjuaktivnosti betaglukuronidaze izmedu grupa priaerobnim uslovima,

postoje

statistiCki znacajne razlike na mjerenjima u 5. i 20. minutina trecoj i ¢etvrtoj kontroli (Tabela 42).

izmedu grupa

Tabela 42.Poredenje aktivnosti betaglukuronidaze u aecrobnim uslovima

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treca kontrola

Cetvrta kontrola

Mjerenje

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
14 3.28149 (2.48179 , 15 3.03701 (1.79411 ,
4.08119) 4.27992)
14 1.59495 (1.24098 , 15 1.48308 (0.86980 ,
1.94892) 2.09635)
14 0.92555 (0.71550, 15 0.83290 (0.58705 ,
1.13560) 1.07875)
14 -6.63416 (-7.04464 , - 15 -6.66282 (-7.20411 , -
5.67678) 6.24428)
14 1.89321 (1.13761 , 15 1.63894 (1.22679 ,
3.45864) 2.44876)
14 0.99481 (0.56881 , 15 0.82429 (0.55194 ,
1.52204) 1.11351)
14 0.64132 (0.49319, 15 0.61334 (0.48132,
0.78944) 0.74536)
14  -6.61550(-8.52790,- 15 -6.50778 (-6.97057 , -
6.24740) 6.01414)
14 1.77752 (1.14002 , 15 1.81247 (1.01228 ,
2.91634) 3.09229)
14 1.18599 (0.69162 , 15 1.14742 (0.75886 ,
1.68036) 1.53597)
14 0.65038 (0.47722 15 0.59460 (0.41100,
0.82355) 0.77820)
14 -6.59499 (-6.92201,- 15 -6.50729 (-6.99509, -
6.27732) 6.15041)
14 1.96380 (1.48367 , 15 1.35807 (1.06878 ,
2.44392) 1.64735)
14 0.96408 (0.72982 , 15 0.70522 (0.56658 ,
1.19834) 0.84387)
14 0.64797 (0.49785 15 0.43168 (0.32136
0.79809) 0.54201)
14  -6.63138(-6.72940,- 15 -6.54120 (-6.70043, -
6.39701) 6.30956)
13 1.71514 (1.35161 , 14 1.39017 (0.91961 ,
2.07866) 1.86073)
13 0.85154 (0.66363 , 14 0.65867 (0.43016 ,
1.03945) 0.88718)
13 0.54931 (0.43323, 14 0.45976 (0.31032,
0.66538) 0.60921)
13 -6.86523 (-7.07856 , - 14 -6.48272 (-6.75522 , -

6.65190)

6.21023)

0.752

0.764

0.582

0.896

0.600

0.337

0.784

0.315

0.965

0.904

0.669

0.896

0.046

0.069

0.030

0.663

0.300

0.217

0.368

0.042

p<0.05
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Vrijednosti betaglukuronidaze pri aerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama

su prikazane na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Vrijednosti betaglukuronidaze pri aerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

5.2.4.2 Aktivnost betaglukuronidaze u anaerobnim uslovima

U grupi Sulfasalazin pri anaerobnim uslovima kultivisanja uoavamo pad aktivnosti
betaglukuronidaze na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (vidi Prilozi-
Prilog 29, 30 i 31) ali taj pad aktivnosti nije bio statisti¢ki znacajan (p=0.063, p=0.120, p=0.127).
U anaerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin pri poredenju vrijednosti procentualne
promjene betaglukuronidaze, nema statisti¢ki znacajne razlike (p=0.390) izmedu kontrola (vidi
Prilozi-Prilog 32). Procentualna promjena betaglukuronidaze na mjerenju prije tretmana u svakoj
minuti pokazuje smanjenje za 10.121 %, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 7.244%, 6.811%, 6.759% i
6.826 %.
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U grupi Sulfasalazin i probiotik pri anaerobnim uslovima kultivisanja uo¢avamo pad aktivnosti

betaglukuronidaze na svim kontrolama u odnosu na vrijednosti prije ispitivanja (Tabela 43,

Tabela 44 i Tabela 45) koji je statisti¢ki znacajan pri svim tacakam mjerenja (p=0.019, p=0.023,

p=0.011).

U 5. minuti je (Tabela 43) uocljiv statisticki znacajan pad na tre¢oj kontroli (p=0.023) i Cetvrtoj

kontroli (p=0.035) u odnosu na vrijednosti betaglukuronidaze prije ispitivanja. Vrijednosti

betaglukuronidaze na prvoj kontroli su statisti¢ki znacajno veée nego na Cetvrtoj kontroli (p=

0.019). Srednje vrijednosti betaglukuronidaze na drugoj kontroli su statisti¢ki znacajno veée nego

na Cetvrtoj kontroli (p=0.030).

Tabela 43.Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina 2.84661 2.04321 2.28744 1.35967 1.35161
Standardna devijacija 2.37998 1.63486 1.34774 0.57301 0.85674
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.61451 0.42212 0.34799 0.14795 0.22897
95% interval Donja granica 1.64217 1.21586 1.60539 1.06969 0.90282
povjerenja Gornja granica 405104 287056 296949  1.64966  1.80039
Medijana - Q2 2.17641 1.56904 2.21979 1.19305 1.26053

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.019

p<0.05
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U 10. minuti (Tabela 44) je uodljiv statisti¢ki znacajan pad na tre¢oj kontroli (p=0.015) i Cetvrtoj
kontroli (p=0.030) u odnosu na vrijednosti betaglukuronidaze prije ispitivanja. Vrijednosti

betaglukuronidaze na prvoj i drugoj kontroli su statisti¢ki znac¢ajno vece nego na cetvrtoj kontroli
(p=0.022, p=0.041).

Tabela 44 .Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 1.45512 1.01510 1.14493 0.67775 0.67770
Standardna devijacija 1.19003 0.81691 0.68654 0.29764 0.39881
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.30726 0.21093 0.17726 0.07685 0.10659
95% interval Donja granica 0.85288 0.60168 0.79749 0.52712 0.46879
povjerenja Gornja granica 2.05735 1.42851 1.49236 0.82837 0.88661
Medijana - Q2 1.09062 0.80621 1.16654 0.62786 0.67486

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.023

p<0.05

U 20. minuti (Tabela 45) je uocljiv statisti¢ki znacajan pad na trecoj kontroli (p=0.005) i Cetvrtoj
kontroli (p=0.013) u odnosu na vrijednost betaglukuronidaze prije ispitivanja. Vrijednost
betaglukuronidaze na prvoj kontroli je statisticki znacajno vece nego na Cetvrtoj kontroli
(p=0.007).

Tabela 45.Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.91872 0.60070 0.61259 0.46450 0.44927
Standardna devijacija 0.50126 0.25600 0.38009 0.19604 0.27234
Standardna greska aritmeticke sredine 0.12943 0.06610 0.09814 0.05062 0.07279
95% interval Donja granica 0.66505 0.47115 0.42024 0.36529 0.30660
povjerenja Gornja granica 1.17240 0.73026 0.80494 0.56371 0.59193
Medijana - Q2 0.88098 0.53003 0.58143 0.42162 0.44531

ANOVA test p
za ponovljajucéa mjerenja 0.011

p<0.05
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U anaerobnim uslovima kultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju vrijednosti
procentualne promjene betaglukuronidaze, postoji statisticki znacajna razlike (p=0.036) izmedu
kontrola (Tabela 46). Procentualna promjena betaglukuronidaze na mjerenju prije tretmana u
svakoj minuti pokazuje smanjenje za 6.114%, a na 1., 2., 3. i 4. kontroli 6.796 %, 10.055 %,
6.401 % i 6.605 %. Srednje vrijednosti procentualnog snizenjabetaglukuronidaze po minutu prije
ispitivanja su statisti¢ki zna¢ajno manje nego na ¢etvrtoj kontroli (p= 0.016).

Tabela 46.Procentualna promjena betaglukuronidaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina -6.11444 -6.79616 -10.05538 -6.40185 -6.60568
Standardna devijacija 2.09768 1.60588 11.98124 0.42799 0.51966
Standardna greska aritmeticke sredine 0.54162 0.41464 3.09354 0.11051 0.13889
95% interval Donja granica -7.17601 -7.60885 -16.11873 -6.61844 -6.87790
povjerenja Gornja granica -5.05286 -5.98348 -3.99204 -6.18526 -6.33347
Medijana - Q2 -6.15524 -6.52355 -6.40410 -6.45775 -6.63951

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.036

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti betaglukuronidaze izmedu grupa pri anaerobnim uslovima, samo na
tre¢oj kontroli uoavamo statisticki znacajnu razliku na mjerenjima u 5., 10. i 20. minuti.
Vrijednosti enzima u grupi Sulfasalazin su statisticki znacajno vece od onih u grupi Sulfasalazin i
probiotik. Istu sliku imamo i na 4. kontroli gdje je vrijednost procentualne promjene u grupi
Sulfasalazin statisticki znacajno veéa nego kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
(Tabela 47).Takode je i srednja vrijednost procentualnog smanjenja betaglukuronidaze po minutu
prije ispitivanja kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin statisticki znacajno veca nego kod ispitanika

iz grupe Sulfasalazin i probiotik.
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Tabela 47.Poredenje aktivnosti betaglukuronidaze u anaerobnim uslovima

izmedu grupa

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treca kontrola

Cetvrta kontrola

Nakon

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14  3.36120 (2.58477, 15  2.84661 (1.64217
4.13763) 4.05104)

14 161604 (1.24563, 15  1.45512(0.85288,
1.98645) 2.05735)

14 092698 (0.71461, 15 0.91872(0.66505,
1.13936) 1.17240)

14  -6.65005 (-7.08868, 15 -6.15524 (-6.46502,
-6.49436) -5.32587)

14 187273 (1.26536, 15  1.56904 (1.20269,
3.30197) 2.48010)

14 0.96529 (0.64232, 15 0.80621 (0.53988,
1.68111) 1.31958)

14 0.80015(0.54225, 15 0.60070 (0.47115,
1.05806) 0.73026)

14  -6.40673 (-7.04563, 15 -6.52355 (-6.70845,
-6.13727) -6.14205)

14 237542 (1.49123, 15 2.28744 (1.60539,
3.25962) 2.96949)

14 1.19666 (0.73751, 15  1.14493(0.79749,
1.65582) 1.49236)

14  0.71686 (0.53866, 15 0.61259 (0.42024 ,
0.89507) 0.80494)

14  -6.45842 (-6.86285, 15 -6.40410 (-7.03288,
-6.02090) -6.10578)

14  2.06554 (1.59908, 15  1.35967 (1.06969,
2.53201) 1.64966)

14 1.03406 (0.79138, 15 0.67775(0.52712,
1.27674) 0.82837)

14  0.67149 (0.52024, 15  0.46450 (0.36529,
0.82274) 0.56371)

14 -6.63129 (-6.89468, 15 -6.45775(-6.85185,
-6.56452) -6.14619)

13 1.74109 (1.37053, 14 1.35161 (0.90282 ,
2.11166) 1.80039)

13 0.88269(0.68903, 14  0.67770(0.46879,
1.07635) 0.88661)

13 055938 (0.44752, 14  0.44927 (0.30660 ,
0.67124) 0.59193)

13  -6.82697(-7.10918, 14 -6.60568 (-6.87790,
-6.54476) -6.33347)

0.494

0.664

0.962

0.001

0.432

0.359

0.178

0.896

0.877

0.860

0.444

0.694

0.020

0.023

0.031

0.055

0.205

0.173

0.250

0.279

p<0.05
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Vrijednosti betaglukuronidaze pri anaerobnim uslovima kultivisanja mjerene pri svim kontrolama

su prikazane na grafikonu 10.

[+
-
< 50
=]
£
° 40
S
£
s 3.0
S
c 2.0
o
-
£ 10
)
(1]
200
[as]

KO

! gl ¥ o)/ 104 | "4 T

K1 K2 K3 K4 KO K1 K2

Grafikon 10. Vrijednosti betaglukuronidaze pri anaerobnim uslovima
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi
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5.3. In vitro metabolizam sulfasalazina

Koncentracije sulfasalazina, sulfapiridina i mesalazina su izraZzena u nanogramima po mililitru
fekalne suspenzije (ng/mL).

5.3.1. Aerobni uslovi kultivisanja

5.3.1.1 Sulfasalazin

U grupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u
vrijednostima koncentracija izmjerenog sulfasalazina (p=0.444, p=0.268, p=0.849, p=0.874,
p=0.673, p=0.381) niti na jednoj kontroli ni u jednom vremenu mjerenja (vidi Prilozi-Prilog 33,
34, 35, 36, 371 38)

Medjutim, pri poredenju vrijednosti procentualne promjene sulfasalazina, postoji statisticki
znacajna razlike (p=0.033) izmedu kontrola (Tabela48). Srednje vrijednosti procentualnog
smanjenjakoncentracija sulfasalazina po minutu na prvoj kontroli su statisticki znacajno vece

nego na drugoj kontroli (p=0.016).

Tabela 48.Procentualna promjenakoncentracijasulfasalazinain vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovimakod
ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 14
Aritmetic¢ka sredina -0.26267 -0.44312 -0.32485 -0.35592 -0.23948
Standardna devijacija 0.54554 0.46907 0.70154 0.44386 0.43873
Standardna greska aritmeticke sredine 0.14580 0.12536 0.18750 0.11863 0.11725
95% interval Donja granica -0.54845 -0.68883 -0.69234 -0.58843 -0.46930
povjerenja Gornja granica 0.02310  -0.19740  0.04264  -0.12341  -0.00966
Medijana - Q2 -0.01987 *-0.32293 -0.10082 -0.20682 -0.13994

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.033

p<0.05
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Vrijednosti koncentracija sulfasalazina nadenein vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

aerobnim uslovima u svim tatakama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu 11.
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Grafikon 11.Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin

Medijana koncentracija sulfas
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U grupi Sulfasalazin i1 probiotik pri aerobnim uslovima kultivisanja statisticki znacajna razlika u
vrijednostima koncentracija sulfasalazina (p=0.017) je uocena na mjerenju u 90 minuti (Tabela
49), dok u ostalim vremenima mjerenja nema statisticki znacajnih razlika (vidi Prilozi-Prilog 39,
40,41, 421 43)

Srednje vrijednosti koncentracija sulfasalazina na trecoj kontroli su statisticki znac¢ajno veée nego
prije ispitivanja (p= 0.026), na prvoj (p=0.041) i drugoj kontroli (p=0.036).

Tabela 49.Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 15 15 15 15
Aritmeti¢ka sredina 2743.37 2963.71 2627.97 3725.48 3022.37
Standardna devijacija 1495.04 1290.32 1759.80 1604.58 1612.97
Standardna greska aritmeticke sredine 399.57 333.16 454.38 414.30 416.47
95% interval Donja granica 1960.21 2310.72 1737.39 2913.45 2206.10
povjerenja Gornja granica 3526.52 3616.70 3518.55 453751 3838.65
Medijana - Q2 2758.94 2919.05 2371.51 *3688.60 2538.23
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.017
p<0.05
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Vrijednosti koncentracija sulfasalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri
aerobnim uslovima u svim tatakama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na
grafikonu 12.
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Grafikon 12.Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija sulfasalazina in vitro po minutu u
aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik nisu uocene statisticki
(p=0.398) znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 44.).

Pri poredenju izmedu grupa, vrijednost procentualnog smanjenja koncentracija sulfasalazina na
mjerenjima pri prvoj kontroli kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin je bila statisti¢ki znacajno vecéa
nego kod onih iz grupe Sulfasalazin i probiotik, a na na mjerenjima pri drugoj kontroli je bila

statisticki zna¢ajno vec¢a kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik (Tabela 50).
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Tabela 50.Poredenje vrijednosti koncentracije sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije)

in vitro u suspenziji fecesapri acrobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema
ispitivanoj grupi

Nakon Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prije 30 min 13 3,008.71(2,626.56 , 4,268.21) 14 3,873.16 (2,865.45, 5,384.59) 0.409
ispitivanja 60 min 14 2,999.11 (2,537.63,4,354.92) 14 3,231.50 (1,967.55 , 4,098.92) 0.854
90 min 14 2,910.78 (2,320.56,3,500.99) 14 2,743.37(1,960.21, 3,526.52) 0.741
120 min 14 3,041.48 (2,326.42,3,756.55) 14 3,174.28 (2,318.41, 4,030.16) 0.817
150 min 14 2,755.63 (2,170.36 , 3,340.90) 14 2,856.20 (2,004.77 ,3,707.64)  0.850
180 min 14 2,767.47(1,997.40,3,537.54) 14 2,907.26 (1,986.55, 3,827.96) 0.821
Promjena 14 -0.01987 (-0.38727,0.04087) 14 -0.15416 (-0.53807 , - 0.232
0.04009)
Prva 30min 14 3,750.94 (2,857.68 ,4,644.19) 15 3,811.46(2,981.01, 4,641.90) 0.923
kontrola 60 min 14 3,363.96 (2,882.47 ,3,845.45) 15 3,386.99 (2,600.17 ,4,173.82)  0.962
90 min 14 2,966.93 (1,792.24,4,010.54) 15 2,919.05 (2,227.21, 3,156.37) 0.827
120 min 14 2,699.29 (2,125.55,3,273.03) 13 3,546.51(2,804.71, 4,288.31) 0.086
150 min 12 2,106.35(1,541.84,2,670.86) 15 2,878.09 (2,198.86, 3,557.32) 0.110
180 min 13 2,335.11(1,606.14 , 3,064.08) 15 3,060.78 (2,271.78 , 3,849.78) 0.202
Promjena 14 -0.32293 (-0.56728 , - 15 -0.10669 (-0.45086 , 0.03337) 0.081
0.15267)
Druga 30min 12 2,862.11(2,143.33,3,052.08) 15 3,172.62(2,392.39,4,197.84) 0.306
kontrola 60 min 13 2,466.98 (2,230.23,3,028.45) 15 2,708.28 (2,028.37 , 3,599.14) 0.872
90 min 14 2,645.87 (2,302.80,3,056.75) 15 2,371.51(1,119.37, 3,714.08) 0.359
120 min 14 2,431.42(1,968.61,2,730.22) 15 2,367.38 (1,474.72,3,735.43) 0.570
150 min 14 2,463.51(1,648.21,3,278.82) 15 2,419.15(1,626.63, 3,211.67) 0.940
180 min 14 2,493.57 (1,638.37,3,348.76) 14 2,369.25 (1,438.66 , 3,299.84) 0.849
Promjena 14 -0.10082 (-0.17675,0.02792) 15 -0.28897 (-0.66882 , - 0.013
0.19331)
Treca 30min 14 2,740.08 (2,100.64 , 3,564.09) 15 4,326.89 (2,574.14 ,5,612.90) 0.089
kontrola 60 min 14 3,120.53 (2,058.03,4,183.03) 15 3,894.56 (2,965.28 , 4,823.85) 0.290
90 min 14 2,843.25(1,755.33,3,931.17) 15 3,725.48(2,913.45,4,537.51) 0.210
120 min 14 2,646.35(1,723.37,3,569.33) 15 3,299.88 (2,575.48 , 4,024.28) 0.281
150 min 13 2,348.64 (1,560.16 , 3,137.12) 15 3,321.87 (2,573.71, 4,070.02) 0.091
180 min 13 2,072.28 (1,524.92,2,494.99) 15 3,070.69 (1,934.35, 4,848.85) 0.134
Promjena 14 -0.35592 (-0.58843 , - 15 -0.32006 (-0.64571 , 0.00560) 0.694
5 0.12341)
Cetvrta 30min 14 2,936.61(2,724.53,3,774.13) 15 2,880.74 (2,252.85, 4,938.35) 0.793
kontrola 60 min 14 2,701.94 (1,850.95, 3,655.93) 15 2,939.89 (2,082.40, 4,811.47) 0.541
90 min 14 2,853.46 (2,376.89,3,195.43) 15 2,538.23(1,981.98, 3,857.20) 0.663
120 min 14 2,456.74 (1,942.70,2,730.22) 14 2,515.62 (1,906.51, 3,150.92) 0.646
150 min 13 3,068.13 (1,849.83, 4,286.43) 15 2,650.73(1,942.18, 3,359.27) 0.554
180 min 13 2,415.40 (2,087.26 ,3,774.96) 14 2,380.93 (1,869.62 , 2,630.55) 0.923
Promjena 14 -0.13994 (-0.32427 , - 15 -0.17734 (-0.50046 , - 0.864
0.07366) 0.03775)
p<0.05
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5.3.1.2. Sulfapiridin

U grupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja se uocavaju statisticki znacajne razlike
pri mjerenju vrijednosti koncentracija sulfapiridina u 90., 120., 150. i 180. minuti. Pri mjerenju u
30. 1 60. minuti nema statisticki znacajnih razlika (vidi Prilozi-Prilog 45 i 46)

Pri mjerenju u 90. minuti(Tabela 51) vrijednosti koncentracija sulfapiridina nastalog in vitro prije
ispitivanja su statisticki znacajno manje nego na prvoj (p = 0.043) i na drugoj kontroli (p =

0.043).

Tabela 51.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa nastalog in
vitrou fekalnoj suspenziji pri aerobnim uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 5 14 13 13 11
Aritmeti¢ka sredina 202.07 441.74 449.85 424.47 308.07
Standardna devijacija 132.00 646.75 428.59 480.89 231.02
Standardna greska aritmeticke sredine 59.03 172.85 118.87 133.37 69.65
95% interval Donja granica 86.37 102.95 216.86 163.06 171.55
povjerenja Gornja granica 317.78 780.53 682.84 685.88 444,59
Medijana - Q2 203.04 *224.71 *426.02 211.32 240.96
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.022
p<0.05

Pri mjerenju u 120. minuti (Tabela 52.) vrijednosti koncentracija sulfapiridina nastalog in vitro
prije ispitivanja su statisticki znac¢ajno manje nego na prvoj (p = 0.043) 1 na drugoj kontroli (p =
0.043).

Tabela 52.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovima nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 5 13 13 13 11
Aritmeticka sredina 233.62 464.29 501.32 480.09 342.37
Standardna devijacija 177.54 475.89 463.89 517.97 287.77
Standardna greSka aritmeticke sredine 79.40 131.99 128.66 143.66 86.76
95% interval Donja granica 78.00 205.59 249.15 198.51 172.31
povjerenja Gornja granica 389.25 722.98 753.50 761.66 512.43
Medijana - Q2 266.77 *304.80 *447.20 305.03 242.73
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.022
p<0.05
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Pri mjerenju u 150. minuti (Tabela 53.) vrijednosti koncntracija sulfapiridina nastalog in vitro
prije ispitivanja su statisticki zna¢ajno manje nego na na drugoj (p=0.025) i tre¢oj kontroli

(p=0.018).

Tabela 53.Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimanakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 8 12 13 12 11
Aritmeticka sredina 207.44 448.43 529.19 553.81 435.94
Standardna devijacija 198.49 448.34 491.41 514.68 379.36
Standardna greska aritmeticke sredine 70.18 129.42 136.29 148.58 114.38
95% interval Donja granica 69.89 194.76 262.05 262.60 211.75
povjerenja Gornja granica 344.99 702.10 796.32 845.02 660.12
Medijana - Q2 162.43 356.33 *452.59 *396.86 321.13
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.048

p<0.05

Pri mjerenju u 180. minuti (Tabela 54.) vrijednosti koncentracija sulfapiridina nastalog in vitro
prije ispitivanja su statisticki znacajno manje nego na drugoj (p 0.037) i trecoj kontroli (p =
0.007). 1 vrijednosti koncentracija sulfapiridina na cetvrtoj kontroli su statisticki (p=0.040)
zna¢ajno manje nego na tre¢oj kontroli.

Tabela 54.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim
uslovimanakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 9 13 13 13 11
Aritmeticka sredina 216.71 527.33 *583.47 *538.58 *453.18
Standardna devijacija 257.45 507.12 523.25 508.16 356.42
Standardna greska aritmeticke sredine 85.82 140.65 145.12 140.94 107.47
95% interval Donja granica 48.52 251.66 299.03 262.34 242.54
povjerenja Gornja granica 384.91 803.00 867.92 814.82 663.81
Medijana - Q2 78.17 377.90 543.48 380.45 376.84
ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja 0.018
p<0.05
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Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija sulfapiridina in vitro po minutu u
aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin izmedu razliitih kontrola nisu uocene

statisticki (p=0.663) znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 47).

Vrijednosti koncentracija sulfapiridina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

aerobnim uslovima u svim tacakama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu 13.
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Grafikon 13.Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin
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U grupi Sulfasalazin i probiotik, pri aerobnim uslovima kultivisanja se statisticki znacajna razlika

(p=0.038) u vrijednostima koncentracijain vitro nastalog sulfapiridina uo¢ava samo u 180. minuti

(Tabela 55). Pri ostalim vremenima mjerenja nema statisticki znacajnih razlika (vidi Prilozi-

Prilog 48, 49, 50, 51 i 52)

Pri mjerenju u 180. minuti (Tabela 55) vrijednosti koncentracija sulfapiridina na prvoj kontroli su

statisticki znacajno vece nego prije ispitivanja (p = 0.028) i na drugoj kontroli (p = 0.041).

Tabela 55.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri

aerobnim uslovimanakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 7 12 13 14 13
Aritmetic¢ka sredina 183.49 716.49 387.88 774.97 614.01
Standardna devijacija 211.22 686.54 243.43 849.35 943.68
Standardna greska aritmeticke sredine 79.84 198.19 67.52 227.00 261.73
95% interval Donja granica 27.01 328.05 255.55 330.05 101.02
povjerenja Gornja granica 339.96 1104.94 520.21 1219.89 1127.00
Medijana - Q2 93.14 *558.99 331.62 582.17 161.14
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.038
p<0.05

Pri poredenju vrijednosti koncentracija procentualne promjene sulfapiridina in vitro po minutu u

aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin 1 probiotik izmedu razli¢itih kontrola nisu

uocCene statisti¢ki (p=0.076) znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 53.).
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Vrijednosti koncentracija sulfapiridina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

aerobnim uslovima u svim ta¢akama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na

grafikonu 14.
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Grafikon 14. Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju izmedu grupa, razlike u srednjim vrijednostima koncentracija sulfapiridina in vitro
u aerobnim uslovima nisu bile statisti¢ki znacajne ni u jednom mjerenju prije ispitivanja, kao ni

na jednom mjerenju na kontrolama (vidi Prilozi-Prilog 54.).
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5.3.1.3. Mesalazin (5-ASA)

U grupi Sulfasalazin pri aerobnim uslovima kultivisanja se ne uocavaju statisticki znacajne

razlike (p=0.138, p=0.173, p=0.225) pri mjerenju vrijednosti koncentracijain vitro nastalog

mesalazina ni u jednom mjerenju (vidi Prilozi-Prilog 55.,56., 57., 58., 59. 1 60.)

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija mesalazina in vitro po minutu u

aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin su statisti¢ki znacajne (Tabela 56) pri

¢emu su vrijednosti koncentracija na prvoj kontroli statisticki znacajno veée nego na drugoj (p =

0.043) i trecoj kontroli (p = 0.046).

Tabela 56.Procentualna promjenakoncentracija mesalazina in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovimakod

ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 1 8 7 8 7
Aritmeti¢ka sredina 1.64767 0.23264 -0.05682 -0.11671 0.04682
Standardna devijacija 0.21596 0.21373 0.19789 0.24238
Standardna greska aritmeticke sredine 0.07635 0.08078 0.06997 0.09161
95% interval Donja granica 0.08299 -0.21515 -0.25384 -0.13274
povjerenja Gornja granica 0.38228 0.10152 0.02042 0.22638
Medijana - Q2 1.64767 *0.17872 -0.03510 -0.10434 0.03316

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.043
p<0.05
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Vrijednosti koncentracija mesalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

aerobnim uslovima u svim ta¢akama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu 15.
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Grafikon 15. Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin
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U grupi Sulfasalazin i probiotik pri aerobnim uslovima kultivisanja se uocava statisticki znacajna
razlika (p=0.028) pri mjerenju vrijednosti koncentracija in vitro nastalog mesalazina samo u 150.
minutu (Tabela 57) dok pri ostalim vremenima mjerenja nema statisticki znacajne razlike u
srednjim vrijednostima (vidi Prilozi-Prilog 61, 62, 63, 64 i 65).

Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina nastalog in vitro (Tabela 57) na prvoj kontroli su

statisticki znacajno vece nego na cetvrtoj kontroli (p = 0.028).

Tabela 57.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim
uslovimanakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 10 8 5 6
Aritmeti¢ka sredina 488.14 420.66 273.05 166.94
Standardna devijacija 533.76 210.13 230.77 149.14
Standardna greska aritmeticke sredine 168.79 74.29 103.20 60.89
95% interval Donja granica 157.31 275.05 70.77 47.60
povjerenja Gornja granica 818.97 566.27 475.33 286.28
Medijana - Q2 *275.96 379.71 202.68 135.13
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.028

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija mesalazina in vitro po minutu u
aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik, nisu uocene statisticki

znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 66.)
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Vrijednosti koncentracija mesalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

aerobnim uslovima u svim tatakama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na

grafikonu 16.
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Grafikon 16.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju izmedu grupa, razlike u srednjim vrijednostima koncentracija mesalazina nastalog
in vitro u aerobnim uslovima nisu bile statisti¢ki znacajne ni u jednom mjerenju prije ispitivanja,

kao ni na jednom mjerenju na kontrolama (vidi Prilozi- Prilog 67.).

5.3.2. Anaerobni uslovi kultivisanja

5.3.2.1 Sulfasalazin

U grupi Sulfasalazin pri in vitro anaerobnim uslovima kultivisanja nije uoCena statisti¢ki
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znacajna razlika u srednjim vrijednostima koncentracija sulfasalazina (p=0.264, p=0.343,
p=0.279, p=0.302, p=0.114, p=0.842) ni na jednoj kontroli niti u jednom vremenu mjerenja (vidi
Prilozi-Prilog 68, 69, 70,71,721 73.)

Ni pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracijasulfasalazina, nema statisticki
znacajnih razlike (p=0.757) izmedu kontrola (vidi Prilozi-Prilog 74.). Procentualna promjena
koncentracijasulfasalazina na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti pokazuje smanjenje za
0.182 %, anal., 2., 3. i 4. kontroli0.250 %, 0.292 %, 0.273 % i 0.238 %.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri
anaerobnim uslovima u svim ta¢akama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu
17.
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Grafikon 17.Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin
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U grupi Sulfasalazin i probiotik pri in vitro anaerobnim uslovima kultivisanja postoji statisticki
znacajna razlika u srednjim vrijednostima koncentracija sulfasalazina (p=0.013, p=0.008,
p=0.007) u 30., 60. i 90 minuti (Tabela 58, 59 i 60) dok u ostalim vremenskim tackama mjerenja
nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika (vidi Prilozi-Prilog 75, 76 i 77)

Srednje vrijednosti koncentracija sulfasalazina in vitro na prvoj kontroli nakon 30 minuta su
statisticki znacajno manje nego prije ispitivanja (p = 0.028), te statisticki znacajno vece nego na
drugoj kontroli (p=0.031) (Tabela 58).

Tabela 58.Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa
pri anaerobnim uslovimanakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 13 15 15 15 15
Aritmeti¢ka sredina 4179.75 3898.23 3011.52 3973.57 3258.89
Standardna devijacija 1673.98 1484.23 1314.73 1356.75 1556.04
Standardna greska aritmeticke sredine 464.28 383.23 339.46 350.31 401.77
95% interval Donja granica 3269.77 3147.11 2346.17 3286.96 2471.43
povjerenja Gornja granica 5089.74  4649.35  3676.86  4660.18  4046.36
Medijana - Q2 4112.14 3009.80 2615.05 3834.44 2819.94
Friedman test p
za visSe uparenih uzoraka 0.013
p<0.05

Srednje vrijednosti koncentracija sulfasalazina in vitro na drugoj kontroli nakon 60 minuta su
statisticki znacajno manje nego na prvoj kontroli (p= 0.017), trecoj (p= 0.031) i Cetvrtoj kontroli
(p=0.031) (Tabela 59).

Tabela 59.Vrijednostikoncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 15 15 15

Aritmeti¢ka sredina 3498.71 3683.73 2677.71 3903.56 3265.43
Standardna devijacija 1461.58 1364.86 1192.41 1706.45 1333.02

Standardna greSka aritmeticke sredine 390.62 352.40 307.88 440.60 344.18
95% interval Donja granica 2733.09 2993.01 2074.27 3039.98 2590.82
povjerenja Gornja granica 4264.33 4374.44 3281.16 4767.15 3940.03
Medijana - Q2 3437.24 3683.03 2507.38 3834.77 2924.64

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.008

p<0.05
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Srednje vrijednosti koncentracija sulfasalazina in vitro na drugoj kontroli nakon 90 minuta su

statisti¢ki znac¢ajno manje nego na prvoj (p= 0.027) i trecoj kontroli (p= 0.023) (Tabela 60).

Tabela 60.Vrijednostikoncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 15 15 15 15

Aritmeticka sredina 3551.15 3523.37 2513.04 3763.03 2933.48
Standardna devijacija 1776.40 1588.88 1421.72 1372.64 1078.94

Standardna greSka aritmeticke sredine 492.69 410.25 367.09 354.41 278.58
95% interval Donja granica 2585.49 2719.28 1793.55 3068.38 2387.46
povjerenja Gornja granica 4516.82 4327.46 323253  4457.69 3479.50
Medijana - Q2 3237.75 3573.51 2111.39 3190.89 2732.06

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.007

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija sulfasalazina u grupi Sulfasalazin
I probiotik, nema statisticki znacajnih razlike (p=0.923) izmedu kontrola (vidi Prilozi-Prilog 78).
Procentualna promjena koncentracija sulfasalazina na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti
pokazuje smanjenje za 0.156 %, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli0.259 %, 0.199 %, 0.203 % i 0.079 %.
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Vrijednosti koncntracija sulfasalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

anaerobnim uslovima u svim tacakama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na

grafikonu 18.
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Grafikon 18.Vrijednostikoncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri
anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju izmedu grupa, razlike u srednjim vrijednostima koncentracija sulfasalazina in vitro
u anaerobnim uslovima nakon 90 minuta prilikom tre¢e kontrole kod ispitanika iz grupe

Sulfasalazin su statisticki znacajno manje nego kod ispitanika iz grupe sulfasalazin i probiotik
(Tabela 61).
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Tabela 61. Poredenje vrijednostikoncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa
pri anaerobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Prije
ispitivanja

Prva
kontrola

Druga
kontrola

Treca
kontrola

Mjerenje

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min

Promjena
30 min

60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min

Promjena
30 min

60 min
90 min
120 min

150 min

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14 3,271.92 (2,371.13 , 13 4,112.14 (3,107.03 ,
4,737.42) 5,040.14)

14 3,695.11 (2,847.97 , 14 3,498.71 (2,733.09 ,
4,542.25) 4,264.33)

14 3,353.41 (2,617.36 , 13 3,551.15 (2,585.49 ,
4,089.46) 4,516.82)

14 3,253.68 (2,529.59 , 14 3,929.20 (3,060.12 ,
3,977.78) 4,798.28)

13 3,124.63 (2,397.97 , 14 3,399.04 (2,371.47,
3,851.29) 4,426.62)

14 2,811.78 (2,192.81, 14 3,014.13 (1,819.69 ,
3,273.22) 4,422.96)

14 -0.00134 (-0.15577, 0.05792) 14 -0.12775 (-0.26456 , 0.01238)

14 3,362.15 (2,330.02, 15 3,009.80 (2,838.59,
4,166.08) 4,838.81)

14 3,411.00 (2,627.71 , 15 3,683.73 (2,993.01 ,
4,194.29) 4,374.44)

14 2,411.89 (2,277.72 , 15 3,573.51(2,784.40 ,
3,310.79) 3,801.65)

14 2,941.34 (2,227.86 , 15 3,197.50 (2,515.43 ,
3,654.82) 3,879.57)

14 3,115.85 (2,215.15, 15 2,933.83 (2,208.97 ,
4,016.54) 3,658.70)

14 2,609.47 (1,946.06 , 15 3,175.91 (2,309.11 ,
3,272.88) 4,042.70)

13 2,831.27 (2,349.48 , 15 2,615.05 (2,027.61 ,
3,571.51) 4,000.00)

13 2,598.87 (2,350.91 , 15 2,507.38 (1,769.00 ,
3,954.38) 2,804.35)

14 2,307.30 (1,926.24 , 15 2,111.39 (1,474.07 ,
3,271.99) 2,751.24)

13 2,181.89 (1,909.29 , 14 2,182.98 (1,745.76 ,
3,262.41) 2,492.81)

14 2,386.37 (1,773.27 , 15 2,149.63 (1,538.88 ,
3,104.72) 3,850.88)

14 2,318.28 (1,928.25 , 15 2,096.94 (1,196.06 ,
3,138.75) 2,870.67)

14 -0.15941 (-0.26105, 0.01455) 15 -0.13455 (-0.43341,0.07683)

14 2,688.21 (2,253.87, 15 3,834.44 (2,893.57 ,
3,933.34) 5,115.77)

14 2,655.08 (2,176.88 , 15 3,834.77 (2,389.10,
3,206.22) 5,451.96)

14 2,358.65 (2,186.06 , 15 3,190.89 (2,618.18 ,
2,784.31) 5,182.06)

14 2,407.80 (2,158.36 , 15 3,788.97 (2,049.93 ,
2,959.14) 5,065.01)

14 2,775.83 (1,850.34 , 15 3,684.27 (2,831.56 ,

M: 0.225
S: 0.739
S: 0.750
S: 0.252
S: 0.677

: 0.818

M
M: 0.462
M: 0.727

S: 0.612
M: 0.089
S: 0.615
S: 0.759
S: 0.323
0.596
0.322
0.694
0.662
0.930
0.663

0.600
0.116

< £ £ £ £ £ £ £

0.097

M:
0.036
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S: 0.168
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3,701.31) 4,536.99)
180 min 14 2,529.01 (1,709.77 , 13 3,576.40 (2,630.70 , S: 0.112
3,348.24) 4,522.10)
Promjena 14 -0.19382 (-0.34597 , - 15 -0.10272 (-0.20860, 0.00307) M: 0.176
0.11934)
Cetvrta 30min 14 2,690.20 (2,230.08 , 15 2,819.94 (2,443.03 , M: 0.513
kontrola 3,802.45) 3,348.78)
60 min 14 2,859.91 (2,367.56 , 15 2,924.64 (2,420.41 , M: 0.663
3,537.74) 3,897.66)
0 min 14 2,374.69 (2,246.84 , 15 2,732.06 (2,205.70 , M: 0.570
3,446.88) 3,592.18)
120 min 14 2,492.74 (2,026.26 , 15 2,706.80 (2,211.11 , M: 0.513
3,247.28) 3,359.43)
150 min 13 2,607.46 (1,967.97 , 15 2,938.63 (2,365.11 , M: 0.369
2,873.42) 3,190.22)
180 min 13 2,613.67 (1,623.08 , 15 2,369.37 (2,066.86 , M: 0.982
3,068.04) 3,352.46)
Promjena 14 -0.15149 (-0.35738,0.00715) 15 -0.08322 (-0.10514 , - M: 0.176
0.00368)
p<0.05

5.3.2.2 Sulfapiridin

U grupi Sulfasalazin pri in vitro anaerobnim uslovima kultivisanja uocava se statisticki znacajna

razlika u vrijednostima koncentracija sulfapiridina (p=0.011, p=0.021, p=0.030, p=0.022) od 90

do 180 minuta kultivisanja (Tabela 62, 63, 64 i 65) dok u ostalim vremenskim tackama mjerenja

nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika (vidi Prilozi-Prilog 79 i 80).

Srednje vrijednosti koncentracija sulfapiridina nastalog in vitro mjerene u 90. minuti (Tabela 62)

prije ispitivanja su statisticki znaajno manje nego na prvoj (p= 0.043), drugoj (p= 0.043) 1 trecoj

kontroli (p=0.043).

Tabela 62.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa
pri anaerobnim uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 14 13 14 12
Aritmeti¢ka sredina 143.80 336.29 329.50 477.63 408.84
Standardna devijacija 114.19 402.94 339.37 495.25 380.36
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 51.07 107.69 94.12 132.36 109.80
95% interval Donja granica 43.70 125.22 145.02 218.21 193.63
povjerenja Gornja granica 243.89 547.36 513.98 737.06 624.05
Medijana - Q2 158.56 205.96 181.96 302.46 289.52
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.011

p<0.05

103



Srednje vrijednosti koncentracija sulfapiridina nastalog in vitro mjerene u 120. minuti (Tabela
63) prije ispitivanja su statisticki znacajno manje nego na tre¢oj kontroli (p= 0.043).

Tabela 63. Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 13 12 14 12
Aritmeti¢ka sredina 250.38 464.65 413.40 518.47 416.71
Standardna devijacija 286.18 536.38 425.50 552.10 371.05
Standardna greSka aritmeticke sredine 127.98 148.77 122.83 147.55 107.11
95% interval Donja granica -0.47 173.07 172.65 229.26 206.77
povjerenja Gornja granica 501.23 756.23 654.15 807.67 626.65
Medijana - Q2 150.66 271.97 286.08 330.86 285.30
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.021

p<0.05
Srednje vrijednosti koncentracija sulfapiridina in vitro mjerene u 150. minuti (Tabela 64) prije

ispitivanja su statisticki znacajno manje nego na tre¢oj kontroli (p= 0.043).

Tabela 64.Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 14 13 14 12
Aritmeti¢ka sredina 263.09 443.89 397.36 544.89 433.19
Standardna devijacija 259.80 497.77 424.39 504.39 338.38
Standardna greska aritmeticke sredine 116.19 133.03 117.70 134.80 97.68
95% interval Donja granica 35.36 183.14 166.66 280.68 241.73
povjerenja Gornja granica 490.81 704.64 628.06 809.11 624.65
Medijana - Q2 219.01 296.00 213.83 379.81 318.90
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.030

p<0.05
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Srednje vrijednosti koncentracija sulfapiridina in vitro mjerene u 180. minuti (Tabela 65) prije

ispitivanja su statisticki znacajno manje nego na trecoj kontroli (p= 0.018).

Tabela 65.Vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri
anaerobnim uslovimanakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 7 14 13 14 13
Aritmeti¢ka sredina 222.60 478.65 478.05 675.00 516.84
Standardna devijacija 252.46 534.66 490.14 762.67 394.84
Standardna greska aritmeticke sredine 95.42 142.89 135.94 203.83 109.51
95% interval Donja granica 35.57 198.57 211.61 275.49 302.20
povjerenja Gornja granica 409.63 758.72 744.50 1074.51 731.47
Medijana - Q2 147.13 350.63 432.23 411.02 421.37
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.022

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracija sulfapiridina u grupi
Sulfasalazinuocava se statisticki znacajna razlike (p=0.035) izmedu kontrola (Tabela 66).
Procentualna promjena koncentracija sulfasalazina na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti
pokazuje smanjenje za 1.181 %, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli0.586 %, 0.260 %, 0.382 % i 0.264 %.
Srednje vrijednosti procentualnog smanjenja koncentracija sulfapiridina in vitro prije ispitivanja

su statisticki znac¢ajno veée nego na drugoj kontroli (p= 0.048).

Tabela 66.Procentualna promjena koncentracija sulfapiridina in vitro u suspenziji fecesapri
anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 5 14 13 14 12
Aritmetic¢ka sredina 1.18128 0.58662 0.26024 0.38283 0.26464
Standardna devijacija 0.64455 0.70339 0.32287 0.31580 0.28517
Standardna greska aritmeticke sredine 0.28825 0.18799 0.08955 0.08440 0.08232
95% interval Donja granica 0.61631 0.21817 0.08472 0.21741 0.10329
povjerenja Gornja granica 1.74625 0.95508 0.43575 0.54826 0.42599
Medijana - Q2 1.27273 0.32255 0.24124 0.26118 0.20002

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.035

p<0.05
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Vrijednosti koncentracija sulfapiridina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

anaerobnim uslovima u svim tatakama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu
19.
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Grafikon 19. Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin
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U grupi Sulfasalazin i probiotik pri in vitro anaerobnim uslovima kultivisanja nema statisti¢ki
znacajne razlike (p=0.525, p=0.281, p=0.107, p=0.434, p=0.066, p=0.075) u vrijednostima
koncentracija sulfapiridina ni na jednom mjerenju niti na jednoj kontroli (vidi Prilozi- Prilog 81,
82, 83, 84, 85 86).

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracijasulfapiridina u grupi Sulfasalazin i
probiotikuoCava se statisticki znacajna razlike (p=0.023) izmedu kontrola (Tabela 67).
Procentualna promjena koncentracijasulfasalazina na mjerenju prije tretmana u svakoj minuti
pokazuje smanjenje za 2.93 %, ana 1., 2., 3. i 4. kontroli0.286 %, 0.390 %, 0.101 % i 0.224 %.
Srednje vrijednosti procentualnog smanjenja koncentracija sulfapiridina in vitro prije ispitivanja
su statisticki znacajno veée nego na prvoj kontroli (p= 0.043), drugoj (p= 0.043), trecoj (p=
0.018) i cetvrtoj kontroli (p= 0.028).Srednje vrijednosti procentualnog smanjenja koncentracija
sulfapiridina in vitro na prvoj kontroli su statisticki znacajno manje nego na drugoj kontroli (p=
0.034)

Tabela 67.Procentualna promjenakoncentracija sulfapiridina in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 7 13 14 15 14
Aritmeti¢ka sredina 2.93001 0.28639 0.39027 0.10117 0.22402
Standardna devijacija 2.78430 0.75926 0.30661 0.20693 0.25788
Standardna greska aritmeticke sredine 1.05237 0.21058 0.08195 0.05343 0.06892
95% interval Donja granica 0.86737 -0.12635 0.22966 -0.00355 0.08893
povjerenja Gornja granica 4.99265 0.69913 0.55088 0.20589 0.35911
Medijana - Q2 1.53535 0.09099 0.42669 0.02917 0.13195

ANOVA test p
za ponovljajuéa mjerenja 0.023

p<0.05
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Vrijednosti koncentracijasulfapiridina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

anaerobnim uslovima u svim tacakama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na

grafikonu 20.
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Grafikon 20. Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju izmedu grupa, razlike u srednjim vrijednostima koncentracijasulfapiridina in vitro
u anaerobnim uslovima nakon 60 minuta na prvoj kontroli kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin su
statisti¢ki znacajno manje (p= 0.022) nego kod ispitanika iz grupe sulfasalazin i probiotik dok su
na trecoj kontroli kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin statisticki znacajno vece (p= 0.010)u

odnosu na ispitanike iz grupe Sulfasalazin i probiotik (Tabela 68).
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Tabela 68. Poredenje vrijednostikoncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa
pri anaerobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Nakon Sulfasalazin Sulfasalazin i probiotik p
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prije 30min 4 37.76 (30.07 , 58.74) 3 19.55 (2.67 , 174.78) M: 0.480
ispitivanja o min 4 62.39 (46.11 , 81.03) 3 43.54 (26.83 , 239.03) M: 0.480
90min 5 158.56 (48.04 , 163.19) 4 54.76 (18.31 , 288.80) M: 0.462
120min 5 150.66 (111.28 , 177.74) 5 168.37 (67.91 , 246.94) M: 0.917
150 min 5 219.01 (81.61 , 233.31) 7 64.08 (3.06 , 180.57) M: 0.062
180 min 7 147.13 (9.89 , 316.66) 7 89.56 (14.88 , 283.84) M: 0.565
Promjena 5  1.18128(0.61631,1.74625) 7  2.93001 (0.86737 ,4.99265) S: 0.154
Prva 30min 14  145.33(23.01, 275.37) 12 469.01 (259.63,619.75)  M: 0.045
kontrola  gomin 13 188.68(59.95,309.62) 11  581.44 (358.69 , 775.95) M:
0.022
90min 14  205.96 (37.55, 479.79) 13 502.32(147.18,650.18)  M: 0.174
120 min 13 271.97 (81.43,490.01) 13 512.39(120.15,640.85)  M: 0.489
150 min 14 296.00 (56.48 , 606.44) 13 510.98 (201.79,666.87)  M: 0.332
180min 14  350.63 (81.20, 672.33) 13 496.64 (233.12,829.72)  M: 0.286
Promjena 14  0.58662 (0.21817,0.95508) 13 0.28639 (-0.12635,0.69913) S: 0.296
Druga 30min 12 174.31 (41.94,609.33) 14 184.38(143.15,259.51)  M: 1.000
kontrola — gomin 12 222.44 (44.31 , 732.86) 14 195.16 (160.85,303.38)  M: 0.877
90min 13  181.96 (57.14 , 603.28) 14 188.85(152.74,33157)  M: 0.884
120min 12 286.08 (43.30 , 714.04) 13 231.75(189.67,356.07)  M: 0.828
150 min 13 213.83 (56.88 , 648.68) 14 263.86(189.24 ,416.05)  M: 0.923
180min 13 432.23 (61.78 , 644.39) 14 29555 (22857 ,40457)  M: 0.923
Promjena 13  0.26024 (0.08472,0.43575) 14  0.39027 (0.22966 , 0.55088)  S: 0.293
Treéa 30min 14  236.71(65.50 , 619.96) 15 533.06(232.89,717.62)  M: 0.206
kontrola  gomin 14 23356 (72.69 , 656.34) 15  548.77 (141.68,640.34)  M: 0.432
90min 14  302.46 (77.82 , 694.85) 15  355.02(152.84,72259)  M: 0.570
120 min 14  330.86(139.70,737.72) 15  551.62 (241.31,789.90)  M: 0.513
150 min 14  379.81(217.71,771..75) 15 53179 (251.79,804.25)  M: 0.600
180 min 14  411.02(185.21,720.14) 13  434.48 (302.28,649.18)  M: 0.923
Promjena 14  0.38283(0.21741,0.54826) 15 0.10117 (-0.00355,0.20589) S: 0.010
Cetvrta 30min 12 226.26 (94.36 , 577.72) 14 152.97 (100.06 ,474.90)  M: 0.837
kontrola  gomin 12 242.64 (95.96 , 579.84) 13 177.45(132.01,43569)  M: 0.957
90min 12  289.52(118.89,647.43) 13  159.32(115.18,372.86)  M: 0.624
120 min 12 285.30 (142.18,735.35) 13  162.74 (145.24,516.68)  M: 0.786
150 min 12 318.90 (195.53,700.65) 13  246.62 (150.37,384.52)  M: 0.624
180 min 13 421.37(223.98,809.09) 14  269.71(161.15,630.73)  M: 0.382
Promjena 12  0.20002 (0.05164 ,0.47229) 14  0.13195 (0.03495, 0.46207) M: 0.719
p<0.05
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5.3.2.3 Mesalazin

U grupi Sulfasalazin pri anaerobnim uslovima kultivisanja uo¢ava se statisticki znacajna razlika
(p=0.028, p= 0.028) u vrijednostima koncentracija mesalazina na mjerenjima u 60. i 120. minuti
(Tabele 69 1 70)dok u ostalim vremenskim tackama mjerenja nisu ustanovljene statisticki
znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog 87, 88, 89 i 90). Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina
nastalog in vitro mjerene u 60. minuti (Tabela 69) na trecoj kontroli su statisti¢ki znacajno vece

nego na ¢etvrtoj kontroli (p= 0.028).

Tabela 69.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 1 5 6 8 7
Aritmeticka sredina 86.52 462.71 345.87 420.22 216.30
Standardna devijacija 282.80 317.02 140.23 133.76
Standardna greska aritmeticke sredine 126.47 129.42 49.58 50.56
95% interval Donja granica 214.82 92.20 323.04 117.21
povjerenja Gornja granica 710.60 599.54 517.39 315.39
Medijana - Q2 86.52 467.73 213.35 465.93 203.16
Friedman test p
za visSe uparenih uzoraka 0.028

p<0.05

Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina nastalog in vitro mjerene u 120. minuti (Tabela 70)

na trecoj kontroli su statisticki znacajno veée nego na cetvrtoj kontroli (p= 0.028).

Tabela 70.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 6 4 8 6
Aritmeticka sredina 346.91 264.28 393.67 229.66
Standardna devijacija 184.93 254.75 158.60 154.74
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 75.50 127.37 56.07 63.17
95% interval Donja granica 198.94 14.63 283.77 105.84
povjerenja Gornja granica 494.88 513.94 503.58 353.48
Medijana - Q2 337.74 163.27 393.55 208.66
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.028

p<0.05
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Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracijamesalazina u anaerobnim uslovima

u grupi Sulfasalazinizmedu razli¢itih mjerenja uocavaju se statisticki znacajne razlike (Tabela

71).Srednje vrijednosti procentualnog povecanjakoncentracija mesalazina in vitro na prvoj

kontroli su statisti¢ki znacajno vece nego na drugoj (p= 0.043) i trecoj kontroli (p= 0.046).

Procentualna promjena koncentracijamesalazina na mjerenju prije kontrole u svakoj minuti
pokazuje smanjenje zal.647 %, a nal., 2., 3. i 4. kontroli0.17872%, 0.03510%,, 0.10434% i

0.03316%.

Tabela 71.Procentualna promjena koncentracija mesalazinain vitro u suspenziji fecesa mesalazina nastalog in vitro
pri anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 1 8 7 8 7
Aritmeti¢ka sredina 1.64767 0.23264 -0.05682 -0.11671 0.04682
Standardna devijacija 0.21596 0.21373 0.19789 0.24238
Standardna greska aritmeticke sredine 0.07635 0.08078 0.06997 0.09161
95% interval Donja granica 0.08299 -0.21515 -0.25384 -0.13274
povjerenja Gornja granica 0.38228 0.10152 0.02042 0.22638
Medijana - Q2 1.64767 0.17872 -0.03510 -0.10434 0.03316

Friedman test p
za visSe uparenih uzoraka 0.043
p<0.05
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Vrijednosti koncentracija mesalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

anaerobnim uslovima u svim tatakama mjerenja u grupi Sulfasalazin su prikazane na grafikonu

21.
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Grafikon 21.Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin
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U grupi Sulfasalazin i probiotik pri anaerobnim uslovima kultivisanja uocavaju se statisti¢ki
znacajne razlike(p= 0.012, p= 0.043, p= 0.046, p= 0.043) u vrijednostima koncentracija
mesalazina na mjerenjima u 30., 90., 120. i 150. minuti (Tabela72, 73, 74 i 75) dok u ostalim
vremenskim tackama mjerenja nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike (vidi Prilozi-Prilog
911 92).

Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina in vitro na prvoj kontroli (Tabela 72) mjerene u 30.

minuti, su statisti¢ki znacajno veée nego na drugoj kontroli (p = 0.012).

Tabela 72.Vrijednostikoncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri
anaerobnim uslovimanakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 1 9 10 6 5
Aritmeti¢ka sredina 33.65 427.52 292.51 327.55 131.00
Standardna devijacija 348.50 226.85 247.23 109.99
Standardna greska aritmeticke sredine 116.17 71.74 100.93 49.19
95% interval Donja granica 199.83 151.91 129.73 34.59
povjerenja Gornja granica 655.21 433.11 525.37 227.41
Medijana - Q2 33.65 337.81 216.96 288.77 72.88
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.012

p<0.05

Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina in vitro na prvoj kontroli (Tabela 73) mjerene u 90.

minuti su statisticki znacajno vece nego na tre¢oj kontroli (p = 0.043).

Tabela 73.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 0 9 7 6 6
Aritmeti¢ka sredina 501.02 331.42 227.77 160.14
Standardna devijacija 445.30 240.75 188.67 111.89
Standardna greSka aritmeticke sredine 148.43 90.99 77.02 45.68
95% interval Donja granica 210.09 153.07 76.80 70.61
povjerenja Gornja granica 791.95 509.76 378.73 249.67
Medijana - Q2 364.72 226.56 206.22 127.23
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.043
p<0.05
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Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina in vitro na prvoj kontroli (Tabela 74) mjerene u 120.

minuti su statisticki znacajno veée nego na drugoj kontroli (p = 0.046).

Tabela 74.Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 2 8 8 6 4
Aritmeticka sredina 169.22 479.41 338.76 369.86 191.21
Standardna devijacija 104.24 351.72 245.80 279.61 88.93
Standardna greska aritmeticke sredine 73.71 124.35 86.90 114.15 44.46
95% interval Donja granica 24.76 235.68 168.43 146.12 104.07
povjerenja Gornja granica 313.68 723.14 509.09 593.60 278.36
Medijana - Q2 169.22 437.09 226.92 368.85 213.13
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.046

p<0.05

Srednje vrijednosti koncentracija mesalazina in vitro na prvoj kontroli (Tabela 75) mjerene u 150.

minuti su statisticki znacajno veée nego na drugoj (p = 0.043) i tre¢oj kontroli (p = 0.050)

Tabela 75.Vrijednostikoncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri
anaerobnim uslovimanakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 9 7 8 4
Aritmeticka sredina 549.48 322.79 235.60 146.47
Standardna devijacija 392.37 200.98 194.92 78.07
Standardna greska aritmeticke sredine 130.79 75.96 68.92 39.03
95% interval Donja granica 293.14 173.91 100.53 69.96
povjerenja Gornja granica 805.83 471.68 370.68 222.98
Medijana - Q2 466.58 265.79 198.89 146.80
Friedman test p
za visSe uparenih uzoraka 0.043

p<0.05

Pri poredenju vrijednosti procentualne promjene koncentracijamesalazina (vidi Prilozi-Prilog 93)
u anaerobnim uslovima u grupi Sulfasalazin i probiotika izmedu razli¢itih mjerenja ne uocavaju
se statisticki znacajne razlike(p= 0.463).Procentualna promjena koncentracijamesalazina na
mjerenju pri prvoj kontroli u svakoj minuti pokazuje smanjenje za 0.017%, a na 2., 3. i 4.
kontroli0.045 %, 0.030 % i 0.050 %.
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Vrijednosti koncentracija mesalazina nadene in vitro u fekalnim suspenzijama ispitanika pri

anaerobnim uslovima u svim tacakama mjerenja u grupi Sulfasalazin i probiotik su prikazane na

grafikonu 22.
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Grafikon 22. Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri

anaerobnim uslovimakultivisanja u grupi Sulfasalazin i probiotik

Pri poredenju izmedu grupa, razlike u srednjim vrijednostima koncentracija mesalazina nastalog

in vitro u anaerobnim uslovima izmedu ispitivanih grupa nisu bile statisticki znacajne ni na

jednom mjerenju na kontrolama (vidi Prilozi-Prilog 94).

115



5.4. In vivometabolizam sulfasalazina
5.4.1. Sulfasalazin

U grupi Sulfasalazin pri poredenju koli¢ina sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu, nisu

uocene statisticki znacajne (p=0.792) razlike izmedu kontrola (Tabela 76).

Tabela 76. Koli¢ine sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razlic¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 12 13
Aritmeti¢ka sredina 1.86 1.32 1.23 1.81
Standardna devijacija 3.77 1.77 1.81 3.13
Standardna greska aritmeticke sredine 1.01 0.47 0.52 0.87
95% interval -0.12 0.39 0.21 0.11
povjerenja 3.84 2.24 2.26 3.52
Medijana - Q2 0.85 0.87 0.70 0.90
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.792

p<0.05

I u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju koli¢ina sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h

urinu, nisu uocene statisticki znacajne (p=0.729) razlike izmedu razli¢itih kontrola (Tabela 77).

Tabela 77. Koli¢ine sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin i probiotik

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 15 15 13
Aritmeti¢ka sredina 2.78 1.69 1.65 2.32
Standardna devijacija 4.54 1.84 1.42 1.90
Standardna greska aritmeticke sredine 1.26 0.48 0.37 0.53
95% interval Donja granica 0.31 0.76 0.93 1.28
povjerenja Gornja granica 5.24 2.62 2.37 3.35
Medijana - Q2 1.99 1.48 0.98 1.54
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.729

p<0.05
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Pri poredenju koli¢ina izlu¢enog sulfasalazina izmedu grupa, ne postoji statisti€¢ki znacajna

razlika (Tabela 78).

Tabela 78.Poredenje koli¢ina sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prva kontrola 14 0.85(0.63, 1.10) 13 1.99 (0.48, 2.68) M: 0.244
Druga kontrola 14 0.87 (0.36 , 1.29) 15 1.48 (0.71, 1.85) M: 0.190
Treéa kontrola 12 0.70 (0.46 , 1.04) 15 0.98 (0.74, 3.05) M: 0.118
Cetvrta kontrola 13 0.90 (0.54 , 1.55) 13 1.54 (0.93, 2.62) M: 0.061

Vrijednosti koli¢ina sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu za svaku kontrolu i obje ispitivane

grupe su prikazane na grafikonu 23.
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Grafikon 23. Koli¢ine sulfasalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u obje ispitivane grupe
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5.4.2. Sulfapiridin

U grupi Sulfasalazin pri poredenju koli¢ina sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu nisu uocene

statisticki znacajne (p=0.853) razlike izmedu kontrola (Tabela 79).

Tabela 79. Koli¢ine sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 3.50 3.22 4,57 4.38
Standardna devijacija 3.07 2.97 6.09 4.69
Standardna greska aritmeticke sredine 0.82 0.79 1.63 1.30
95% interval Donja granica 1.89 1.66 1.38 1.83
povjerenja Gornja granica 5.10 477 7.75 6.93
Medijana - Q2 2.47 1.74 2.63 2.84
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.853

p<0.05

I u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju koli¢ina sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu

nisu uocene statisticki znacajne (p=0.114) razlike izmedu kontrola (Tabela 80.)

Tabela 80. Koli¢ine sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin i probiotik

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 14 15
Aritmeti¢ka sredina 5.26 3.73 4.57 4.75
Standardna devijacija 4.99 2.92 453 5.23
Standardna greska aritmeticke sredine 1.33 0.76 1.21 1.35
95% interval Donja granica 2.65 2.25 2.19 211
L0 e el Gornja granica 7.88 5.21 6.94 7.39
Medijana - Q2 2.67 2.49 3.22 2.04
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.114

p<0.05
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Pri poredenju vrijednosti sulfapiridina izmedu grupa ne postoji stastisticki znacajna razlika

(Tabela 81)

Tabela 81. Poredenje koli¢ina sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prva kontrola 14 2.47 (1.46 , 4.57) 14 2.67 (1.10,10.23) M: 0.679
Druga kontrola 14 1.74 (1.13, 3.81) 15 2.49(0.77 ,7.12) M: 0.760
Treca kontrola 14 2.63 (1.03, 4.64) 14 3.22(1.80,6.92) M: 0.581
Cetvrta kontrola 13 2.84 (1.13,5.07) 15 2.04 (0.81, 9.08) M: 0.908

Vrijednosti koli¢ina sulfapiridina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu za svaku kontrolu i obje ispitivane

grupe su prikazane na grafikonu 24.
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Grafikon 24. Koli¢ine sulfapiridina (mg) izluGenog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u obje ispitivane grupe
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5.4.3. Mesalazin

U grupi Sulfasalazin pri poredenju koli¢ina mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu, nisu uoc¢ene

statisticki znacajne (p=0.059) razlike izmedu kontrola (Tabela 82)

Tabela 82. Koli¢ine mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 0.59 1.05 0.98 0.96
Standardna devijacija 0.35 0.76 0.70 0.66
Standardna greska aritmeticke sredine 0.10 0.20 0.19 0.18
95% interval Donja granica 0.40 0.65 0.62 0.61
povjerenja Gornja granica 0.78 1.44 1.35 1.30
Medijana - Q2 0.48 0.89 0.73 1.01
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.059

p<0.05

Ni u grupi Sulfasalazin i probiotik pri poredenju koli¢ina mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu,

nisu uocene statisticki znacajne (p=0.261) razlike izmedu kontrola (Tabela 83).

Tabela 83. Koli¢ine mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u grupi Sulfasalazin i probiotik

Prva Druga Treéa Cetvrta
kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 14 15 14
Aritmeti¢ka sredina 0.87 0.63 0.69 0.93
Standardna devijacija 0.85 0.60 0.47 0.86
Standardna greska aritmeticke sredine 0.23 0.16 0.12 0.23
95% interval Donja granica 0.41 0.32 0.45 0.48
povjerenja Gornja granica 1.33 0.95 0.93 1.39
Medijana - Q2 0.70 0.48 0.51 0.63
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.261

p<0.05
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Pri poredenju koli¢ina mesalazina (mQ) izlu¢enog u 24 h urinu izmedu grupa ne postoje statisticki

znacajne razlike (Tabela 84).

Tabela 84. Poredenje koli¢ina mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Sulfasalazin Sulfasalazin p
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost
Prva kontrola 13 0.48 (0.36, 0.58) 13 0.70(0.35,0.77) M: 0.427
Druga kontrola 14 0.89 (0.48 , 1.40) 14 0.48 (0.22 , 0.66) M: 0.089
Treca kontrola 14 0.73 (0.52, 1.56) 15 0.51(0.39, 1.03) M: 0.239
Cetvrta kontrola 14 1.01(0.42,1.19) 14 0.63(0.43,1.03) M: 0.713

Vrijednosti koli¢ina mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu za svaku kontrolu i obje ispitivane

grupe su prikazane na grafikonu 25.
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Grafikon 25. Koli¢ine mesalazina (mg) izlu¢enog u 24 h urinu
na razli¢itim kontrolama u obje ispitivane grupe
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5.6. Detekcija probiotika u uzorku fecesa metodom PCR-elektroforeza na mikrocipu

Uzorci stolice pacijenata iz grupe Sulfasalazin i probiotik (n=15) su analizirani metodom
elektroforeze na mikroCipu, radi utvrdivanja prisustva probiotiskih bakterija. Analiza PCR
proizvoda uradena je nakon elektroforetskog razdvajanja dobijenih produkata upotrebom
elektroforeze na ¢ipovima MultiNA Shimadzu Biotech (Shimadzu,Japan). DNK bendovi koji
korespondiraju sa onima od probiotika koriStenih u istrazivanju, su detektovani i identifikovani
poredenjem migracijskog rastojanja dobijenog iz referentnih sojeva individualnih probiotika
(Lactobacillus rhamnosusLGG i Bifidobacterium lactis BB-12).

Niti u jednom od ispitivanih uzoraka nije potvrdeno prisustvo Lactobacillus rhamnosusLGG.
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Slika 2. Profili umnozaka gena dobijeni elektroforezom na mikro¢ipu specifiéni za Lactobacillus rhamnosus
LGG koji su dobijeni u PCR reakcijama sa parom prajmera Prl-Rhall. Linija 1: Ljestvica visine baznih parova; linije
2-9: ispitivani uzorci; linija 10: pozitivna kontrola; linija 11: negativna kontrola.

Prisustvo Bifidobacterium lactis BB-12 je potvrdeno kod 17 od ukupno 75 analiziranih uzoraka.
Uzorci koji su uzeti prije pocetka tretmana su pokazali prisustvo bakterije kod 2 ispitanika, a na
prvoj kontroli je potvrdeno prisustvo bakterije kod samo jednog pacijenta. Na drugoj kontroli,
koja se sprovodila poslije 2-sedmi¢ne terapije probiotikom, bakterija je detektovana kod 5
pacijenta. Na trec¢oj kontroli je dokazano prisustvo bakterije kod 3 ispitanika, a na Cetvrtoj

kontroli, koja se sprovodila poslije 2-sedmic¢ne terapije probiotikom, je dokazano prisustvo
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bakterije kod 6 ispitanika.
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Slika 3. Profili umnozaka gena dobijeni elektroforezom na mikrodipu specifi¢ni za Bifidobacterium lactis
BB-12 koji su dobijeni u PCR reakcijama sa parom prajmeraLm3 i Lm26. Linija 1: Ljestvica visine baznih parova;
linije 2-21: ispitivani uzorci; linija 22: pozitivna kontrola; linija 23: negativna kontrola.
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6.DISKUSIJA
6.1.Broj bakterija u fekalnom sadrzaju

Jednom naseljeni mikrorganizmi u probavnom traktu formiraju svoju zajednicu, koja u
normalnim uslovima ostaje relativno stabilna tokom cijelog zivota individue tako da novouneseni
mikroorganizmi teSko mogu istisnuti vec¢ postojece, naseljene bakterije[13].

U nasem istrazivanju smo zeljeli ustanoviti da li ¢e primjena probiotika izazvati promjenu
u broju fekalnih bakterija u pacijenata oboljelih od inflamatorne boelsti crijeva, odnosno da li ¢e
do¢i do promjene ukupnog broja aerobnih i anaerobnih fekalnih bakterija. Broj bakterija je
izrazavan kao logaritam CFU (colony forming units) po gramu fecesa. Jedna grupa pacijenata je
dobijala samo sulfasalazin, a druga grupa je uz sulfasalazin dobijala i probiotik koji je bio
kombinacija Lactobacillus rhamnosusGG i Bifidobacterium BB-12.

Pri kultivaciji u aerobnim uslovima u obje ispitivane grupe, nismo uocili stastisti¢ki
znacajnu promjenu broja bakterija kad se porede vrijednosti prije i poslije tretmana mada je
uocljiv trend rasta broja bakterija. | pri anaerobnim uslovima kultivisanja, u grupi Sulfasalazin, se
uocava porast broja mikrorganizama, koji nije statisticki znacajan.

Interesantno je da je u grupi tretiranoj kombinacijom sulfasalazina i probiotika pri
anaerobnim uslovima kultivisanja doSlo do opadanja broja mikrorogranizama u odnosu na
pocetne vrijednosti, mada ni ono nije bilo stastisti¢ki znacajno.

| pored suprotnog smjera kretanja promjene broja bakterija, nema statisticki znacajne
razlike pri poredenju izmedu grupa pri anaerobnim uslovima kultivisanja.

Ovakva stabilnost broja bakterija u grupi tretiranoj sa sulfasalazinom, je u skladu sa
nekim ranijim istrazivanjima na zdravim dobrovoljcima [171]ali i na pacijentima oboljelim od
Kronove bolesti [172]gdje takode nisu uocene statisticki znacajne razlike u broju crijevnih
bakterija u odnosu na pretretmanske vrijednosti.

Medutim, West i saradnici su u ispitivanju provedenom na oboljelim od IBD pokazali
statistiCki znacajno manji broj aerobnih i anaerobnih bakterija u grupi lijecenoj sulfasalazinom u
odnosu na grupu koja ga nije koristila[173]. Krook i saradnici[171]su pokazali da jednomjesec¢no
lijeCenje sulfasalazinom dovodi do znacajnog smanjenja broja anaerobnih bakterija. Nakon Cetiri
mjeseca lijeCenja sulfasalazinom broj bakterija se vratio na pocetne vrijednosti, iako se smanjenje
odredenih sojeva bakterija i dalje odrzavalo.Neumann i saradnici [174]su poredili fekalnu floru

kod zdrave populacije i kod oboljelih od reumatoidnog artritisa (RA) na terapiji
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sulfasalazinom.Uo¢eno je da je tokom terapije sulfasalazinom doSlo do pada broja CI.
perfringens u odnosu na kontrolnu grupu gdje nije bilo promjena.Tremainei saradnici[175]su
uocili da pacijenti na terapiji sulfasalazinom imaju znac¢ajno nizu incidencu infekcija izazvanih
Cl. difficile u odnosu na pacijente koji nisu na lije¢enju.

Hartley i saradnici su ispitivali uticaj sulfasalazina na crijevnu floru oboljelih od
ulceroznog kolitisa[176]. Uocili su samo zanemarljivu promjenu u sastavu crijevne flore
kolorektalne regije, $to je u skladu sa ranijim zapazanjima vezanim za stabilnost sastava crijevne
flore.

Stabilnost broja bakterija, u naSem istrazivanju se odrzava i u grupi tretiranoj
kombinacijom sulfasalazina i probiotika. Slicne rezultate su imali i drugi istrazivaéi. Bouhnik i
saradnici [177]su proveli studiju sa probioticima na pacijentima sa sindromom iritabilnih crijeva.
U studiji je potvrdeno naseljavanje primjenjenih probiotskih bakterija i smanjenje aktivnosti beta
glukuronidaze, pri ¢emu nije dolazilo do promjene ukupnog broja fekalnih anaerobnih bakterija

U istrazivanju Tanock-a i saradnika je uoceno, da i pored promjene u sastavu
Lactobacillus-ne flore, ne dolazi do statisticki znacajne promjene u populaciji obligatnih
anaeroba, koji su brojéano dominantni ¢lanovi fekalne flore [178]. Interesantno je da je u nasem
istrazivanju pri anaerobnim uslovima kultivisanja prisutan trend smanjenja broja bakterija.

Primjena probiotika moZe izazvati odredene izmjene u mikrobnom profilu kao 1 u
metabolickoj aktivnosti u fecesu. Te promjene su generalno male, ali u sluc¢aju kad se primjenjuju
u patoloSkim stanjima mogu biti dovoljne za izmjenu toka bolesti. U najveéem broju slucajeva,
primjena probiotika dovodi do povecanja broja bifidobakterija i laktobacila, smanjenja fekalnog
pH kao i smanjenja aktivnosti bakterijskih enzima koji su povezani sa razvojem malignih tumora
u debelom crijevu[179].

U istrazivanju provednom na zdravim dobrovoljcima kojima se davao Bifidobacterium
longum je ustanovljen porast broja bifidobakterija, a smanjenje broja klostridija, snizavanje nivoa
fekalnog pH te smanjenje koncentracije amonijuma[180].Moguce je da je smanjenje broja
anerobnih bakterija u naSem ispitivanju, takode, bilo rezultat smanjenja broja klostridija.
Obzirom da se nije radila identifikacija bakterija unutar anerobne grupe ne mozemo to sa

sigurnoScu tvrditi.
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6.2.Broj bakterija u crijevnom mukusu

Stabilnost zajednice MAMC je dobro poznata i dokumentovana [29].U nasem istrazivanju Smo
pokusali da dobijemo reprezentativan uzorak mukusa pomocu cetkica tokom rektoskopije. Za
uzimanje uzoraka tokom rektoskopije, a ne kolonoskopije, smo se odlucili zbog manje invazivne
pripreme pacijenata, koji se za kolonoskopiju pripremaju uzimanjem laktuloze za koju je poznato
da uti¢e na sastav crijevne flore [181].Za rektoskopiju smo pacijente pripremali primjenom lijeka
bisakodil, koji na Zalost nije doveo do najboljeg ¢isc¢enja tako da je prilikom uzimanja uzoraka
Cest dolazilo do kontaminacije sa fekalnim sadrzajem. Dobijene koli¢ine mukusa su bile veoma
male (masa u pg). S obzirom da smo imali mali broj Cetkica, viSekratno su koriStene i bile
potapane u dezinfekcijsko sredstvo, a te¢nost se nakon ispiranja u odredenoj koli¢ini zadrzavala
na Cetkicama. Zbog uoCenih tehni¢kih manjkavosti u radu, dobijene rezultate o broju CFU u

mukusu, nismo smatrali validnim, te ih nismo niti uvrstili u rad.

6.3. Enzimska aktivnost fekalne flore

Metabolicka aktivnost crijevne flore je ogromna, te uz jetru predstavlja najveci
metaboli¢ki organ tijela. Enzimi, koje bakterije produkuju, ucestvuju u brojnim procesima
transformacije lijekova i drugih ksenobiotika. Sposobnost crijevne mikroflore da uéestvuje u
stvaranju i velikog broja razli¢itih mutagena, karcinogena i promotora rasta tumora iz
prehrambenih i endogeno nastalih prekursora, je veoma dobro dokumentovana [8,79].

Veéina dosadas$njih saznanja o metaboli¢koj aktivnosti crijevne flore su dobijena,
uglavnom iz istrazivanja koja se provode na zivotinjama te iz istrazivanja koja se provode u in
vitromodelima probavnog sistema [52,182], a mnogo rjede iz klinickih istrazivanja [183].

lako je aktivnost azoreduktaze wu jetri in vitro dokazana, ipak je crijevna
azoreduktazanajveéim dijelom odgovorna za redukciju sulfasalazina (SSZ)in vivo. Ovakav znacaj
komenzalne flore u metabolizmu SSZ, znaci da bilo kakva intervencija koja moze dovesti do
poremecaja sastava crijevne flore, moze uticati na efikasnost SSZ i pojavu nezeljenih dejstava.
Dokazano je dasmanjenje broja mikroroganizama npr. nakon primjene antibiotika sirokog spektra
[184]dovodi do smanjenja metabolizma SSZ.

Ranije provedena istrazivanja su pokazala da su u crijevima glavni proizvodaci
azoreduktaze bakterije roda Clostridium i Bacteroides [185]. In vitro ispitivanja produkcije

azoreduktaze su pokazala snaznu inaktivaciju enzima pri izlaganju kultura Clostridium i
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Bacteroides vazduhu [65]dok azoreduktaza koju produkuje pseudomonas ne pokazuju
inaktivaciju u prisustvu vazduha[187]. Cijepanje azo veze sulfasalazina u bakterijskoj suspenziji i
tkivnom homegenatu je pokazalo da, za maksimum aktivnosti, azoreduktaza zahtijeva anaerobne
uslove kao i prisustvo kofaktora NADPH i FAD[188].

Aktivnost azoreduktaze (AZ), u naSem istrazivanju, je bila snizena u obje eksperimentalne
grupe, Sto nije u skladu sa nekim ranijim istrazivanjima [189]. Statisti¢ki znacajan pad aktivnost
azoreduktaze u odnosu na pocetne vrijednosti i prve dve kontrole, se vidi na 3. 1 4. kontroli u

obje grupe pri aerobnim uslovima kultivisanja.

I u anaerobnim uslovima jeprisutan pad aktivnosti AZ, ali je samo kod pacijenata koji su
uzsulfasalazin koristili i probiotike taj pad stastisticki znacajan i u skladuje sa padom broja
anaerobnih mikrorganizamauistoj grupi.Ovi nalazi su u skladu sa klini¢kim podacima koji govori
0 padu djelotvornosti SSZ pri dugotrajnoj primjeni kod IBD, jer dolazi do smanjenja aktivnosti
azoreduktaze[173]. Carrette i saradnici [190] su pokazali da je aktivnost enzima crijevnih
bakterija kod oboljelih od Kronove bolesti razli¢ita od onih kod zdravih osoba. Aktivnosti
azoreduktaze, beta glukozidaze i beta glukuronidaze kod oboljelih su bile manje od onih kod
zdravih osoba. Ovi rezultati dovode u pitanje terapijsku korist od azo-jedinjenja i glikozidnih
prolijekova kod takvih pacijenata, i objasnjavaju izostanak terapijskog efekta kod istih.

Aktivnosti nitroreduktaze (NZ)je kod pacijenata u obje ispitivane grupestatisticki
znaCajnorasla u odnosu na vrijednosti prije pocetka lijeCenja. Ovaj porast aktivnosti
nitroreduktaze je, smatramo, posljedica povecanje broja mikrorogranizama koji je
produkuju.Interesantan je pad aktivnosti NZ na kontrolama poslije primjene probiotika u odnosu
na vrijednosti mjerene na 1. i 3. kontroli kod pacijenat u grupi Sulfasalazina i probiotik.
Smatramoda ovo smanjenje aktivnosti NZ u sedmicam nakon primjene probiotika ukazuje na to
da sami probiotici doprinose smanjenju NZ.

Ovi rezultati su u skladu sa opisanim efektima nakon primjene Bifidobacterium-a i
Lactobacillus-a koji se uobi¢ajeno i koriste kao probiotici. Naime, kod ovih bakterija je dokazana
niska produkcija metaboliSu¢ih enzima kao S§to su azoreduktaza, nitroreduktaza 1 beta
glukuronidaza u odnosu na druge anaerobe u probavnom traktu poput Eubacteria, Bacteroides i
Clostridia[3]. U istrazivanju grupe japanskih nau¢nika [191]je uoceno da su najveci proizvodaci

azoreduktaze, nitroreduktaze, beta-glikozidaze i beta-glukuronidaze bakterije roda Clostridium,
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dok bakterije roda Bifidobacterium pokazuju nisku aktivnost AZ, NZ, beta- glukuronidaze, a
nesto visu aktivnost beta-glukozidaze. Saito i saradnici[192]su takode uocili da je aktivnost AZ i
beta-glukuronidaze fakticki nemjerljiva u bakterija roda Bifidobacterium.

Marteau i saradnici[193]su u ispitivanju provedenom na zdravim dobrovoljcima dokazali
da unos mlije¢nih proizvoda koji sadrze Bifidobacteriumbifidum i Lactobacillus acidophilus te
mezofilne kulture bakterija (Streptococcus lactis i Streptococcus cremoris) tokom tri nedelje,
smanjuje aktivnost nitroreduktaze, povecava aktivnost beta-glukozidaze, dok aktivnost
azoreduktaze i beta-glukuronidaze ostaje nepromijenjena.

U studiji Ling i saradnika [86]jc dokazano da ve¢ i suplementacija jogurtom sa
Lactobacilus GG smanjuje aktivnost fekalne beta glukuronidaze, nitroreduktaze i glikoholne
hidrolaze. Po prestanku tretmana, vrijednosti su se vratile na podetne. Cisti i fakultativni anaerobi
proizvode velike koli¢ine beta glukuronidaze i nitroreduktaze dok laktobacilusi proizvode male
koli¢ine ovih enzima. Djelimi¢na zamjena u standardnoj flori sa Lactobacillus GG moze smanjiti
nivo aktivnosti beta glukuronidaze, nitroreduktaze i aktivnosti glikoholne hidrolaze. I neke ranije
studije su potvrdile rezultate ove studije, jer su ustanovile smanjenje fekalne akivnosti beta
glukuronidaze i nitroreduktaze nakon unosa Lactobacillus GG[186, 193,194,195]. Postoji trend
pada aktivnosti beta glukozidaze kod svih pacijenata u odnosu na pocetne vrijednosti, bez obzira
na eksperimentalnu grupu. U grupi koja je lijeCena samo sulfasalazinom, na trecoj i Cetvrtoj
kontroli, je doSlo do povecanja aktivnost enzima u odnosu na grupu koja je dobijala 1 probiotik.
Ovakvi rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima[192]u kojima je uoeno smanjenje
enzimske aktivnosti AZ, betaglukuronidaze i beta glukozidaze nakon povecanja broja
bifidobakterija, zbog posljedicnog makar i privremenog, istiskivanja drugih bakterija koje imaju
vecu aktivnost tih enzima. Goldin i Gorbach[196]su uocili da davanje velikog broja bakterija
roda laktobacilus dovodi do smanjenja aktivnosti istih enzima.

Aktivnost beta-glukuronidaze u obje ispitivane grupe je opadala, ali za razliku od beta-
glukozidaze, njena aktivnost u pacijenata lijeCenih SSZ 1 probiotikom, je padala statisticki
znacajno. I kod ovog enzima jeuocCena statisticki znacajno veca aktivnost pri tre¢oj kontroli u
grupi lijeCenoj samo sulfasalazinom u odnosu na grupu koja je dobijala i probiotik. Nakamura i
saradnici[191]su na in vitro modelu pokazali da Bifidobacterium ima nisku produkciju beta-
glukuronidaze, i nesto vecu produkciju beta-glukozidaze u odnosu na beta-glukuronidazu, ¢ime

mozemo objasniti i razliku u statisti¢koj znacajnosti promjene jednog i drugog enzima.

128



6.4. Sulfasalazin i njegovi metaboliti izluceni u urinu

Po svojoj strukturi sulfasalazin (salicilazosulfapiridin, salazopirin, salazosulfapiridin) je
konjugat 5-aminosalicilne kiseline (5-ASA, mesalazin, mesalamin) i sulfonamida sulfapiridina,
koji su medusobno spojeni azo vezom. Pripremljen je tako da se oslobada i apsorbuje u crijevima,
jer je vrlo slabo rastvorljiv u vodi u kiselim uslovima, te se ne apsorbuje u zelucu. Nakon
peroralnog davanja u nepromijenjenom oblik apsorbuje se u promjenjivim koli¢inama od 3-33%.
Njegova koncentracija u sistemskoj cirkulaciji iznosi oko 2-13%. Smatra se da je niska bioloska
raspolozivost sulfasalazina rezultat postojanja efluksnih pumpi. Dokazano je postojanje najmanje
dva Celijska efluksna mehanizma; protein vezan za multiplu rezistenciju na lijekovei anjonski
transportni sistem. Specifi¢nost apsorpcije sulfasalazina je posljedica njegove intaktnosti, jer ni
jedan od njegovih degradacionih produkata nema afintitet za efluksne pumpe. Humani serumski
albumini imaju 3 klase vezujuc¢ih mjesta za sulfasalazin i oko 83% sulfasalazina je vezano za
prvu klasu. U studijama in vivo procenat ukupno vezanog sulfasalazina za humane albumine je
iznosio oko 99%. Ovakvo, izrazito plazmatsko, vezivanje ukazuje na to da su samo male koli¢ine
ove supstance dostupne za prodor u druga tkiva. Manje od 5% apsorbovanog sulfasalazina se
metaboliSe u tankom crijevu ili jetri, a dvije tre¢ine od toga dospijeva u sistemsku cirkulaciju,
veze se za plazmatske proteine 1 izlucuje urinom.

Ipak, najveéa koli¢ina unesenog sulfasalazina se ne apsorbuje u tankom crijevu, nego
dospijeva u kolon i metaboliSe se u SP i 5-ASA pod uticajem bakterijske azoreduktaze. Intenzitet
razgradnje zavisi od aktivnosti crijevne flore i brzine crijevne peristaltike[197]. 1z tog razloga u
svim slucajevima poremecaja crijevne flore ili ubrzanja peristaltike dolazi 1 do poremecaja u
metabolisanju ovog lijeka $to uti¢e na njegovu bioraspolozivost [198].

Sulfasalazinjejedanodlijekovakojijezasigurno
meduprvimaskrenuopaznjunafarmakoloskiznacajintestinalnihmikororganizama.Kasnijaistrazivanj
asudokazaladajeintestinalnamikrofloramjestointenzivnihmetaboli¢kihtransformacijakakoendogen
ihtakoiegzogenihsupstanci[52,199].

Za razliku od sulfasalazina, sulfapiridin se dobro i gotovo potpuno apsorbuje (60-80%) iz
kolona zdravih osoba,a metabolise se acetilacijom, hidroksilacijom i glukurinacijom. Apsorpcija
ne zavisi od acetilatorskog fenotipa. Postoje individualne razlike u brzini acetilacije sulfapiridina.

Kod "sporih acetilatora" maksimalna koncentracija sulfapiridina u plazmi daleko je veca te je i
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rizik od pojave nezeljenih dejstava povecan za 2-3 puta u odnosu na istu dozu kod "brzih
acetilatora".Sulfapiridin i njegovi metaboliti se izlucuju urinom i nije dokazana enterohepaticka
recirkulacija.

Mesalazin (5-ASA) se slabo apsorbuje iz kolona; 25% nastale 5-ASA-e se apsorbuje i
brzo izlucuje preko bubrega nakon acetilacije; oko 50% se zadrZzava u crijevima i izbacuje putem
fecesa, a sudbina preostalih 25% nije poznata[197]. Svoj korisni efekat kod pacijenata sa
inflamatornom bolesti crijevaispoljava lokalnim djelovanjem u mukozi kolona [200].

Jedan od ciljeva naseg istrazivanja je bio i taj da ustanovimo da li ¢e primjena probiotika
uticati na metabolizam sulfasalazina. Sli¢no ispitivanje su radili Lee i saradnici na pacijentima
oboljelim od reumatoidnog artritisa[183]ali je u njihovom istraZivanju primjena probiotika trajala
svega 7 dana.

Smatra se da nakon peroralne primjene probiotici imaju sposobnost dostavljanja enzima i
metaboli¢kih produkata u crijeva, §to za posljedicu moze imati indukciju ili inhibiciju
metabolic¢kih aktivnosti crijevnih mikroroganizama[195,201].

U naSem istrazivanju nismo uocili statistiCki znacajne razlike izmedu izmjerenih
vrijednosti sulfasalazina (SSZ) izlu¢enog u urinu unutar grupa, ali je primjetno da su pri
poredenju izmedu eksperimentalnih grupavrijednostibile vece kod ispitanika iz grupe sa
sulfasalazinom i probiotikom.l drugi istrazivac¢i[183]su uo¢ili da vrijednosti SSZ izmjerenog u
plazmi rastu nakon primjene probiotika, mada i kod njih vrijednosti u urinu nadenog SSZ nisu
pokazale znac¢ajnu promjenu nakon primjene probiotika.

Vrijednosti sulfapiridina (SP) u urinu u grupi tretiranoj sulfasalazinom i probiotikom
subile vece, ali bez statistiCke znacajnosti, u odnosu na grupu tretiranu samo sulfasalazinom.
Takode je primjetan 1 pad koli¢ine SP u Sulfasalazin i probiotik grupi na kontrolama provedenim
poslije davanja probiotika. I u drugim istrazivanjima [183]je primjecen pad vrijednosti SP u
plazmi, ali ne i u urinu, nakon primjene probiotika, ali bezstatisticke znacajnosti. U ispitivanjima
provedenim na zivotinjama takode je doslo porasta vrijednosti SP nakon davanja probiotika, ali
nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe i grupe koja je dobijala
probiotik [189].

Interesantno je da su vrijednosti mesalazina (5-ASA) u urinuu grupi tretiranoj
sulfasalazinom i probiotikom su (osim na 1. kontroli) bile nize, ali bez statisticke znacajnosti, u

odnosu na grupu tretiranu samo sulfasalazinom. Ovakve vrijednosti su u suprotnosti sa
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izmjerenim vrijednostima sulfapiridina kod istih ispitanika. Kod drugih istrazivac¢a[183]nije doslo
dostatisti¢ki znacajne promjene u vrijednostima izmjerene 5-ASA niti u plazmi niti u urinu prije i
poslije primjene probiotika.

Ovakvi rezultati ukazuju da je moguce da je primjena probiotika odgovorna za ove
promjene. Lee i saradnici[183] u svom radu nisu dokazali statistiCki znaCajne promjene u
urinarnoj ekskreciji ni sulfasalazina ni njegovih metabolita, iako se plazmatska koncentracija SSZ

nakon primjene probiotika povecala za 23%, a koncentracija SP i 5-ASA smanjila za 9% i 6%.

6.5. Sulfasalazin i njegovi metaboliti u fekalnom sadrzaju-in vitro metabolizam

Koli¢ine izmjerenog SSZ i SP,u grupi tretiranoj sulfasalazinom i probiotikom pri oba
kultivacijska uslova, pokazujutrend pada vrijednosti za obe supstance na kontrolama provedenim
poslije 2-sedmi¢ne primjene probiotika,u odnosu na kontrole provedene nakon primjene
isklju¢ivo sulfasalazina. Koli¢ina izmjerenog mesalazina u istoj grupi ne pokazuje jednak trend
promjene kao SSZ i SP. Samo pri aerobnim uslovima kultivisanja u 30., 60. i 90. minuti mjerenja
je doslo do pada vrijednosti mesalazina na kontrolama provedenim poslije 2-sedmi¢ne primjene
probiotika, u odnosu na kontrole provedene nakon primjene isklju¢ivo sulfasalazina.

Vrijednosti izmjerenog SSZ se u naSem istrazivanju nisu znacajno mijenjale, iako je
aktivnost azoreduktaze (AZ) opadala, pa smo ocekivali da ¢e koli¢ina SSZ da raste. Statisticki
znacajan porast SSZ je primjetan jedino unutar grupe tretirane sulfasalazinom i probiotikom, na
tre¢oj kontroli u 90. minuti pri aerobnim uslovima kultivisanja.

Pri oba uslova kultivisanja kod pacijenata u grupi tretiranoj samo sulfasalazinom, je
prisutan porast sulfapiridina (SP) u odnosu na pocetne vrijednost, iako to ne bismo ocekivali
obzirom na pad aktivnosti AZ. Kod pacijenata iz grupe tretirane sulfasalazinom i probiotikom
nije doslo do statisti¢ki znacajnih promjena vrijednosti SP u odnosu na pretretmanske vrijednosti
iako i ovdje postoji znacajan pad aktivnosti AZ.

Interesantno je da se vrijednost mesalazina (5-ASA) u grupi lijecenoj sulfasalazinom nije
znacajno mijenjala, iako je vrijednost SP kod ove grupe pacijenata u odnosu na vrijednosti prije
tretmana rasla. Ovakvi rezultati se donekle razlikuju od onih dobijenih in vivo gdje su vrijednosti
i jednog i drugog metabolita (5-ASA i SP) rasle u odnosu na pocetne vrijednosti.

Za razliku od SP koja nije pokazivala promjenu vrijednosti, vrijednost 5-ASA kod

pacijenata iz grupe lije¢ene sulfasalazinom i probiotikom,je opadala u odnosu na vrijednosti prije
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tretmana. Ovi rezultati pokazuju sli¢nost sa in vivo rezultatima gdje su vrijednosti 5-ASA takode
opadale u odnosu na pocetnu vrijednost dok su vrijednosti SP opadale na kontrolama nakon
tretmana probioticima. Kad poredimo rezultate izmjerene in vitro i in vivo vidljiv je trend
stagniranja ili pada vrijednosti metabolita.Ovakvi nalazi podupiru hipotezu da probiotici uti¢u na
metaboli¢ke izmjene supstanci.

Efekti uoceni u grupi lijeCenoj sulfasalazinom i probiotikom, ne ukazuju na moguée
pozitivno dejstvo kod oboljelih od IBD, jer se vrijednosti SP ne mijenjaju znacajnijeu odnosu na
pretremanske vrijednosti, dok vrijednosti mesalazina koji se upravo i Smatra aktivnom

komponentom u lije¢enju IBD, pokazuju trend opadanja [202].

6.6. Detekcija probiotika u uzorcima fecesa PCR-elektroforezom na mikrocipu

Sposobnost oralno unesenih probiotika da prezive unutar probavnog sistema i da se
adheriraju za crijevnu mukozu su osobine koje su od posebne vaznosti za prezivljavanje
probiotika. In vivo kolonizacija se uglavnom izucava proucavanjem fekalnih uzoraka, Sto daje
nedovoljno informacija o eventualnoj kolonizaciji razlicitih segmenata probavnog sistema. Leei
saradnici [203]su izucavali prezivljavanje mjesavine vise sojeva probiotika i njihovu sposobnost
priljubljivanja za mukozu pri prolasku kroz probavni sistem pacova. Zivotinje su dobijale
komercijalanu mjeSavinu probiotika porijeklom iz crijeva Lactobacillus acidophilus LA742,
Lactobacillus rhamnosus L2H , Bifidobacterium lactis HNO19i bakteriju porijekla iz usta
Streptococcus salivarius K12 tokom 3 dana. Ispitivanje je pokazalo da bakterije porijeklom iz
crijeva, ali ne i iz usta, pokazuju privremenu kolonizaciju probavnog trakta, kao i da pojedne
bakterije pokazuju relativni afinitet za kolon ili ileum. Potvrdeno je prisustvo B. lactis i L.
rhamnosus u uzorku mukusa crijeva i 7 dana nakon prestanka primjene. Ovi rezultati dobijeni
ispitivanjem na zivotinjskom modelu su u skladu sa ispitivanjima provedenim na
ljudima[113]gdje je potvrdeno prisustvo bakterije u crijevnom mukusu, mada nije dokazano
prisustvo bakterije u uzorku stolice.

Brojna in vitro istrazivanja su potvrdila da je trajno naseljavanje neke bakterije u
domacinovim crijevima mogucée samo ako bakterija uspje da se adherira za enterocite[204-207].

Ipak in vivo istrazivanja do sad pokazuju uglavnom suprotne rezultate onima iz in vitro
istrazivanja. Bouhnik 1 saradnici su proveli istrazivanje u kome se pratio stepen zadrzavanja jedne

vrste bifidobakterije u probavnom sistemu nakon prestanka njegove primjene[208]. Ustanovljeno
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je da nakon prestanka primjene probiotika, on ne moze vise da se pronade u fecesu, te su autori
zakljucili da primjenjeni probiotik nije kolonizovao ljudski kolon.

Prisustvo BifidobacteriumBB12 tokom naseg istrazivanja smo utvrdili kod 22%
ispitivanih uzoraka. Uocljivo je povecanje broja pozitivnih uzoraka (potvrdeno prisustvo DNK)
na kontrolama koje su slijedile poslije 2-sedmi¢ne primjene probiotika.

Kullen i saradnici [209]su odredeni soj bifidobakterije tokom kontinuiranog unosa
redovno identifikovali u fecesu, ali nakon prestanka unosa se taj soj vise nije mogao izolovati.
Zakljucak istrazivaca je bio, da iako su bakterije prezivjele prolazak kroz probavni trakt nisu
mogle da ga kolonizuju. S druge strane su zakljucili da je kolonizacija bakterija mozda i
nepotrebna za postizanje pozitivnih efekata probiotika.

Takvo stanoviste je potvrdeno istrazivanjem Fujiware i saradnika [210]koji su otkrili da
bifidobakterije proizvode jedan protein koji sprecava adheziju patogenih sojeva E.coli.

| za jedan od najistrazivanijih probiotika, L.rhamnosus GG, se tvrdi da kolonizuje humani
probavni trakt, mada su podaci kojima se te tvrdnje potkrepljuju u stvari rezultati in vitro studija.
Studije koje su provedene na zdravim dobrovoljcima nisu potvrdile kolonizaciju ove bakterije,
nego samo prolazno prisustvo[85,211]

S druge strane Alander i saradnici [113]su u svom istrazivanju ustnovili da je L.
rhamnosusGG kod zdravih osoba sposobna da se adherira i zadrzi na sluznici crijeva jo$ izvjesno
vrijeme nakon prestanaka primjene probiotika.

Rezultati dobijeni tokom naSeg istrazivanja su u suprotnosti sa nalazom Alanderai
saradnika[113], jer prisustvoLactobacillus rhamnosusGG nismo utvrdili ni u jednom ispitivanom
uzorku. Ispitivanje koje smo mi provodili je izvedeno na pacijentima oboljelim od IBD, za

razliku od istrazivanja Alanderai saradnika koje je provedeno na zdravim dobrovoljcima.
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7.ZAKLJUCCI

I Aktivnost azoreduktazepri aecrobnim uslovima kultivisanjastatisticki znac¢ajan opada i kod

ispitanika u grupi sulfasalazin i kod ispitanika u grupi sulfasalazin i probiotik.

I Pri anaerobnim uslovima kultivisanja statisti¢cki znacajan pad aktivnosti azoreduktaze
postoji samo u grupi koja je uz sulfasalazin koristila i probiotike. Ovi nalazi su u skladu sa

smanjenjem broja anaerobnih bakterija u grupi sulfasalazin i probiotik.

Il Aktivnost nitroreduktaze statisti¢ki zna¢ajno raste, u odnosu na vrijednosti prije pocetka
lije¢enja,kod ispitanika u grupi sulfasalazin i kod ispitanika u grupi sulfasalazin i probiotikpri
aerobnim i pri anaerobnim uslovima kultivisanja. Ovaj porast aktivnosti nitroreduktazeje

vjerovatno posljedica povecanja broja mikrorogranizama koji je produkuju.

v U grupi lijjecenoj kombinacijom sulfasalazina i probiotika je uocljiv pad aktivnosti
nitroreduktaze nakon 2-nedeljne primjene probiotika. Moguce je da je smanjenje aktivnosti

nitroreduktazeu sedmicam nakon primjene probiotika rezultat dejstva samih probiotika.

\ Aktivnost beta glukozidaze opada u odnosu na pocetne vrijednosti kod ispitanika i u grupi
sulfasalazin i u grupi sulfasalazin i probiotik, pri aerobnim i pri anaerobnim uslovima
kultivisanja. Kod ispitanika u sulfasalazin grupi postoji ve¢u aktivnost enzima u odnosu na grupu
sulfasalazin i probiotik. Ova razlika je vjerovatno posljedica poveéanja broja bifidobakterija i
laktobacila zbog nastalog istiskivanja drugih bakterija koje pokazuju ve¢u aktivnost ovog enzima.

VI Aktivnost beta-glukuronidaze opadai kod ispitanika u grupi sulfasalazin i u grupi
sulfasalazin i probiotik, pri ¢emu je kod pacijenata lijeCenih kombinacijom sulfasalazina i
probiotikataj pad 1 statisticki znacajan. I kod ovog enzima je uocena statisticki znacajno veca
aktivnost u grupi lijeCenoj samo sulfasalazinom u odnosu na grupu koja je dobijala sulfasalazin i
probiotik. Ovakvi rezultati su,smatramo, posljedica povecanja broja bifidobakterija i laktobacila

zbog nastalog istiskivanja drugih bakterija koje imaju vecéu aktivnost ovog enzima.
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VIl Primjena sulfasalazina ne dovodi do statisti¢ki znacajne promjene broja fekalnih bakterija
ni pri aerobnim niti anaerobnim uslovima kultivisanja, mada je prisutan trend rasta broja bakterija

U odnosu na pocetne vrijednosti.

VIl Primjena kombinacije sulfasalazina i probiotika takode ne dovodi do statisti¢ki znacajne
promjene broja fekalnih bakterija ni pri aerobnim niti anaerobnim uslovima kultivisanja. | u ovoj
eksperimentalnoj grupi pri aerobnim uslovima kultivisanja broj bakterija raste, ali pri anaerobnim
uslovima kultivisanja broj bakterija opada u odnosu na pocetne vrijednosti. Moguce je da je
probiotik izazvao trend smanjenja broja anaerobnih bakterija smanjenjem prije svega broja

bakterija iz roda klostridija.

IX Koli¢ina sulfasalazina izlu¢enog u urinu se nije statisticki zna¢ajno mijenjala, iako su u
grupi lijeenoj kombinacijom sulfasalazina i probiotika vrijednosti veée u odnosu na grupu koja

je dobijala samo sulfasalazin.

X Koli¢ina sulfapiridina izlu€enog u urinu se nije statisti¢ki znac¢ajno mijenjala, iako je u
grupi lijeCenoj kombinacijom sulfasalazina i probiotika prisutan blag pad na kontrolama
provedenim poslije 2-nedjeljnog davanja probiotika. Ovakvi rezultati ukazuju da je moguce da je
primjena probiotika odgovorna za ove promjene i u skladu su sa padom aktivnosti azoreduktaze i

porastom vrijednosti sulfasalazina u urinu.

Xl Koli¢inamesalazina (5-ASA)izlu¢enog u urinunije pokazala statisticki znacajne promjene
vrijednosti. Kod ispitanika lijeCenih sulfasalazinom 5-ASA je rasla u odnosu na pocetne
vrijednosti, dok je kod ispitanika tretiranih sulfasalazinom i probioticima doslo do pada koli¢ine

nastalog mesalazina.
X1l Koli¢ina sulfasalazina izmjerenog u uzorku fecesa kod ispitanika u grupi Sulfasalazin i u

grupi Sulfasalazin i probiotik,pokazuje trend opadanja, iako je aktivnost azoreduktaze u obje

ispitivane grupe opadala.
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XII  Koli¢ina sulfapiridina nastalog u uzorku fecesa, kod pacijenata lijeGenih samo
sulfasalazinom je rasla, dok u grupi lijeCenoj sulfasalazinom i probiotikom nije doslo do

statisticki znacajnih promjena.

XIV  Koli¢ina mesalazina (5-ASA)nastalog u uzorku fecesa, kod pacijenata lijeCenih samo
sulfasalazinom se nije znacajno mijenjala, a u grupi lijeCenoj sulfasalazinom i1 probiotikom je

opala u odnosu na pocetne vrijednosti.

XV  Prolazna kolonizacija BifidobacteriumBB12 je potvrdena kod 22% ispitivanih uzoraka.
Uocljivo je povecéanje broja pozitivnih uzoraka na kontrolama koje su slijedile poslije 2-sedmi¢ne
primjene probiotika, §to je potvrdeno koriStenjem metodePCR amplifikacije razli¢itih regiona
unutar 16S rDNK.

XVI  Lactobacillus rhamnosus GG nije pokazala prolaznu kolonizaciju probavnog trakta, sto je

potvrdeno koristenjem metode PCR amplifikacije razlicitih regiona unutar 16S rDNK.
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PRILOZI

Prilog 1
Procentualna promjena azoreduktaze po minutu
u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina -8.52237 -8.37756 -8.44331 -8.37123 -8.17339
Standardna devijacija 0.66762 0.79523 0.99370 0.78129 0.55167
Standardna greska aritmeticke sredine 0.17843 0.21254 0.26558 0.20881 0.15300
95% interval Donja granica -8.87209 -8.79413 -8.96384 -8.78049 -8.47328
2O [l Gornja granica -8.17266 -7.96099 -7.92278 -7.96196 -7.87350
Medijana - Q2 -8.45485 -8.16475 -8.51233 -8.51229 -8.33640
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.641
Prilog 2
Procentualna promjena azoreduktaze po minutu
u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina -8.36818 -8.50691 -8.27879 -8.32674 -8.50774
Standardna devijacija 0.84237 0.45693 0.74977 0.66576 0.45859
Standardna greska aritmeticke sredine 0.21750 0.11798 0.19359 0.17190 0.12256
95% interval Donja granica -8.79448 -8.73815 -8.65822 -8.66365 -8.74796
povjerenja Gornja granica -7.94188 -8.27567 -7.89936 -7.98982 -8.26752
Medijana - Q2 -8.53153 -8.39652 -8.58008 -8.60310 -8.54652
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.978
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Prilog 3

Poredenje aktivnosti azoreduktaze u aerobnim uslovima

izmedu grupa

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treca kontrola

Cetvrta kontrola

Mjerenje

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14  4.13224 (3.45393, 15  3.90519 (3.34780,
4.81056) 4.46257)

14  2.05599 (1.71662, 15  2.16536 (1.87010,
2.39537) 2.46063)

14  0.83224 (0.77686, 15  1.02705 (0.78523,
1.41349) 1.27206)

14 -8.45485(-8.72816,- 15 -8.53153(-8.91309, -
8.32235) 8.10373)

14 3.43530(2.76704, 15  4.40305 (3.55717,
5.59940) 5.48151)

14  2.02982 (1.67876, 15  2.07733(1.78149,
2.38089) 2.37316)

14 0.89339 (0.75296, 15  1.08880 (0.84100,
1.44456) 1.39237)

14 -8.16475(-8.50177 ,- 15 -8.39652 (-8.60291, -
7.89334) 8.28100)

14  3.38194 (3.01874, 15  3.38672(3.19556,
4.27083) 4.49704)

14 1.83582 (1.56767, 15  2.04929 (1.75347,
2.10397) 2.34511)

14  0.83264 (0.72507, 15  0.88721 (0.78961,
1.10115) 1.17684)

14 -8.51233(-8.71427,- 15 -8.58008 (-8.74009, -
7.88123) 7.90996)

14 295228 (2.76547, 15  3.29337 (2.85815,
3.13909) 3.72859)

14 150658 (1.30945, 15  1.60813(1.56353,
1.70053) 1.74274)

14  0.76092 (0.65774, 15 0.76889 (0.72706 ,
0.82307) 0.85694)

14 -8.37123(-8.78049,- 15 -8.32674 (-8.66365, -
7.96196) 7.98982)

13 293602 (2.74665, 14  3.10191 (2.94173,
3.12539) 3.26210)

13 1.52162 (1.43656 , 14 1.51358 (1.42157 ,
1.60669) 1.60558)

13  0.78290 (0.71705, 14  0.77342(0.73283,
0.84874) 0.81400)

13 -8.17339(-8.47328,- 14 -8.50774 (-8.74796, -
7.87350) 8.26752)

1

M:

M:

@

w

0.614

0.636

0.861

0.930

0.150

0.840

0.337

0.206

: 0.793

0.306

0.359

0.861

0.174

0.138

0.419

0.870

0.200

0.901

0.809

0.098
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Prilog 4

Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmetic¢ka sredina 4.04099 3.93926 3.56206 3.11284 3.01506
Standardna devijacija 1.39350 1.44663 1.08649 0.63980 0.33748
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 0.37243 0.38663 0.29038 0.17099 0.09360
95% interval Donja granica 3.31102 3.18147 2.99292 2.77769 2.83160
povjerenja Gornja granica 4.77095 4.69705 4.13120 3.44798 3.19852
Medijana - Q2 3.45203 3.17485 3.31025 3.00519 2.96776
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.264
Prilog 5
Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 2.02180 2.01020 1.85556 1.61769 1.57296
Standardna devijacija 0.70535 0.68264 0.56097 0.31710 0.18683
Standardna greska aritmeticke sredine 0.18851 0.18244 0.14992 0.08475 0.05182
95% interval Donja granica 1.65232 1.65261 1.56171 1.45159 1.47140
povjerenja Gornja granica 2.39128 2.36778 2.14941 1.78380 1.67453
Medijana - Q2 1.75748 1.59977 1.57388 1.59220 1.52609
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.250
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Prilog 6

Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 1.01459 1.02230 0.89740 0.77069 0.76316
Standardna devijacija 0.37797 0.36588 0.28170 0.16585 0.07152
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.10102 0.09779 0.07529 0.04433 0.01984
95% interval Donja granica 0.81659 0.83064 0.74984 0.68381 0.72428
PO i) Gornja granica 1.21258 1.21396 1.04497 0.85756 0.80204
Medijana - Q2 0.83761 0.83343 0.79499 0.76770 0.78124
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.089
Prilog 7
Procentualna promjena azoreduktaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina -8.52604 -8.31038 -8.53501 -8.64796 -8.48625
Standardna devijacija 0.73881 0.31769 0.88113 0.91487 0.82810
Standardna greska aritmeticke sredine 0.19746 0.08491 0.23549 0.24451 0.22967
95% interval Donja granica -8.91306 -8.47680 -8.99658 -9.12720 -8.93641
povjerenja Gornja granica -8.13903 -8.14397 -8.07345 -8.16872 -8.03609
Medijana - Q2 -8.60093 -8.32667 -8.48557 -8.48624 -8.59381
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.820
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Prilog 8

Aktivnosti azoreduktaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 1.03417 0.89630 0.95653 0.82549 0.78836
Standardna devijacija 0.32418 0.46404 0.29737 0.19334 0.07073
Standardna greska aritmeticke sredine 0.08370 0.11981 0.07678 0.04992 0.01890
95% interval Donja granica 0.87011 0.66146 0.80604 0.72765 0.75131
povjerenja Gornja granica 1.19822 1.13113 1.10702 0.92333 0.82541
Medijana - Q2 0.92227 0.91869 0.87925 0.77049 0.78503
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.485
Prilog 9
Procentualna promjena azoreduktaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probitik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina -8.35309 -14.66358 -8.55855 -8.69972 -8.49192
Standardna devijacija 1.01693 15.89332 0.41038 0.57046 0.69421
Standardna greska aritmeticke sredine 0.26257 4.10364 0.10596 0.14729 0.18554
95% interval Donja granica -8.86772 -22.70671 -8.76623 -8.98842 -8.85557
povjerenja Gornja granica -7.83845  -6.62045  -8.35087  -8.41103  -8.12827
Medijana - Q2 -8.41736 -8.61981 -8.51979 -8.57046 -8.64729
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.931
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Prilog 10

Poredenje aktivnosti azoreduktaze u anaerobnim uslovima

izmedu grupa

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treéa kontrola

Cetvrta kontrola

Mjerenje

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14 4.04099 (3.31102 , 15 4.04888 (3.36343 ,
4.77095) 4.73432)

14 2.02180 (1.65232, 15 2.04621 (1.70758 ,
2.39128) 2.38483)

14 0.83761 (0.69161 , 15 0.92227 (0.74499 ,
1.40751) 1.26130)

14  -8.52604 (-8.91306,- 15 -8.35309 (-8.86772, -
8.13903) 7.83845)

14 3.17485 (2.95024 , 15 3.96179 (3.29114 ,
5.03866) 5.39231)

14 1.59977 (1.50698 , 15 1.95381 (1.71964 ,
2.58464) 2.68659)

14 0.83343 (0.74698 , 15 0.91869 (0.72109,
1.43420) 1.19915)

14  -8.32667 (-8.52403,- 15 -8.61981 (-9.90814 , -
8.04838) 8.23312)

14 3.56206 (2.99292 , 15 3.83467 (3.20986 ,
4.13120) 4.45948)

14 1.57388 (1.46317 , 15 1.83753 (1.54123,
2.31702) 2.54561)

14 0.79499 (0.71113, 15 0.87925 (0.76730 ,
1.16569) 1.27724)

14  -8.53501 (-8.99658,- 15 -8.55855 (-8.76623, -
8.07345) 8.35087)

14 3.00519 (2.85306 , 15 3.16370 (2.96776 ,
3.37397) 3.60177)

14 1.59220 (1.44326 , 15 1.55716 (1.42892 ,
1.66787) 1.71009)

14 0.76770 (0.69639 , 15 0.77049 (0.70236 ,
0.82507) 0.84538)

14  -8.48624 (-8.68220,- 15 -8.57046 (-8.94696 , -
8.38008) 8.29807)

13 3.01506 (2.83160 , 14 3.14435 (2.90932 ,
3.19852) 3.37939)

13 1.57296 (1.47140, 14 1.61018 (1.49639,
1.67453) 1.72398)

13 0.76316 (0.72428 , 14 0.78836 (0.75131 ,
0.80204) 0.82541)

13  -8.48625(-8.93641,- 14 -8.49192 (-8.85557, -

8.03600)

8.12827)

S:
0.98

S:
0.92

M:
0.527

0.861

0.138
M:
0.16
M:
0.827
M:
0.089

0.53
M:
0.295
M:
0.326

0.295

0.266
M:
0.965
M:
0.51
M:
0.631

0.408
S:

0.63
S:

0.366

0.884
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Prilog 11

Poredenje aktivnosti nitroreduktaze u anaerobnim uslovima

izmedu grupa

Prije ispitivanja

Prva kontrola

Druga kontrola

Treéa kontrola

Cetvrta kontrola

Nakon

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

5 min
10 min
20 min

Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik

n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

14 0.06722 (0.06175, 15  0.06175 (0.05080,
0.09301) 0.08519)

14 0.04557 (0.04010, 15  0.04323(0.03333,
0.04843) 0.04687)

14  0.03613(0.03242, 15 0.02969 (0.02461 ,
0.04648) 0.03594)

14 -4.11377 (-4.73088,- 15 -4.38810 (-4.95003, -
3.70697) 3.80345)

14 0.18267 (0.13589, 15  0.21822(0.15038,
0.22945) 0.28606)

14  0.14229 (0.10622, 15 0.16909 (0.11964 ,
0.17836) 0.21853)

14 0.11771(0.08901, 15  0.13731(0.09373,
0.14641) 0.18089)

14 -2.63112 (-3.48440,- 15 -2.97280 (-3.87929, -
1.77784) 2.06631)

14  0.18072(0.13441, 15 0.15434(0.11989,
0.22702) 0.18879)

14 0.13146 (0.09916, 15  0.11607 (0.09067 ,
0.16377) 0.14147)

14  0.10490 (0.07767, 15  0.09315 (0.07273,
0.13213) 0.11356)

14 -3.50405 (-3.94903,- 15 -3.50819 (-3.90496 , -
3.25326) 2.44430)

14 0.22705(0.15163, 15  0.16101 (0.11724,
0.28919) 0.27903)

14  0.16658 (0.12800, 15  0.15464 (0.10659
0.20516) 0.20270)

14 0.13713(0.10207, 15  0.12635 (0.09025,
0.17219) 0.16244)

14 -3.48171(-3.93719,- 15 -3.21530(-3.86106, -
3.02624) 2.56954)

13 0.15945 (0.13444 , 14 0.12467 (0.08676 ,
0.25402) 0.30951)

13 0.11249(0.09322, 14  0.09010 (0.05989,
0.17343) 0.23801)

13 0.09413 (0.07734, 14  0.07070 (0.04883,
0.13046) 0.16991)

13 -3.51952 (-4.00657,- 14 -3.77243 (-4.33080, -
3.03247) 3.21407)

@«

@p

@

@p

@«

@p

M:

= = =

0.541

0.197

0.176

0.295

0.412

0.404

0.475

0.596

0.374

0.466

0.500

0.694

0.383

0.710

0.679

0.520

0.356

0.497

0.357

0.512

Prilog 12
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Procentualna promjena betaglukozidaze po minutu

u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina -8.62109 -7.90594 -7.04723 -6.79204 -6.79952
Standardna devijacija 5.29745 2.62925 1.50428 0.43987 1.24332
Standardna greSka aritmeticke sredine 1.41580 0.70270 0.40203 0.11756 0.34483
95% interval Donja granica -11.39606 -9.28322 -7.83521 -7.02245 -7.47540
povjerenja Gornja granica -5.84612  -6.52865  -6.25924  -6.56162  -6.12364
Medijana - Q2 -6.88113 -6.65770 -6.73468 -6.79138 -6.76853
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.842
Prilog 13
Aktivnosti betaglukozidaz mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmeti¢ka sredina 2.50098 1.55153 1.87289 1.19443 1.26415
Standardna devijacija 1.84987 1.37497 1.08283 0.52782 0.79893
Standardna greska aritmeticke sredine 0.47763 0.35502 0.27958 0.14107 0.21352
95% interval Donja granica 1.56482 0.85570 1.32490 0.91794 0.84565
povjerenja Gornja granica 3.43715 2.24736 2.42087 1.47092 1.68265
Medijana - Q2 1.78596 1.01228 1.85103 1.13279 1.16051
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.106
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Prilog 14
Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmetic¢ka sredina 1.14099 0.75937 0.95235 0.59893 0.61331
Standardna devijacija 0.96878 0.70979 0.52282 0.25147 0.35325
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.25014 0.18327 0.13499 0.06721 0.09441
95% interval Donja granica 0.65072 0.40017 0.68777 0.46721 0.42827
povjerenja Gornja granica 1.63126 1.11857 1.21693 0.73066 0.79835
Medijana - Q2 0.87129 0.46276 0.90985 0.61340 0.55796

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.216

Prilog 15
Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 20. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 0.59187 0.43361 0.54064 0.40326 0.39162
Standardna devijacija 0.36746 0.22215 0.25220 0.17108 0.24193
Standardna greska aritmeticke sredine 0.09488 0.05736 0.06740 0.04572 0.06466
95% interval Donja granica 0.40591 0.32118 0.40854 0.31364 0.26489
povjerenja Gornja granica 0.77783 0.54604 0.67275 0.49288 0.51834
Medijana - Q2 0.56135 0.32605 0.55372 0.39512 0.36259

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.110
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Prilog 16

Procentualna promjena betaglukozidaze po minutu
u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmeti¢ka sredina -8.22701 -7.13986 -7.38881 -6.58891 -6.95112
Standardna devijacija 3.24530 1.85990 2.82115 0.68104 1.20895
Standardna greska aritmeticke sredine 0.83793 0.48022 0.72842 0.18202 0.32311
95% interval Donja granica -9.86935 -8.08110 -8.81651 -6.94566 -7.58440
povjerenja Gornja granica -6.58466  -6.19862  -5.96111  -6.23216  -6.31783
Medijana - Q2 -6.77325 -6.58910 -6.78315 -6.52369 -6.82906
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.842
Prilog 17
Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 2.67894 2.46959 1.97327 1.80627 1.54549
Standardna devijacija 1.44129 2.25799 1.42227 0.88026 0.55011
Standardna greska aritmeticke sredine 0.38520 0.60347 0.38012 0.23526 0.15257
95% interval Donja granica 1.92394 1.28679 1.22824 1.34516 1.24645
povjerenja Gornja granica 3.43393 3.65240 2.71830 2.26738 1.84454
Medijana - Q2 2.41261 1.49673 1.55578 1.60278 1.50396
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.063
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Prilog 18

Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.81645 0.61665 0.60730 0.53973 0.49723
Standardna devijacija 0.29529 0.41271 0.31331 0.23894 0.14482
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.07892 0.11030 0.08374 0.06386 0.04016
95% interval Donja granica 0.66176 0.40046 0.44318 0.41456 0.41851
povjerenja Gornja granica 0.97113 0.83284 0.77142 0.66489 0.57595
Medijana - Q2 0.87455 0.51959 0.48225 0.51397 0.52602
ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.136
Prilog 19
Procentualna promjena betaglukozidaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina -6.90597 -7.57256 -6.63711 -7.20990 -6.57566
Standardna devijacija 1.79871 2.01702 1.01866 1.10159 0.57214
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.48072 0.53907 0.27225 0.29441 0.15868
95% interval Donja granica -7.84819 -8.62914 -7.17072 -7.78694 -6.88668
povjerenja Gornja granica -5.96375 -6.51598 -6.10350 -6.63285 -6.26465
Medijana - Q2 -6.85206 -6.54659 -6.64638 -6.94250 -6.46476
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.587
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Prilog 20.
Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmeti¢ka sredina 2.33082 1.68473 1.75559 1.21061 1.47212
Standardna devijacija 1.76575 1.36636 1.15881 0.51627 1.35238
Standardna greska aritmeticke sredine 0.45591 0.35279 0.29920 0.13798 0.36144
95% interval Donja granica 1.43723 0.99326 1.16915 0.94017 0.76370
povjerenja Gornja granica 3.22442 2.37620 2.34203 1.48105 2.18054
Medijana - Q2 1.80042 1.32320 1.53771 1.14485 1.08580

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.374
Prilog 21.
Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmeti¢ka sredina 1.15400 0.82935 0.90222 0.58129 0.81534
Standardna devijacija 0.92715 0.69528 0.55823 0.27095 0.88874
Standardna greska aritmeticke sredine 0.23939 0.17952 0.14413 0.07241 0.23753
95% interval Donja granica 0.68480 0.47749 0.61971 0.43936 0.34978
povjerenja Gornja granica 1.62321 1.18121 1.18472 0.72322 1.28089
Medijana - Q2 0.85080 0.60255 0.80983 0.54169 0.56700

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.122
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Prilog 22.

Aktivnosti betaglukozidazemjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima

kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 0.71019 0.51402 0.50135 0.41479 0.52705
Standardna devijacija 0.45556 0.29243 0.24494 0.21818 0.64833
Standardna greska aritmeticke sredine 0.11762 0.07550 0.06546 0.05831 0.17327
95% interval Donja granica 0.47965 0.36604 0.37304 0.30050 0.18743
povjerenja Gornja granica 0.94073 0.66201 0.62966 0.52908 0.86667
Medijana - Q2 0.62399 0.38146 0.53887 0.38146 0.35014
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.082
Prilog 23
Procentualna promjena betaglukozidaze po minutu
u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 15 15 15 14 14
Aritmeti¢ka sredina -6.90102 -6.80269 -7.11339 -6.50220 -6.79927
Standardna devijacija 0.97461 1.69568 2.39699 0.72131 1.54502
Standardna greska aritmeticke sredine 0.25164 0.43782 0.61890 0.19278 0.41292
95% interval Donja granica -7.39424 -7.66082 -8.32643 -6.88004 -7.60860
povjerenja Gornja granica -6.40780 -5.94455 -5.90034 -6.12435 -5.98994
Medijana - Q2 -6.62551 -6.49217 -6.31396 -6.45968 -6.66642
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.903
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Prilog 24.

Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmetic¢ka sredina 3.28149 3.06887 2.29589 1.96380 1.71514
Standardna devijacija 1.52663 2.83481 1.79775 0.91657 0.66873
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.40801 0.75764 0.48047 0.24496 0.18547
95% interval Donja granica 2.48179 1.58391 1.35417 1.48367 1.35161
povjerenja Gornja granica 408119 455384 323761 244392  2.07866
Medijana - Q2 3.33210 1.89321 1.77752 1.78475 1.85585
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.197
Prilog 25
Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 10. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 1.59495 1.47513 1.18599 0.96408 0.85154
Standardna devijacija 0.67573 1.28070 0.94375 0.44721 0.34567
Standardna greska aritmeticke sredine 0.18060 0.34228 0.25223 0.11952 0.09587
95% interval Donja granica 1.24098 0.80426 0.69162 0.72982 0.66363
povjerenja Gornja granica 1.94892 2.14600 1.68036 1.19834 1.03945
Medijana - Q2 1.69076 0.99481 0.90744 0.87068 0.95082
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.104
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Prilog 26.

Procentualna promjena betaglukuronidaze po minutu

u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina -9.88471 -8.15244 -7.15593 -6.58508 -6.86523
Standardna devijacija 12.86196 3.02377 1.93438 0.37688 0.39243
Standardna greska aritmeticke sredine 3.43750 0.80814 0.51698 0.10073 0.10884
95% interval Donja granica -16.62221 -9.73639 -8.16922 -6.78250 -7.07856
povjerenja Gornja granica -3.14720 -6.56850 -6.14264 -6.38766 -6.65190
Medijana - Q2 -6.63416 -6.61550 -6.59499 -6.63138 -6.87555

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.382
Prilog 27.
Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 5. minuti pri aerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeti¢ka sredina 3.03701 2.21465 2.23458 1.35807 1.39017
Standardna devijacija 2.45599 2.06915 1.52518 0.57163 0.89830
Standardna greska aritmeticke sredine 0.63413 0.53425 0.39380 0.14759 0.24008
95% interval Donja granica 1.79411 1.16752 1.46273 1.06878 0.91961
povjerenja Gornja granica 4.27992 3.26179 3.00643 1.64735 1.86073
Medijana - Q2 2.20533 1.63894 1.81247 1.27500 1.31115

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.118
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Prilog 28.
Procentualna promjena betaglukuronidaze po minutu

u aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 15 15 15 15 14
Aritmeticka sredina -7.11390 -6.87307 -9.93140 -9.30629 -6.48272
Standardna devijacija 2.02365 1.91716 11.98845 10.86277 0.52019
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.52250 0.49501 3.09540 2.80475 0.13903
95% interval Donja granica -8.13800 -7.84329 -15.99839  -14.80361 -6.75522
povjerenja Gornja granica -6.08979  -5.90286  -3.86441  -3.80898  -6.21023
Medijana - Q2 -6.66282 -6.50778 -6.50729 -6.54120 -6.34807

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.725
Prilog 29.
Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 5. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 3.36120 3.05837 2.37542 2.06554 1.74109
Standardna devijacija 1.48221 2.75355 1.68793 0.89048 0.68168
Standardna greska aritmeticke sredine 0.39614 0.73592 0.45112 0.23799 0.18906
95% interval Donja granica 2.58477 1.61598 1.49123 1.59908 1.37053
povjerenja Gornja granica 413763 450077 325062 253201  2.11166
Medijana - Q2 3.28631 1.87273 1.80886 2.15351 2.01011

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.063
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Prilog 30
Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 10. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 1.61604 1.50594 1.19666 1.03406 0.88269
Standardna devijacija 0.70712 1.29683 0.87653 0.46328 0.35625
Standardna greska aritmeticke sredine 0.18899 0.34659 0.23426 0.12382 0.09881
95% interval Donja granica 1.24563 0.82662 0.73751 0.79138 0.68903
povjerenja Gornja granica 1.98645 2.18527 1.65582 1.27674 1.07635
Medijana - Q2 1.56121 0.96529 0.97372 1.04301 0.96770

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.120

Prilog 31.
Aktivnosti betaglukuronidaze mjerena u 20. minuti pri anaerobnim uslovima
kod grupe Sulfasalazin
Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeti¢ka sredina 0.92698 0.80015 0.71686 0.67149 0.55938
Standardna devijacija 0.40543 0.49234 0.34019 0.28875 0.20578
Standardna greska aritmeticke sredine 0.10835 0.13158 0.09092 0.07717 0.05707
95% interval Donja granica 0.71461 0.54225 0.53866 0.52024 0.44752
povjerenja Gornja granica 1.13936 1.05806 0.89507 0.82274 0.67124
Medijana - Q2 1.03557 0.66013 0.64206 0.69266 0.63604
ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.127
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Prilog 32

Procentualna promjena betaglukuronidaze po minutu

u anaerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa  Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 13
Aritmeticka sredina -10.12149 -7.24417 -6.81108 -6.75932 -6.82697
Standardna devijacija 1279368 2.17102 152951 0.42135 0.51915
Standardna greska aritmeticke 3.41926 0.58023 0.40878 0.11261  0.14399

sredine
95% interval  Donjagranica -16.82323 -8.38142 -7.61229 -6.98004 -7.10918
povjerenja Gornjagranica -3.41975  -6.10692 -6.00987 -6.53861 -6.54476
Medijana - Q2 -6.65005 -6.40673 -6.45842 -6.63129 -6.78491
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.390

Prilog 33.

Vrijednosti koncentracijasulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 14 12 14 14
Aritmeti¢ka sredina 3519.11 3750.94 3058.31 3279.41 3266.64
Standardna devijacija 1352.79 1705.24 1985.30 2154.69 1255.10
Standardna greSka aritmeticke sredine 375.20 455.74 573.11 575.87 335.44
95% interval Donja granica 2783.72 2857.68 1935.02 2150.71 2609.19
povjerenja Gornja granica 4254.50 4644.19 4181.60 4408.11 3924.10
Medijana - Q2 3008.71 3354.00 2862.11 2740.08 2936.61
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.444
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Prilog 34.
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 13 14 14
Aritmeti¢ka sredina 3442.84 3363.96 3003.73 3120.53 3395.74
Standardna devijacija 1127.51 919.17 1752.91 2028.32 2555.55
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 301.34 245.66 486.17 542.09 683.00
95% interval Donja granica 2852.22 2882.47 2050.84 2058.03 2057.06
povjerenja Gornja granica 403347 384545  3956.62 418303  4734.42
Medijana - Q2 2999.11 3474.53 2466.98 2486.87 2701.94
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.268
Prilog 35.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 14

Aritmetic¢ka sredina 2910.78 2953.07 3003.69 2843.25 3157.60
Standardna devijacija 1126.73 1313.14 1787.92 2076.84 1527.48

Standardna greSka aritmeticke sredine 301.13 350.95 477.84 555.06 408.24
95% interval Donja granica 2320.56 2265.20 2067.12 1755.33 2357.46
povjerenja Gornja granica 3500.99 3640.93 3940.25 3931.17 3957.74
Medijana - Q2 2724.69 2966.93 2645.87 2334.10 2853.46

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.849
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Prilog 36.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina 3041.48 2699.29 2649.36 2646.35 2879.38
Standardna devijacija 1365.06 1095.28 1497.96 1761.98 2039.92
Standardna greSka aritmeticke sredine 364.83 292.73 400.35 470.91 545.19
95% interval Donja granica 2326.42 2125.55 1864.68 1723.37 1810.81
povjerenja Gornja granica 3756.55 3273.03 3434.05 3569.33 3947.95
Medijana - Q2 2706.09 2483.44 2431.42 2343.25 2456.74
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.874
Prilog 37

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 12 14 13 13

Aritmeti¢ka sredina 2755.63 2106.35 2463.51 2348.64 3068.13
Standardna devijacija 1117.29 997.72 1556.43 1450.46 2241.14

Standardna greska aritmeticke sredine 298.61 288.02 415.97 402.28 621.58
95% interval Donja granica 2170.36 1541.84 1648.21 1560.16 1849.83
povjerenja Gornja granica 3340.90 2670.86 3278.82 3137.12 4286.43
Medijana - Q2 2710.23 2038.12 2216.78 2320.56 2451.67

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.673
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Prilog 38.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 13 14 13 13
Aritmeti¢ka sredina 2767.47 2335.11 2493.57 2362.67 3292.55
Standardna devijacija 1470.07 1340.98 1632.57 1424.20 2731.71
Standardna greSka aritmeticke sredine 392.89 371.92 436.32 395.00 757.64
95% interval Donja granica 1997.40 1606.14 1638.37 1588.47 1807.57
povjerenja Gornja granica 3537.54 3064.08 3348.76 3136.87 477752
Medijana - Q2 3263.32 2262.61 2463.36 2072.28 2415.40
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.381
Prilog 39.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 15 15 15
Aritmeti¢ka sredina 4223.33 3811.46 3568.50 4119.26 3458.91
Standardna devijacija 2368.83 1640.97 1915.47 1708.64 1707.16
Standardna greska aritmeticke sredine 633.10 423.70 494.57 441.17 440.79
95% interval Donja granica 2982.47 2981.01 2599.14 3254.57 2594.97
povjerenja Gornja granica 5464.20 4641.90 4537.86 4983.96 4322.85
Medijana - Q2 3873.16 3385.11 3172.62 4326.89 2880.74
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.612
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Prilog 40.
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 15 15 15

Aritmeticka sredina 3304.39 3386.99 3006.33 3894.56 3564.71
Standardna devijacija 1346.51 1554.78 1474.33 1836.28 2001.84

Standardna greska aritmeticke sredine 359.87 401.44 380.67 474.13 516.87
95% interval Donja granica 2599.04 2600.17 2260.22 2965.28 2551.64
povjerenja Gornja granica 4009.73 4173.82 375244  4823.85 4577.78
Medijana - Q2 3231.50 3066.89 2708.28 3483.97 2939.89

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.480

Prilog 41.
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 13 15 15 14
Aritmetic¢ka sredina 3174.28 3546.51 2467.40 3299.88 2649.80
Standardna devijacija 1633.87 1364.59 1646.24 1431.42 864.26
Standardna greska aritmeticke sredine 436.67 378.47 425.06 369.59 230.98
95% _interyal Donja granica 2318.41 2804.71 1634.29 2575.48 2197.07

povjerenja
Gornja granica 4030.16 4288.31 3300.51 4024.28 3102.52
Medijana - Q2 3282.48 3590.35 2367.38 3190.13 2515.62
ANOVA test p

za ponovljajuca mjerenja
0.232
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Prilog 42.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 15 15 15

Aritmeticka sredina 2856.20 2878.09 2419.15 3321.87 2650.73
Standardna devijacija 1625.40 1342.16 1566.02 1478.36 1400.09

Standardna greSka aritmeticke sredine 434.41 346.54 404.35 381.71 361.50
95% interval Donja granica 2004.77 2198.86 1626.63 2573.71 1942.18
povjerenja Gornja granica 3707.64 3557.32 3211.67 4070.02 3359.27
Medijana - Q2 2721.41 2931.65 2285.99 3180.12 2539.89

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.194

Prilog 43.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 14 15 14

Aritmeti¢ka sredina 2907.26 3060.78 2369.25 3276.99 2621.07
Standardna devijacija 1757.63 1559.08 1776.50 1845.18 1326.70

Standardna greska aritmeticke sredine 469.75 402.55 474.79 476.42 354.57
95% interval Donja granica 1986.55 2271.78 1438.66 2343.20 1926.11
povjerenja Gornja granica 3827.96 3849.78 3299.84 4210.78 3316.04
Medijana - Q2 3057.29 2980.88 2041.97 3070.69 2380.93

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.580
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Prilog 44.
Procentualna promjenakoncentracija sulfasalazinain vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 15 15 15 15
Aritmeti¢ka sredina -0.36875 -0.25010 -0.59279 -0.32006 -0.22910
Standardna devijacija 0.55539 0.47977 0.74715 0.64350 0.28857
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.14844 0.12388 0.19291 0.16615 0.07451
95% interval Donja granica -0.65969 -0.49289 -0.97089 -0.64571 -0.37514
povjerenja Gornja granica 007782 000730  -0.21468  0.00560  -0.08307
Medijana - Q2 -0.15416 -0.10669 -0.28897 -0.22495 -0.17734

ANOVA test p
za ponovljaju¢a mjerenja 0.398

Prilog 45.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 3 13 12 13 11
Aritmeti¢ka sredina 28.46 327.20 333.95 405.49 323.38
Standardna devijacija 26.43 428.49 341.73 484.13 326.13
Standardna greska aritmeticke sredine 15.26 118.84 98.65 134.27 98.33
95% interval Donja granica -1.45 94.27 140.60 142.32 130.65
povjerenja Gornja granica 58.37 560.13 527.30 668.67 516.11
Medijana - Q2 28.18 176.53 231.76 205.41 249.88
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.109
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Prilog 46
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 4 13 13 13 11
Aritmeticka sredina 76.19 325.24 422.60 431.39 332.40
Standardna devijacija 21.64 364.52 405.15 513.46 352.31
Standardna greSka aritmeticke sredine 10.82 101.10 112.37 142.41 106.22
95% interval Donja granica 54.98 127.08 202.36 152.26 124.20
povjerenja Gornja granica 97.39 523.39 642.84 71051 540.60
Medijana - Q2 75.97 237.59 311.95 194.51 188.65
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068
Prilog 47

Procentualna promjenakoncentracija sulfapiridina in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treca Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 8 14 13 13 11
Aritmeticka sredina -0.03089 0.57518 0.23611 0.38977 0.30215
Standardna devijacija 3.65390 0.76901 0.38120 0.43718 0.29549
Standardna greska aritmeticke sredine 1.29185 0.20553 0.10573 0.12125 0.08909
95% interval Donja granica -2.56291 0.17235 0.02889 0.15211 0.12752
povjerenja Gornja granica 2.50114 0.97801 0.44333 0.62742 0.47677
Medijana - Q2 0.81699 0.28298 0.28437 0.19507 0.22589

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.663
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Prilog 48.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 3 11 13 14 12
Aritmeti¢ka sredina 95.73 515.62 203.56 674.99 622.02
Standardna devijacija 129.15 426.03 83.32 844.75 928.21
Standardna greSka aritmeticke sredine 74.57 128.45 23.11 225.77 267.95
95% interval Donja granica -50.42 263.86 158.27 232.48 96.83
povjerenja Gornja granica 241.88 767.39 248.86 1117.49 1147.21
Medijana - Q2 29.33 470.59 190.76 464.16 195.56
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.592

Prilog 49.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 3 11 12 14 12
Aritmeti¢ka sredina 107.17 609.94 271.07 661.67 730.38
Standardna devijacija 76.08 618.73 114.19 831.73 1047.09
Standardna greska aritmeticke sredine 43.92 186.56 32.96 222.29 302.27
95% interval Donja granica 21.08 244.29 206.46 225.98 137.93
povjerenja Gornja granica 193.25 975.59 335.68 1097.35 1322.83
Medijana - Q2 86.82 506.65 246.86 448.26 308.91
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.189
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Prilog 50.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 12 13 14 13
Aritmetic¢ka sredina 97.22 652.27 284.15 668.13 569.49
Standardna devijacija 121.57 851.23 184.17 834.19 819.56
Standardna greska aritmeticke sredine 54.37 245.73 51.08 222.95 227.31
95% interval Donja granica -9.34 170.64 184.04 231.15 123.97
povjerenja Gornja granica 203.78 1133.89 384.26 1105.11 1015.01
Medijana - Q2 71.48 472.94 234.92 446.95 236.13
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.107

Prilog 51.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima
nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 11 13 14 12
Aritmeti¢ka sredina 157.87 638.46 319.32 715.22 636.26
Standardna devijacija 164.59 624.00 219.34 823.88 893.61
Standardna greska aritmeticke sredine 73.61 188.14 60.84 220.19 257.96
95% interval Donja granica 13.60 269.71 200.09 283.64 130.66
povjerenja Gornja granica 302.14 1007.22 438.56 1146.79 1141.87
Medijana - Q2 169.80 498.85 264.26 476.87 225.02
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.339
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Prilog 52.

Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim uslovima

nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 6 12 13 14 13
Aritmeti¢ka sredina 193.73 569.03 376.51 706.81 599.59
Standardna devijacija 236.48 499.25 229.79 721.32 821.68
Standardna greSka aritmeticke sredine 96.54 14412 63.73 192.78 227.89
95% interval Donja granica 451 286.55 251.59 328.96 152.92
povjerenja Gornja granica 382.95 851.51 501.42 1084.66 1046.26
Medijana - Q2 120.36 492.13 305.72 629.31 279.10
ANOVA test p
za ponovljaju¢a mjerenja 0.179
Prilog 53
Procentualna promjenakoncentracija sulfapiridina in vitro u suspenziji fecesapri
aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 6 12 13 14 14
Aritmeti¢ka sredina 1.27317 0.37492 0.33176 0.16860 0.08668
Standardna devijacija 0.93673 0.72008 0.32754 0.20356 0.71322
Standardna greska aritmeticke sredine 0.38242 0.20787 0.09084 0.05440 0.19062
95% interval Donja granica 0.52363 -0.03250 0.15371 0.06197 -0.28693
povjerenja Gornja granica 2.02271 0.78234 0.50982 0.27523 0.46029
Medijana - Q2 1.02609 0.16568 0.24749 0.16760 0.06866
ANOVA test p
za ponovijaju¢a mjerenja 0.076
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Prilog 54

Poredenje vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim
uslovima na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Prije
ispitivanja

Prva
kontrola

Druga
kontrola

Treca
kontrola

Cetvrta
kontrola

Mjerenje

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

28.18 (2.16 , 55.03)
75.97 (57.67 , 94.70)
203.04 (96.53 , 281.62)
266.77 (56.63 , 332.05)
207.44 (69.89 , 344.99)
216.71 (48.52 , 384.91)
0.81699 (0.22349 , 1.46802)
176.53 (66.32 , 295.85)
237.59 (74.74 , 373.23)
224.71 (74.11 , 491.14)
304.80 (87.27 , 641.90)
448.43 (194.76 , 702.10)
527.33 (251.66 , 803.00)
0.28298 (0.15871 , 1.19574)
231.76 (42.24 , 665.15)
311.95 (65.53 , 814.59)
426.02 (51.29 , 710.52)
447.20 (58.30 , 909.28)
529.19 (262.05 , 796.32)
583.47 (299.03 , 867.92)
0.23611 (0.02889 , 0.44333)
205.41 (92.89 , 622.12)
194.51 (138.01 , 617.33)
211.32 (180.67 , 503.77)
305.03 (199.70 , 572.23)
396.86 (230.40 , 778.20)
538.58 (262.34 , 814.82)
0.19507 (0.07376 , 0.43342)
249.88 (96.55 , 355.39)
188.65 (110.00 , 369.41)
240.96 (184.09 , 422.34)
242.73 (201.69 , 551.10)
435.94 (211.75 , 660.12)
376.84 (232.00 , 710.61)
0.30215 (0.12752 , 0.47677)

29.33 (13.28 , 244.57)
86.82 (43.33 , 191.35)
71.48 (11.82 , 90.33)
169.80 (17.35 , 175.52)
193.73 (4.51 , 382.95)
183.49 (27.01 , 339.96)
1.02609 (0.80227 , 1.63121)
470.59 (178.02 , 562.51)
506.65 (174.43 , 646.57)
472.94 (116.74 , 697.36)
498.85 (187.88 , 920.31)
569.03 (286.55 , 851.51)
716.49 (328.05 , 1,104.94)
0.16568 (0.09359 , 0.28851)
190.76 (176.64 , 267.16)
246.86 (200.97 , 334.36)
234.92 (184.84 , 380.28)
264.26 (176.81 , 359.15)
376.51 (251.59 , 501.42)
387.88 (255.55 , 520.21)
0.33176 (0.15371 , 0.50982)
464.16 (259.14 , 791.83)
448.26 (217.46 , 732.60)
446.95 (294.38 , 758.05)
476.87 (287.99 , 890.32)
629.31 (306.67 , 811.91)
774.97 (330.05 , 1,219.89)
0.16760 (0.01119 , 0.25556)
195.56 (119.57 , 520.73)
308.91 (156.05 , 589.66)
236.13 (121.60 , 524.39)
225.02 (139.32 , 632.96)
599.59 (152.92 , 1,046.26)
161.14 (128.31 , 476.41)
0.08668 (-0.28693 , 0.46029)

PENLZIEZEEZTEZZINEZEZEZEZRLNLANRLEEEEZRLESSSSRLLESSE

p

0.513
1.000
0.175
0.347
0.908
0.786
0.606
0.099
0.125
0.258
0.543
0.540
0.439
0.355
0.786
0.957
0.590
0.590
0.324
0.238
0.499
0.225
0.332
0.264
0.332
0.537
0.393
0.357
0.758
0.498
0.931
1.000
0.550
0.505
0.358
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Prilog 55
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 6 6 8 7
Aritmeti¢ka sredina 334.98 338.18 428.34 236.32
Standardna devijacija 262.27 201.55 146.02 186.99
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 107.07 82.28 51.63 70.68
95% interval Donja granica 125.12 176.90 327.15 97.79
povjerenja Gornja granica 544.83 499.46 529.53 374.85
Medijana - Q2 249.18 327.51 469.13 224.92
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.173

Prilog 56
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 1 9 6 6 5
Aritmeti¢ka sredina 78.87 361.79 285.41 369.22 172.10
Standardna devijacija 214.47 174.89 173.30 83.65
Standardna greska aritmeticke sredine 71.49 71.40 70.75 37.41
95% interval Donja granica 221.67 145.47 230.55 98.77
povjerenja Gornja granica 501.91 425.36 507.88 245.42
Medijana - Q2 78.87 335.52 232.04 347.47 196.63
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.225
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Prilog 57
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 6 7 7 8
Aritmeti¢ka sredina 352.90 371.79 455.99 210.54
Standardna devijacija 271.63 316.71 170.06 174.17
Standardna greSka aritmeticke sredine 110.89 119.71 64.28 61.58
95% interval Donja granica 135.55 137.16 330.01 89.85
povjerenja Gornja granica 570.24 606.41 581.98 331.24
Medijana - Q2 290.76 276.70 464.38 179.05
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.116

Prilog 58
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja ~ kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 7 5 7 6
Aritmeti¢ka sredina 394.82 354.70 475.60 247.28
Standardna devijacija 233.58 320.19 120.26 196.60
Standardna greska aritmeticke sredine 88.28 143.19 45.45 80.26
95% interval Donja granica 221.79 74.04 386.52 89.96
povjerenja Gornja granica 567.86 635.36 564.69 404.59
Medijana - Q2 378.75 272.21 499.15 225.80
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.138
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Prilog 59
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 1 5 6 7 7
Aritmeti¢ka sredina 343.32 404.30 359.95 381.97 241.58
Standardna devijacija 257.99 24477 148.09 175.19
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 115.37 99.93 55.97 66.22
95% interval Donja granica 178.16 164.09 272.26 111.79
povjerenja Gornja granica 630.43 555.81 491.68 371.36
Medijana - Q2 343.32 484.54 345.01 387.58 237.27
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.080

Prilog 60
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 6 7 8 6
Aritmeti¢ka sredina 466.59 312.43 346.87 266.90
Standardna devijacija 227.51 221.56 149.72 143.54
Standardna greska aritmeticke sredine 92.88 83.74 52.93 58.60
95% interval Donja granica 284.55 148.30 243.12 152.04
povjerenja Gornja granica 648.64 476.57 450.62 381.75
Medijana - Q2 437.71 269.99 368.03 253.59
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.109
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Prilog 61
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin iprobiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 10 5 6 5
Aritmeti¢ka sredina 449.40 336.83 323.42 143.27
Standardna devijacija 357.90 261.58 219.22 125.62
Standardna greska aritmetic¢ke sredine 113.18 116.98 89.49 56.18
95% interval Donja granica 227.57 107.54 148.01 33.16
povjerenja Gornja granica 671.23 566.11 498.83 253.38
Medijana - Q2 384.47 218.22 372.28 71.59
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068

Prilog 62
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin iprobiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 8 8 5 5
Aritmeti¢ka sredina 499.45 313.53 366.10 151.59
Standardna devijacija 502.30 216.22 219.78 136.53
Standardna greska aritmeticke sredine 177.59 76.45 98.29 61.06
95% interval Donja granica 151.38 163.69 173.46 31.92
povjerenja Gornja granica 847.52 463.36 558.75 271.27
Medijana - Q2 304.94 232.25 418.24 59.31
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.068
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Prilog 63
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin iprobiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 8 9 6 5
Aritmeti¢ka sredina 560.87 329.42 307.34 153.83
Standardna devijacija 490.68 208.22 218.91 151.71
Standardna greSka aritmeticke sredine 173.48 69.41 89.37 67.85
95% interval Donja granica 220.85 193.38 132.17 20.84
povjerenja Gornja granica 900.90 465.45 482,51 286.81
Medijana - Q2 432.31 268.89 354.52 102.06
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068

Prilog 64.
Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin iprobiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 10 8 6 4
Aritmeti¢ka sredina 499.97 354.94 355.35 154.04
Standardna devijacija 370.61 203.31 183.31 155.15
Standardna greska aritmeticke sredine 117.20 71.88 74.83 77.58
95% interval Donja granica 270.26 214.05 208.68 1.99
povjerenja Gornja granica 729.68 495.82 502.03 306.09
Medijana - Q2 449.50 336.50 312.31 86.02
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.068
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Prilog 65.

Vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri aerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin iprobiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 9 9 6 6
Aritmeti¢ka sredina 589.83 384.76 323.66 125.80
Standardna devijacija 719.44 205.82 204.63 100.23
Standardna greska aritmeticke sredine 239.81 68.61 83.54 40.92
95% interval Donja granica 119.80 250.29 159.92 45.60
povjerenja Gornja granica 1059.86 519.23 487.39 206.00
Medijana - Q2 174.67 291.79 340.93 119.09
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068
Prilog 66.
Procentualna promjenakoncentracija mesalazina in vitro u suspenziji fecesa pri
aerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 11 10 6 5
Aritmeti¢ka sredina -0.06271 0.06488 -0.02734 -0.14256
Standardna devijacija 0.57543 0.15067 0.26434 0.38071
Standardna greska aritmeticke sredine 0.17350 0.04765 0.10792 0.17026
95% interval Donja granica -0.40277 -0.02851 -0.23885 -0.47627
povjerenja Gornja granica 0.27735 0.15827 0.18418 0.19115
Medijana - Q2 0.05333 0.08468 -0.06947 -0.12218
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.285
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Prilog 67.

Poredenje vrijednosti koncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri aerobnim
uslovima na razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Prva
kontrola

Druga
kontrola

Treca
kontrola

Cetvrta
kontrola

Mjerenje

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

0 0 N N N o o

249.18 (146.91 , 447.13)
335.52 (208.22 , 478.21)
290.76 (147.09 , 406.61)
378.75 (167.84 , 532.04)
484,54 (173.39 , 514.83)
437.71 (355.82 , 500.31)

0.17872 (0.05213 , 0.42923)

327.51 (133.31, 492.23)
232.04 (140.07 , 394.48)
276.70 (128.02 , 487.84)
272.21 (116.24 , 445.71)
345.01 (136.00 , 484.81)
269.99 (130.93 , 565.74)

-0.03510 (-0.08016 , 0.04117)

469.13 (337.68 , 504.04)
347.47 (218.99 , 456.56)
464.38 (343.50 , 556.67)
499.15 (393.34 , 561.81)
387.58 (234.92 , 443.72)
368.03 (213.75, 433.17)

-0.10434 (-0.20226 , -
0.00704)

224.92 (116.44 , 297.14)
196.63 (122.19 , 224.04)
179.05 (94.54 , 259.23)
225.80 (145.20 , 239.65)
237.27 (133.83 , 269.19)
253.59 (249.64 , 299.32)

0.03316 (-0.10709 , 0.14786)

10

10
10
9
11

© 00 0 © 0 O

10

384.47 (167.30 , 609.39)
304.94 (131.79 , 743.40)
432.31 (174.87 , 849.73)
449.50 (165.61 , 720.94)
275.96 (132.50 , 715.15)
174.67 (160.58 , 654.41)

0.05333 (-0.04389 , 0.24726)

218.22 (146.90 , 581.43)
232.25 (166.72 , 483.74)
268.89 (192.21 , 366.46)
336.50 (180.32 , 539.84)
379.71 (238.87 , 567.02)
291.79 (233.17 , 574.86)

0.08468 (-0.03432 , 0.21387)

372.28 (110.07 , 457.13)
418.24 (202.29 , 420.22)
354.52 (96.10 , 496.70)
312.31 (291.21 , 471.73)
202.68 (198.51 , 335.17)
340.93 (177.87 , 432.13)

-0.06947 (-0.21199, 0.12580)

71.59 (62.55, 242.36)
59.31 (58.38 , 281.24)
102.06 (48.44 , 165.53)
86.02 (65.40, 242.69)
135.13 (96.19 , 170.76)
119.09 (26.16 , 218.81)

-0.12218 (-0.17075, 0.00313)

SIS 555221282

SSsS5=2£x%

p

0.588
0.923
0.606
0.770
1.000
0.409
0.160

1.000
0.669
0.958
0.661
0.439
0.315
0.172

0.197
1.000
0.317
0.199
0.223
1.000
0.606

0.465
0.917
0.464
0.39%4
0.199
0.078
0.291
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Prilog 68.
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 13 14 14

Aritmeti¢ka sredina 3840.09 3826.35 3848.01 3577.46 3569.03
Standardna devijacija 2232.52 2274.44 3463.81 2485.07 2762.25

Standardna greska aritmetic¢ke sredine 596.66 607.87 960.69 664.16 738.24
95% interval Donja granica 2670.62 2634.93 1965.06 2275.70 2122.08
povjerenja Gornja granica 5009.55 5017.78 5730.95 4879.22 5015.99
Medijana - Q2 3271.92 3362.15 2831.27 2688.21 2690.20

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.264

Prilog 69.
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 13 14 14

Aritmeti¢ka sredina 3695.11 3411.00 3736.00 3177.14 3313.34
Standardna devijacija 1617.20 1495.31 3192.01 1994.50 2166.71

Standardna greska aritmeticke sredine 432.21 399.64 885.31 533.05 579.08
95% interval Donja granica 2847.97 2627.71 2000.80 2132.36 2178.35
povjerenja Gornja granica 4542.25 4194.29 5471.20 4221.93 4448.33
Medijana - Q2 3186.06 3060.48 2598.87 2655.08 2859.91

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.343
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Prilog 70.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 14

Aritmeti¢ka sredina 3353.41 2966.43 2528.65 2990.61 3236.76
Standardna devijacija 1405.13 1198.52 1244.39 1983.41 2416.34

Standardna greska aritmeticke sredine 375.54 320.32 332.58 530.09 645.79
95% interval Donja granica 2617.36 2338.61 1876.80 1951.63 1971.00
povjerenja Gornja granica 4089.46 3594.25 3180.50 4029.58 4502.51
Medijana - Q2 2872.17 2411.89 2307.30 2358.65 2374.69

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.279

Prilog 71.

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 13 14 14

Aritmeti¢ka sredina 3253.68 2941.34 2994.64 2812.00 2864.44
Standardna devijacija 1382.30 1362.04 2371.35 1741.42 1816.03

Standardna greska aritmeticke sredine 369.44 364.02 657.69 465.41 485.35
95% interval Donja granica 2529.59 2227.86 1705.56 1899.79 1913.15
povjerenja Gornja granica 3977.78 3654.82 4283.72 372421 3815.74
Medijana - Q2 2845.96 2522.84 2181.89 2407.80 2492.74

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.302
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Prilog 72

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 13 14 14 14 13

Aritmetic¢ka sredina 3124.63 3115.85 2802.80 2775.83 2943.43
Standardna devijacija 1336.74 1719.43 2207.10 1766.76 1780.58

Standardna greska aritmeticke sredine 370.74 459.54 589.87 472.19 493.84
95% interval Donja granica 2397.97 2215.15 1646.65 1850.34 1975.49
povjerenja Gornja granica 3851.29 4016.54 3958.95 3701.31 3911.36
Medijana - Q2 2733.14 2836.55 2386.37 2492.22 2607.46

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.114

Prilog 73

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 14 14 14 13

Aritmeti¢ka sredina 3014.37 2609.47 2685.83 2529.01 3067.01
Standardna devijacija 1622.83 1266.46 2044.42 1563.93 2147.11

Standardna greska aritmeticke sredine 433.72 338.47 546.39 417.98 595.50
95% interval Donja granica 2164.28 1946.06 1614.90 1709.77 1899.83
povjerenja Gornja granica 3864.46 3272.88 3756.76 3348.24 4234.19
Medijana - Q2 2811.78 2586.73 2318.28 2223.92 2613.67

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.842
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Prilog 74

Procentualna promjenakoncentracija sulfasalazinain vitro u suspenziji fecesa pri

anerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 14 14 14 14
Aritmeti¢ka sredina -0.18182 -0.25007 -0.29181 -0.27337 -0.23813
Standardna devijacija 0.46112 0.39536 0.53102 0.38566 0.39813
Standardna greSka aritmeticke sredine 0.12324 0.10566 0.14192 0.10307 0.10641
95% interval Donja granica -0.42337 -0.45717 -0.56997 -0.47539 -0.44669
povjerenja Gornja granica 0.05973 -0.04296 -0.01364 -0.07135 -0.02958
Medijana - Q2 -0.00134 -0.17324 -0.15941 -0.19382 -0.15149

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.757

Prilog 75

Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 14 15 15

Aritmeti¢ka sredina 3929.20 3197.50 2498.45 3548.26 3156.50
Standardna devijacija 1659.08 1347.78 1471.85 1838.55 1417.44

Standardna greska aritmeticke sredine 443.41 348.00 393.37 47471 365.98
95% interval Donja granica 3060.12 2515.43 1727.45 2617.83 2439.17
povjerenja Gornja granica 4798.28 3879.57 3269.45 4478.70 3873.82
Medijana - Q2 3842.43 3372.82 2182.98 3788.97 2706.80

Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.070
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Prilog 76
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri anaerobnim
uslovima nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta

ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 14 15 15 15 15

Aritmeti¢ka sredina 3399.04 2933.83 2556.81 3684.27 2898.32

Standardna devijacija 1961.65 1432.35 1452.51 1684.98 756.75

Standardna greska aritmeticke sredine 524.27 369.83 375.04 435.06 195.39
95% interval Donja granica 2371.47 2208.97 1821.74 2831.56 2515315
povjerenja Gornja granica 442662  3658.70  3291.88 453699  3281.29
Medijana - Q2 3070.12 3147.94 2149.63 4082.82 2938.63

ANOVA test p
za ponovljaju¢a mjerenja 0.060

Prilog 77
Vrijednosti koncentracija sulfasalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesapri anaerobnim
uslovima nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 15 15 13 15
Aritmeti¢ka sredina 3303.01 3175.91 2352.38 3576.40 2895.31
Standardna devijacija 1961.84 1712.80 1384.83 1739.67 1282.26
Standardna greska aritmeticke sredine 524.32 442.24 357.56 482.50 331.08
95% interval Donja granica 2275.34 2309.11 1651.57 2630.70 2246.40
povjerenja Gornja granica 4330.69 4042.70 3053.20 4522.10 3544.23
Medijana - Q2 3014.13 3092.54 2096.94 3821.98 2369.37

ANOVA test p
za ponovljajuca mjerenja 0.098
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Prilog 78
Procentualna promjena koncentracija sulfasalazinain vitro u suspenziji fecesa pri
anerobnim uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola

Broj ispitanika 14 15 15 15 15
Aritmeticka sredina -0.15571 -0.25925 -0.19988 -0.20250 -0.07864
Standardna devijacija 0.46999 0.40273 0.42986 0.37831 0.13175
Standardna greska aritmeticke sredine 0.12561 0.10398 0.11099 0.09768 0.03402
95% interval Donja granica -0.40191 -0.46306 -0.41742 -0.39395 -0.14532
povjerenja Gornja granica 0.09048 -0.05545 0.01766 -0.01104  -0.01197
Medijana - Q2 -0.12775 -0.20465 -0.13455 -0.10272 -0.08322

Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.923

Prilog 79.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 4 14 12 14 12
Aritmeti¢ka sredina 44.40 269.98 287.19 405.68 373.98
Standardna devijacija 21.72 369.76 285.32 472.68 394.56
Standardna greSka aritmeticke sredine 10.86 98.82 82.36 126.33 113.90
95% interval Donja granica 23.12 76.28 125.75 158.08 150.73
povjerenja Gornja granica 65.69 463.67 448.62 653.29 597.22
Medijana - Q2 37.76 145.33 174.31 236.71 226.26
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068
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Prilog 80.

Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
4 13 12 14 12
Aritmeticka sredina 63.57 338.16 339.87 460.01 401.98
Standardna devijacija 20.27 447.84 346.78 543.96 434.31
Standardna greSka aritmeticke sredine 10.14 12421 100.11 145.38 125.37
95% interval Donja granica 43.70 94.71 143.66 175.06 156.25
povjerenja Gornja granica 83.43 581.61 536.08 744.95 647.71
Medijana - Q2 62.39 188.68 222.44 233.56 242.64
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068

Prilog 81.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 3 12 14 15 14
Aritmeti¢ka sredina 65.67 546.26 189.73 662.71 500.24
Standardna devijacija 94.87 436.01 96.45 784.37 789.82
Standardna greska aritmeticke sredine 54.77 125.87 25.78 202.52 211.09
95% interval Donja granica -41.69 299.56 139.20 265.76 86.50
povjerenja Gornja granica 173.03 792.95 240.25 1059.65 913.97
Medijana - Q2 19.55 469.01 184.38 533.06 152.97
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.525
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Prilog 82.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 3 11 14 15 13
Aritmeticka sredina 103.13 673.71 210.73 599.78 528.16
Standardna devijacija 117.99 493.53 104.71 698.55 780.48
Standardna greSka aritmeticke sredine 68.12 148.81 27.98 180.37 216.47
95% interval Donja granica -30.38 382.06 155.88 246.27 103.88
povjerenja Gornja granica 236.65 965.37 265.58 953.30 952.44
Medijana - Q2 43.54 581.44 195.16 548.77 177.45
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.281

Prilog 83.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 4 13 14 15 13
Aritmeti¢ka sredina 153.56 551.58 222.74 615.19 560.09
Standardna devijacija 231.77 507.15 122.43 735.50 900.98
Standardna greska aritmeticke sredine 115.89 140.66 32.72 189.91 249.89
95% interval Donja granica -73.58 275.89 158.61 242.97 70.31
povjerenja Gornja granica 380.69 827.27 286.87 987.40 1049.86
Medijana - Q2 54.76 502.32 188.85 355.02 159.32
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.107
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Prilog 84.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 120 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 5 13 13 15 13
Aritmeti¢ka sredina 213.67 545.71 257.07 649.08 610.23
Standardna devijacija 198.13 557.77 127.64 720.20 921.72
Standardna greska aritmeticke sredine 88.61 154.70 35.40 185.96 255.64
95% interval Donja granica 40.00 242.50 187.68 284.60 109.18
povjerenja Gornja granica 387.33 848.92 326.45 1013.55 1111.28
Medijana - Q2 168.37 512.39 231.75 551.62 162.74
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.434

Prilog 85.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 7 13 14 15 13
Aritmeti¢ka sredina 137.00 553.51 315.46 679.76 572.75
Standardna devijacija 225.39 479.52 191.97 767.04 781.40
Standardna greska aritmeticke sredine 85.19 132.99 51.31 198.05 216.72
95% interval Donja granica -29.97 292.84 214.90 291.58 147.97
povjerenja Gornja granica 303.98 814.18 416.02 1067.93 997.52
Medijana - Q2 64.08 510.98 263.86 531.79 246.62
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.066
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Prilog 86.
Vrijednosti koncentracija sulfapiridina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovimanakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 7 13 14 13 14
Aritmeti¢ka sredina 168.95 614.30 376.73 671.59 633.71
Standardna devijacija 231.97 518.06 277.82 826.12 916.41
Standardna greSka aritmeticke sredine 87.68 143.69 74.25 229.12 244.92
95% interval Donja granica -2.90 332.68 231.20 222.51 153.67
povjerenja Gornja granica 340.80 895.93 522.26 1120.67 1113.76
Medijana - Q2 89.56 496.64 295.55 434.48 269.71
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.075

Prilog 87.
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 30 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja  kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 1 6 5 7 7
Aritmeti¢ka sredina 108.89 338.34 278.03 378.85 228.98
Standardna devijacija 227.08 226.21 161.16 194.67
Standardna greska aritmeticke sredine 92.70 101.16 60.91 73.58
95% interval Donja granica 156.64 79.74 259.47 84.76
povjerenja Gornja granica 520.04 476.31 498.24 373.19
Medijana - Q2 108.89 301.92 224.21 395.50 232.29
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.075

200



Prilog 88.
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 90 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 2 8 5 7 7
Aritmeti¢ka sredina 52.55 377.77 309.67 388.22 279.47
Standardna devijacija 60.49 256.19 221.20 164.83 153.54
Standardna greSka aritmeticke sredine 42.77 90.58 98.92 62.30 58.03
95% interval Donja granica =31829 200.24 115.77 266.11 165.73
povjerenja Gornja granica 136.38 555.30 503.56 510.33 393.21
Medijana - Q2 52.55 374.86 220.35 407.15 266.02
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.225

Prilog 89
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 150 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 8 5 8 6
Aritmeti¢ka sredina 379.59 325.97 384.88 262.96
Standardna devijacija 262.88 238.29 107.24 165.77
Standardna greska aritmeticke sredine 92.94 106.57 37.92 67.68
95% interval Donja granica 197.42 117.10 310.56 130.31
povjerenja Gornja granica 561.76 534.85 459.19 395.60
Medijana - Q2 363.92 335.84 382.11 265.62
Friedman test p
za viSe uparenih uzoraka 0.273
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Prilog 90.
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 8 5 7 7
Aritmeti¢ka sredina 398.58 407.51 367.95 234.62
Standardna devijacija 256.30 377.26 142.42 174.73
Standardna greska aritmeticke sredine 90.62 168.72 53.83 66.04
95% interval Donja granica 220.97 76.83 262.44 105.17
povjerenja Gornja granica 576.19 738.19 473.46 364.06
Medijana - Q2 378.52 400.04 402.12 223.19
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.273

Prilog 91.
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 60 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 8 7 7 4
Aritmeti¢ka sredina 480.87 367.61 292.03 116.00
Standardna devijacija 509.18 225.95 222.35 83.42
Standardna greska aritmeticke sredine 180.02 85.40 84.04 41.71
95% interval Donja granica 128.03 200.22 127.30 34.25
povjerenja Gornja granica 833.72 535.00 456.75 197.75
Medijana - Q2 309.08 283.33 244.53 93.49
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068
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Prilog 92.
Vrijednosti koncentracija mesalazina(ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim uslovima
nakon 180 minuta kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik

Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 9 8 7 4
Aritmeti¢ka sredina 467.91 295.17 225.15 136.59
Standardna devijacija 493.22 202.55 189.27 88.79
Standardna greSka aritmeticke sredine 164.41 71.61 71.54 44.39
95% interval Donja granica 145.67 154.81 84.94 49.58
povjerenja Gornja granica 790.15 435.52 365.37 223.60
Medijana - Q2 196.23 193.01 154.68 142.17
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.068

Prilog 93.
| Procentualna promjenakoncentracija mesalzina in vitro u suspenziji fecesa pri anaerobnim
uslovima kod ispitanika iz grupe Sulfasalazin i probiotik
Prije Prva Druga Treéa Cetvrta
ispitivanja kontrola kontrola kontrola kontrola
Broj ispitanika 0 11 11 8 7
Aritmeti¢ka sredina 0.017 0.045 0.030 0.050
Standardna devijacija 0.332 0.322 0.303 0.194
Standardna greska aritmeticke sredine 0.100 0.097 0.107 0.073
95% interval Donja granica -0.179 -0.146 -0.180 -0.094
povjerenja Gornja granica 0.213 0.235 0.240 0.194
Medijana - Q2 0.033 0.015 -0.041 -0.011
Friedman test p
za vise uparenih uzoraka 0.463
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Prilog 94

Poredenje vrijednostikoncentracija mesalazina (ng/mL fekalne suspenzije) in vitro u suspenziji fecesa pri

anaerobnim uslovimana razli¢itim kontrolama prema ispitivanoj grupi

Prva
kontrola

Druga
kontrola

Treca
kontrola

Cetvrta
kontrola

Mjerenje

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
180 min
Promjena

Sulfasalazin Sulfasalazin
i probiotik
n Srednja vrijednost n Srednja vrijednost

© 00 00 O 0 U1 O

NN o oo N~

301.92 (160.50 , 454.16)
467.73 (324.71 , 549.59)
374.86 (144.76 , 520.10)
337.74 (195.48 , 544.49)
363.92 (161.30 , 495.00)
378.52 (193.30 , 520.18)
0.07155 (-0.03403 , 0.13172)

224.21 (118.29 , 292.70)
213.35 (140.39 , 452.54)
220.35 (135.86 , 431.78)
163.27 (99.50 , 429.07)
335.84 (128.22 , 457.31)
400.04 (132.89, 461.00)
0.06245 (0.00486 , 0.22630)

395.50 (215.17 , 494.11)
465.93 (294.46 , 510.00)
407.15 (215.87 , 486.97)
393.55 (265.92 , 537.80)
382.11 (352.88 , 470.66)
402.12 (216.57 , 506.59)
-0.02923 (-0.10312 , -0.00606)

232.29 (52.54 , 364.99)
203.16 (158.26 , 261.60)
266.02 (122.51, 392.51)
208.66 (150.71 , 270.51)
265.62 (130.13, 343.53)
223.19 (72.00, 380.69)
-0.01949 (-0.53131 , 0.27058)

© © 00 © 0 ©

11

10
7
7
8
7
8

11

~N B~ B DO B~ O

337.81 (211.72 , 523.17)
309.08 (185.03 , 552.15)
364.72 (169.54 , 644.77)
437.09 (219.56 , 589.36)
466.58 (265.10 , 688.14)
196.23 (120.82 , 612.00)
0.03300 (-0.07030 , 0.22248)

216.96 (108.76 , 518.58)
283.33 (175.33 , 648.85)
226.56 (144.80 , 564.42)
226.92 (162.21 , 571.77)
265.79 (150.55 , 499.59)
193.01 (170.28 , 461.68)
0.01532 (-0.21084 , 0.16406)

288.77 (151.99 , 607.45)
244.53 (82.91 , 499.43)
206.22 (94.08 , 295.40)
368.85 (109.58 , 608.17)
198.89 (81.63 , 375.34)
154.68 (91.73 , 352.52)

-0.04057 (-0.08187 , 0.02477)

72.88 (68.00 , 224.39)
93.49 (58.99, 173.01)
127.23 (68.40 , 212.75)
213.13 (12321, 259.22)
146.80 (83.25 , 209.70)
142.17 (60.26 , 212.92)
-0.01058 (-0.10549 , 0.24053)

SIS 2552255 =5x2=2s£s°%

SSsS==£=5%

0.724
0.661
0.630
0.606
0.386
0.700
0.909

1.000
0.475
0.685
0.610
0.935
0.844
0.688

0.775
0.247
0.153
0.897
0.093
0.142
0.834

0.372
0.257
0.086
0.831
0.286
0.345
0.749
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Izjava 1

IZJAVA O AUTORSTVU

Izjavljujem

da je doktorska disertacija
..Uticaj probiotika na metabolizam sulfasalazina u oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva™

“The influence of probiotics on sulfasalazine metabolism

in patients with inflammatory bowel disease”

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

o da doktorska disertacija, u cjelini ili u dijelovima, nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krsila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

U Banjoj Luci, maj 2017. Potpis dokto?nta
aqukont Adlor,
curon € 171

B

)




Izjava 2

Izjava kojom se ovlaséuje Univerzitet u Banjoj Luci da doktorsku disertaciju ucini
javno dostupnom

Ovlas¢ujem Univerzitet u Banjoj Luci da moju doktorsku disertaciju pod naslovom

,,Uticaj probiotika na metabolizam sulfasalazina u oboljelih od inflamatorne bolesti
crijeva®

koja je moje autorsko djelo, ucini javno dostupnom.

Doktorsku disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci
mogu da koriste svi koji potuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlu¢ila.

1. Autorstvo

(8]

. Autorstvo-nekomercijalno
3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade

4. Autorstvo - nekomercijalno - dijeliti pod istim uslovima

5. Autorstvo - bez prerade

6. Autorstvo - dijeliti pod istim uslovima

U Banjoj Luci, maj 2017. Potpis doktoranta

\,/‘7’(@‘&,[}7@%’ /\?ﬁ@&

v
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Izjava o identi¢nosti Stampane i elektronske verzije
doktorske disertacije

Ime i prezime autora NataSa Stojakovi¢

Naslov rada Uticaj probiotika na metabolizam sulfasalazina u oboljelih od inflamatorne
bolesti crijeva

Mentor Prof dr Momir Mikov

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije identi¢na elektronskoj verziji koju
sam predala za digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci.

Potpis doktorantz}\ ‘

U Banjoj Luci, maj 2017. %\\ }OW\C( 74)(1‘/\/{%
(%A% v
-~;
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UNIVERZITETU U BANJOJ LUCI
PODACI O AUTORU ODBRANJENE DOKTORSKE DISERTACIJE

Ime i prezime autora disertacije : Nata3a Stojakoi¢
Datum, mijesto i drzava rodjenja autora: 19.08.1971. Ba¢, Republika Srbija

Naziv zavrienog fakulteta i godina diplomiranja: Medicinski fakultet Univerziteta u Banjoj
Luci, 1997.

Datum odbrane magistarskog rada autora: 29.6.2006.

Naslov magistarskog rada autora: ,,Uticaj aerobne crijevne flore pacova na metabolizam
sulfasalazina,,

Akademska titula koju je autor stekao odbranom magistarskog rada: Magistar medicinskih
nauka

Akademska titula koju je autor stekao odbranom doktorske disertacije: Doktor medicinskih
nauka

Naziv fakulteta na kome je doktorska disertacija odbranjena: Medicinski fakultet Univerziteta
u Banjoj Luci

Naziv doktorske disertacije i datum odbrane:,,Uticaj probiotika na metabolizam sulfasalazina
u oboljelih od inflamatorne bolesti crijeva‘

Nau¢na oblast disertacije prema CERIF Sifrarniku: B740

Imena mentora i ¢lanova komisije za odbranu doktorske disertacije:
1. Prof dr Momir Mikov, mentor

2. Prof dr Svjetlana Stoisavljevi¢ Satara, predsjednik komisije

3. Prof dr Stevan Trbojevié, ¢lan

U Banjoj Luci, jul 2017.
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YHUBEP3UTET Y BAIHOJ JIYII
®AKYJITET:MEJALIMHCKHA

MN3BJELITAJ

0 oujenu ypaljene 00KmopcKe oucepmauuje

I IIOJAIIA O KOMHUCHUJIJA

Ha ocHoBy unana 149. 3akoHa o BUCOKOM 0OpasoBarby Peny6nuke Cprcke (,,Ciyx6eHu
rinacuuk Peny6nuke Cprcke® 6poj: 73/10, 104/11,84/12, 108/13, 44/15 u 90/16)) unana
54. Craryra Yuusepsurera y bamoj Jlyun u unana 18. Cratyra MeaUIMHCKOT
daxysrera, HactaBHo-HayuHo Bujehe Meauuunckor dakynreTa YHUBEP3UTETA Y bamoj
JIyum Ha IV peJloBHOj Cje/iHHLM OJIpKaHOj naHa,14.3.2017. rox, JOHH]EJIO je OJUTYKY MOJ
6pojem 18/3 227/2017 o umeHOBabY KOMHCH]E 3a OLjeHy 1 0f0paHy ypalheHe JOKTOpCKe
tese mp ci Haraie Crojakosuh, 10KTOpa MEAULIMHE, 10 HA3UBOM: ,,YTHLIaj MPOOHOTHKA
Ha MeTabonu3aM cyidacanasuna y oGosbenux o HHbamatopHe Gonectd upujeBa” y
cacTaBy:
1. Jp Csjernana Croucasbebuh llatapa, pejoBHU npodecop, yxa HayuHa o0nact
®dapmakonoruja, Meauuuaeky daxyntet bawa Jlyka, YHuBepsutera y bamw0j
Jlyuu, npeacjeHuK
2. Jlp Momup MukoB, penoBHu npodecop, yxa Hay4asa oonact dapmakonoryja,
Meauuurckn paxynter Hosu Caz, Yausepsutera y Hosom Cajy, MEHTOP 1 “IaH
3. Jlp Crepan TpGojeruh, penosHu npodecop, yxa Hay4Ha odnact HuTepHa
Meauiuna, Meanuacku dakynter @oya, YHusepsuteT y VicTouHOM CapajeBy,
4jiaH

HakoH jeTas/bHOr mpernefa ypaljeHe NOKTOpcke Tese KaHauauata mp cuu Harauwe
Crojakosuh, uMeHOBaHa KomucHja HacraBHO-HayqHOM sujehy MezauuuHCcKOr
daxynrera y Bamoj Jlyuu nogHocu cibeehu u3BjeiTaj:

11 IO TALIV O KAHJIUJATY

p—

Haraua (ITetpa) CtojakoBuh

19.08.1971. Bau, Peny6auka Cp6uja

YVuuBep3uteT y Bawoj Jlyiu, Meaununcku daxynret [loctaunioMexku CTyIH],

CTEUEHO 3Babe MarucTpa MEIUIMHCKUX HayKa.

4. Memgununacku paxynter bamwa Jlyka, Mmarucrapceka Te3a noj UMCHOM ,» Y THLIA]
aepoOHe LpujesHe diope Manopa Ha MeTabonu3am cyadacanazuHa® yxka HayqHa
o6nact ®@apmakosoruje, 29.6. 2006. roguHe.

5. Hayuna oGiact ®apmakosioruja

&
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III YBOJHHU IO OIJEHE TOKTOPCKE JUCEPTAIINJE

HaciioB fokTopcke auceprauuje mp cut. Hatawe Crojakosuh je :

“Yruuaj mnpo6moTHka Ha MmeraGoumsaM  cyiadacanazmHa y  000/beqHX 01
nadamaTopHe GosiecTH LpHujeBa”.

Tema fmOKTOpcKe aucepraumje je npuxsahena ox crpane Hacrapho-nayuHor sujehe
MeauuuHckor pakyntera Yuupepsuteta y bamanyuu Oamykom , 6poj 18-3-233/2012 on
19.3.2012. Cenar Yuusepsutera y Bamwanyun Omrykom 6poj: 02/04-3.927-20/12 on
12.4.2012, nao je carnacHocT Ha M3pewraj O OLjeHM ycloBa M MOJOCHOCTH TeME U
KaHIMaTa 3a W3pajy JOKTOpcKe muceprauyje Ha Meauuunckom daxynrety y bamanyuu,
KaHMpaTkumbe Mp cil. Hatame CrojakoBuh moj HasuBom “YTHl@j mpoOMOTHKA HA

MeTabosu3am cyndacanasuna y o6osbeux o nHpramMaTopHe Gonecty Lpujesa’.

Cajpkaj IOKTOPCKE JKMCepTallyje je 3I0KEH y Cibe/iehnM noriaBbuma:
1. YBOA JOKTOpCKE JMCEpTalyje je HamucaH Ha 29 cTpaHa.

Xwurnorese Cy HanucaHe Ha 1 cTpaHu

LIM/beBU HCTpaKMBarba Cy HAlMCaHu Ha | cTpaHu

ITornassbe Mcnuranuiym ¥ METO/IE je HAlMCaHo Ha 9 cTpaHa.

Pesynrati paja cy nmpykasanyu Ha 81 ctpaHuuy.

Jluckycuja je HanucaHa Ha 10 cTpaHa.

A & B R P

3aKJbyully Cy HalMCaHU Ha 3 CTpaHe.
8. Cnucak kopuinhene quTepaType je HanucaH Ha 18 cTpaHa.

JlokTopcka aucepranuja kawaupatap mp ciu Harame Crojakosuh je Hamucana
NATUHAYHAM TECMOM (oHTOM Times New Roman Ha 203 cTpane, dopmara A4. Ha
MOYEeTKy AucepTanyje Hamasu ce 17 cTpaHa Koje HMCY HyMEpUCaHe, a OIHOCe ce Ha
HACJIOB JUCEpTallyje, KIJbyuHe JucepTalujcke MHpopmauuje (Ha CpICKOM M EHIJIECKOM
jesuKy), 3aXBaJHWLY, CAJipyKaj, cakeTak (Ha CPIICKOM M EHIJIECKOM je3HKy) M JHCTY
ckpahenuua. Canpsku 3 ciuke, 25 rpadukona, 84 tabesie n 94 npuiora (MPUIO3K CajpKe
tabeJjie Koje HUCY MpUKa3aHe y Morjaejby PesynTaTu pajia U IpUKasaHu ¢y Ha 50 ctpaHa).
V aucepranuju cy uutipana 202 mureparypHa u3Bopa.

V npeoj ujemmnm (ctp. 1-29) MCTakHYT je pasnor 300r Kojer je OBO HCTPAKUBAMLE
mpey3eTo Kao M TO Ja y JaHallbOj, PEeeBAaHTHOj, HayuHO] JINTEPATYpH HE nocroje
cBeOGYXBaTHA MCITMTHUBAMA 3HAUAja LPHjeBHe MUKPOGIOpe 3a MeTaboNn3aMm JiMjeKkosa 1
IPYrHX KCEHOGMOTHKA KOJ JbyId. YBONHM MO Ca MpErJefoM JIUTepaType jacHo naje

YBHUJ Y TPEHyTHa HaydyHa casHama Be3zaHa 3a Gakrtepujcky Quopy [pHjeBa U HEHY
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SH3UMCKY aKTHBHOCT, MEXaHU3Me HacTaHKa MHQpIaMaTopHe 00JeCTH LpujeBa, MpUMjeHy
npoOHOTHKA U BUXOB YTHLA] HA MEeTa00JIM3aM JIMjeKOBa.

V apyroj ujeannu (ctp. 30) npeacTaB/beHEe CYy XMIOTE3€ CIIPOBETHOT UCTPAXKKMBAKA KOje
uctuuy MOryhHOCT Ja KpaTKOTpajHa WM AyroTpajHa repopajiHa MpuMjeHa npoOHOoTHKa
yTHYe Ha cacTaB M E€H3UMCKY aKTHBHOCT LipujeBHe MHUKpodope nosehaBajyhu obum
pasrpajme cyidacanazuHa y HprjeBIMa U HaCTaHaK HEeroBUX MeTaboJIUTa.

[{nbeBu uctpakuBamwa cy natu y Tpehoj mjesunn (ctp. 30). LlusbeBu uctpaxupama cy
NPELH3HO TMOCTaBJLCHM KaKo OM ce HCNUTA0 YTULAj KpPaTKOTpajHE U AYroTpajHe
nepopajiHe TpHMjeHe TNPOOMOTHKAa HA CacTaB M E€H3MMCKY AaKTUBHOCT LIPUjEBHE
MUKpodIIope, Kao U yTHlaj Ha 00MM pasrpaime cyidacanaszita y HpujeBMMa U HaCTaHaK
HBEroBUX MeTabouTa.

V dgerBproj ujesmmmm (ctp. 31-39) mnpencraB/beHa je OCHOBHA METOOJIOTHja
HCTpaKMBarba. Y OKBUPY OBOI JHjesa je OomucaH KpuTepujym onmabupa oaroapajyhux
ucnuTaHuka ((HakTopy yKJbyulBamba, UCK/bYUMBAKka M HE YK/byUHBawba), KOPUIUTEHH
JIMjeKOBU U JieTaJbHa METOJIOJIOTHja pajia TOKOM HUCTPaXkKUBamba.

Pesynrtatu uctpakuBama M TECTUpaWbe XMUIIOTE3e YMHE caiapikaj mere mjeaune (ctp 40-
121). V okBupy oBOr Aujena AMCepTalije, CUCTEMATUYHO Cy NPUKA3aHU PE3yATaTd IO
dazama vcTpakuBamwa. [leTalbHO Cy MPHKA3aHHU Pe3y/ITaTH KOju yKasyjy Ha: 1. mpomjeHy
Opoja OakTtepuja y dernecy U MyKyCy LpHjeBa 2. TPOMjEHY EH3MMCKE AaKTHBHOCT
a3opeayKTase, HUTpOpeayKTase, OeTa-riyko3uaase W Oera-riiyKypoHujase 3. oOum
MeTabonuike W3MjeHe cyidacalziHa NP in vitro ycioBuMa, 4. oOuMm MeTabonuuKe

usMjeHe cyndacanasuHa i vivo , 5. IeTeKLHUjy MPOOUOTHKA Y Y30pKY deleca.

Illecra wujeauna (ctp. 122-131) je mnpencraBibeHa MAUCKyCHjoM O J0OHMj€HUM
pe3yiTaTMMa HWCTap)KMBamba W HUXOBMM THopehemeM ca Beh nocrojehum cnuyHUM
UCTpaXXMBambHMa Y OBOj HayuyHOj obaactu. [IpencraBimbeHu cy U 00pa3ioskeHU HAyYHH U

nparMaTUyHK JOMPUHOCH OBOT paja y (papMakoIoryju.

VY ceamoj ujennnn (ctp .132-134) kaHaMOATKUA j€ HA jacaH U CUCTEMATHYaH HAYWH
Mpe/CcTaBuiia CUHTE3Y Ca3Harba U HAyUHUX YMHCHHULA U3HECEHUX Y OKBUPY AUCEpTaLHje,

Il06l/ljeHl/IX Ha OCHOBY pe3yJiTaTa UCTpAXKHBakba U TECTUPamba XUIOTE3C.

Ocvma wmjeamna (cTp.135-152) oBe pauceprauuje NpeAcTaB/ba CIUCAK KOPUILTEHE

JIUTEpaType Y OKBUPY CIIPOBECHOT UCTAXKUBAKA, 4 Y OKBUPY M3pajie OBE AUcepTaLyje.

IV YBOJA U ITPETVIEL IUTEPATYPE

IV 1. Pazyor 300r Kojer je ucTpakuame Mnpeay3eTo, npoodjaem, npeamer, UH/LEBH U
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XHIIOTE3a HCTPAKHBAKA
Jbyjcka IpujeBa Cajipke KOMIUIEKCAH eKOCHCHTEM pPa3HMX MHKpoOpraHusama. ¥
HCTpKMBAKHMa Ha JKUBOTHIAMa je [OKa3aH 3Hauaj LpujeBHE MuKpoduope 3a
MeTaGoIIN3aM JIMjeKOBa U JPYTHX KCEHOOMOTHKA, ajly Pe3ylTaTd OBUX UCTPaKMBAHK:A CE
He MOTY JMPEKTHO TpeHujeTH Ha jbyne. Mako je Moryhe moctuhu €H3UMCKY aKTUBHOCT
upujeBHe (Uope y KUBOTHEbA CIMYHY OHOj KOJ JbyJM, je[MHA MPaBa uHbopMauuja o
Y03 LpujeBHe MHUKpodiope KOI JbyAM ce Moxke mnocTuhi MpoBohemeM J06po
OpraHM30BaHMX KJIMHMUYKMX WCIMTHBaba. MoauduKalujoMm LpHjeBHE ¢iope nomohy
NpoGHOTHKA Ce MOKyLIaBa MocTrliu IOBOJEHO 1ejCTBO 3a Jbyae. Haxo [0CTOj€ TBPIHE O
KOPHCTH TPOOHOTHKA, HE CaMO Y IPEBSHLIM]H HETO Uy TEPaIju pasiuiuThX 60NeCTH, He
MOCTOje jOII YBHjeK jacHW JOKa3W IbHXOBOT [jeNioBara, OWIO CaMOCTAIHO WM Yy
MHTEpAKIHjH ca NHjeKOBUMA KOjH Ce KOPUCTE y Tepanuju. JenaH of jijeKoBa KOju ce
KOpMCTH Yy Tepanuju uH}iamatopHe OonecTu LpujeBa, CyndacaiasiH, MPeCTaB/ba
BeoMa 100ap MOJeN 3a MCIMTHBalbE WHTEPAKLMja Ha HMBOY LpPHjeBHE MHUKpOQJIOpE.
KanguuaTkuma je Kpo3 paj YCTjellHo jajga OArOBOp HA TIOCTaBJbEHH npobiem
UCTMpaXCuBarba KOju Ce OIHOCH Ha MOTYHHOCT M3MjeHe cacTaBa LpHjeBHE (uope
MOC/BEANYHOT yTULIAja Ha MeTabosu3am cyndacanasuHa.
KaHIMaaTKiba je y JUCepTaluji apryMEHTOBaHO 1 00jeKTHBHO aHanu3upalna npeomen
UCTPAJICUEAIbA-YTULIA] TIePOPaHO MPUMjEhEeHUX NPOOMOTHKA HA CAacTaB W E€H3MMCKY
AKTHBHOCT LIPHjeBHE MUKPOQIope KOj manujeHata o60/beuX o/l uH(paamaropHe 60o1ecT!
LpHjeBa, KA0 U yTHIIaj IPOOHOTHKA Ha MeTabonu3aM CyJidacanasyHa.
Hayunu yusb MCTPaKvBama je CTHLABE Ca3Hamba O HaBEJIEHOM MPOOJIeMy MCTpakKUBarba
Ha Gasu peneBaHTHe rpale, WITO je KaHAMAATKHbA ypaauia AeTa/bHUM OMucuma 110 caja
M3BEJEHNX MCTpaXKuBamba y OOJACTH MCIUTHUBAbAa 3Hauaja CH3UMCKE aKTHBHOCTH
upujeBHe Gope y MeTaboNi3My JIMjEeKOBa.
Veaxapajyhil rope HaBeleHe UMIbCHHLE, TNPOM3ALIN CYy yuwesu OOKMopcKe
oucepmayuje:
OCHOBHH LIUJBEBU HCTPAKMBAbA Cy OMIIHU:
WcnuraTd yTMLAj KpaTKOTpajHe M AYroTpajHe MepopaiHe NpuMjeHe NpoOHOTHKa Ha
CacTaB M €H3UMCKY aKTHUBHOCT L[pHjeBHE MUKPOGIIOpE, Kao ¥ YTULA] Ha O0MM pasrpaiibe
cyndacanasuHa y IpHjeBUMa U HACTAHAK HEIOBUX META0OIHTA.
BiMKu LMJbEBU UCTPAKUBaba Cy OMIH:

1. Wcrnwraté yTHuaj mpobuoTMka Ha Gpoj (exanHux GakTepuja Ipu acpoOHMM H

aHaepoOHUM YCIIOBUMA KyJITHBHCAMA

2. Wenwmratu ythnaj npoGHOTHKA Ha Gpoj GakTepHja y MyKycy 3uia LpHjeBa TpH
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aepoOHUM U aHaepOOHUM YCJIOBMMa KyJITHBHCAA
3. Hcnuratd yTHOaj nOpoOMOTHKA Ha  aKTUBHOCT — €H3WMa  a30peAyKrase,
HHUTpOpeayKTase, OeTa-riyKo3uaase u 6eta-riyKypoHuaase
4. Wcnuratu MetaGonusaM cyidacanasiua in vitro Ipu aepoOHUM U aHA€pOOHUM
YCJIOBUMA KYJITUBHCAA
5. HWcnurati merabonusaM cyidacanasiHa 7 vivo TpH aepoOHUM U aHaepOOHUM
YCIIOBUMA KYJITHBUCAA
6. TIOTBpAMTH MPHCYCTBO NMPOOHOTCKUX GaKTepHja y GeKaaTHoM campKajy
Ha ocHOBY mpoGJieMa, MpeAMeTa U LJbeBa UCTPAXKUBAbA , KA0 U MPETXOAHUX CIUIHUX
HCTpaXKMBama, MOCTAB/bEHA CY Xunomese ucmpadicugara Koje riace: 1. KparkorpajHa
nepopaNHa TpHuMjeHa NpOOHOTHKA yTHYe Ha CACTaB M eH3MMCKY aKTMBHOCT LIPU]CBHE
mukpodope, Te nopehapa oOuM pasrpaime cyidacanasuHa y upujesuma u rnosehasa
HACTaHAK HeroBux Meradonute 2. JlyrotpajHa nepopajiHa MpUMjeHa NPOOHOTUKA yTHYE
Ha cacTaB M EH3MMCKY aKTHBHOCT LiprjeBHE MUKpodiiope, Te nosehasa o6um pasrpaztbe

cyndacanasuna y upujeBuma u nopehasa HacTaHaK HETOBUX META0OIMTE.

IV 2.IIperyen npeTxoJHUX HCTPAKHBAKA

Ipezned penesanmmue numepamype Naje WHPY CIUKY TeMe JOKTOPCKE AMCEpTaLuje.
VBOAHM AMO ca MperjeaoM JUTepaType jacHO Aaje YBMA Yy TPEHyTHa Hay4dHa Ca3Hamba
Be3aHa 3a OakTepujcKy (Uiopy ILpHjeBa U HEHY EH3MMCKY AKTUBHOCT, MEXaHU3Me
HAacTaHKa MH(IaMaTopHe GOJECTH LPHjeBa, NPUMjeHy NMPOOUOTHKA M HUXOB YTULA] Ha
meTaGonu3aM nMjekoBa. [IpoGaBHM TPaKT YOBjeKa je KOJOHW30BAH BENMKMM Opojem
Pa3IMUMTHX MHKPOpraHM3ama, KOju 4YMHE KOMIUIGKCHY, OanaHcupaHy 3ajefiHdLy
MUKPOOPraHM3ama Koju Cy HOPMAJIHW CTAaHOBHHLM NMPOGABHOr TPaKTa, a 3HadajHu Cy 3a
dusnonorujy ucxpase nomahumHa u KoHTporny mmyHor cuctema [1,2,3]. Jlo mnojase
MOJEPHUX MOJIEKYJIAPHAX METO/a, KYJTHBALMjCKUM TeXHHKaMa Ce MpOLjermhuBalo aa
HOpMaJIHy L[pUjeBHY MUKPODIIOpY unHK 0KO 500 GakTepHjcKuX BpCTa, npu yemy je 30-40
JOMHHAHTHO. J[aHAC MOXKEMO YCITjellIHO MAeHTH(UKOBATH 1 KilacudrKoBaTH MHOro Behu
6poj MHKpOpOTaHH3aMa HEro paHuje Kaja Cy KOPUIITEHE HCKJbYUYHBO KYyJTUBALMjCKe
METOJIE, jep je YCTAHOBJLEHO 1A je jako BeNMKH Opoj OakTepyja HeKyITuBMOUaH [4,5].
CmMatpa ce J1a jeJHOM Hace/beHH MHUKpOpraHusmu, GpopMmupajy CBOjy 3aje/IHHUILLy, Koja y
HOPMaJHUM YCJIOBUMA OCTaje PEJATHBHO CTAOMIIHA TOKOM LIHMj€NOr KUBOTA MHIUBHIYE.
CBakM HOBOYHECEHM MHKpPOOPTaHM3aM TEIIKO MOXKe MCTUCHYTH Beh mocrojehe,
HaceJbeHe OaKTepHje NP YyeMy ce IpujeBHa (Jiopa cMaTpa €KBHBAJCHTOM OTHMCKa IPCTa

[6] a unHe je pesumeHTHe (CUMOMOHTH) M TposasHe Gakrepuje. CUMOHOHTH YCIIjEIIHO
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KOJIOHU3Yjy lLipHjeBa W YMHOXABajy C€ KOHTHHYMPAHO, 3a PasjuKy OJ MpOJa3sHUuX
faKkTepHja KojuMa TO YCIHjeBa caMO TOKOM Kpartkor BpemeHa. CUMOMOHTCKe OakTepuje
Cy ce, paay OcHUrypama OINCTaHKa y MPoOaBHOM TPAKTy, MPUIAro[usie aHTUMHUKPOOHUM
MexaHu3MuMa nomahuna. Cee Behu Opoj mojataka roBOpH y IPHUJION UYMELEHHLM Ja
CUMOMOHTCKM MHKPOOPTraHW3MK TOJACTUYY aHTHUMHKpOOHEe cucTeMe aomahuHa YuMe
PEryJIUIILY CONICTBEHH pacT U OpojHocT. Ha Taj HaunH oBe GakTepuje wTute AomahuHa,
jep OM HBHUXOBO HEKOHTPOJMCAHO YMHOXKaBame, 6e3 003upa WTO He nocjenyjy (dakrope
BUpYJICHIIMj€, MOTJIO JOBECTH JIO TMpoauparba OakTepuja y MHTECTUHAJIHO TKMBO WM 10
HEKOHTpOJIUCAHE  MMYHOJIOIIKE  peaKluje WHTEeCTUHAJHOr  TKMBA,  CHUCTEMCKE
6aktepujemuje u cence [7]. Ha ocHOBY mocanaimbux MCTpaXkuBamba, MOke ce pehu na
cacTaB KoJioHM3yjyhe ¢rope yTuue HaA MHIMBUAYAJIHE BapHjaLuje y HMYHHUTETY
nomahuna. CojeBu OakTepHja 3a Koje je MOKa3aHO Ja HMMajy KOPUCHE OCOOMHE 10
nomahuHa yrjaBHOM NMpUIanajy poiy Jiakrobauuiyca u 6upunodakTepuja, a ynpaso Ta
IBa poja ce Hajuelnhie u kopucTe Kao npobuotuiy. Hekn cojeBr umajy JoAaTHE KOPUCHE
acreKTe Kao IITO je CTHMYyJalldja UMYHOT OJArOBOpPa MU KOMIETUTHBHO MCKJbYUMBarbe
naroreHa [8]. EH3MMCKa aKTUBHOCT LpHjeBHUX OakTepuja je Beauka, a 003MpPOM Ha
Pa3HOJNMKOCT U Opoj MUKpOpOraHuszama, pasyMJbUB j€ CHa)kaH yTHLAj HA BPCTY U OOUM
MeTaboJIMUKUX Mpolieca, MoceOHO OHUX Be3aHUX 3a OuoTpaHcdopmalujy KCeHOOMOTHKA
[9,10,11,12,13]. VYnpkoc BeNMKOj pPa3HONMKOCTH OakTepuja y MNpoOABHOM TpPaKTy,
MeTaboJIMUKK TPOLleCcH Cy HajBehuM [ujesioM Be3aHW 3a penyKLUUjy M XHAPOJM3y, ca
ManioM (pakiujoM OJrOBOPHOM 3a LMjename, pasrpaiiy M peakuuje nosesubama. C
0031poM J1a je KOJIOH MO IipujeBa ca HajopojHUjoM (opoM, AaHac ce ynpaBo OH cMarTpa
MjecToM rjje ce ojBWja HajBuile Mmerabonnukux peakuuja [11]. bpojHa ucTpaxusama
yKasyjy na je upujeBHa ¢iopa yKbyueHa Yy nmaToreHesy ayTOMMyHHX OosectH, a Mehy
WbHUMa 1 'y uHpaamaTopHy 6onect upujesa [3,14,15,16,17].

3a ycTaHOBJbaBambe 3Hauaja LpujesHe ¢ope koa 6oaecTu nomyt uHIamaTopHe 60J1ecTH
[pHjeBa ce KOPUCTE UCITUTHBaba MeTaboinuke QpyHKirje upujesHe dope [18].

Van de Wiel ca capagHUIMa je Ha MOJEJTY aCTPOMHTECTHHAIHOI CUMYJIaTOpa J0Ka3ao
na upujeBHa (aopa ydecTByje y OWOAKTHUBALMjU MOJULMKIMYHUX apOMATHYHMX
YIJbOBOJIOHMKA U HMXOBOj TpaHC(HOpMALIUjU 0 CYNCTAHLM KOje MOKa3yjy €CTPOreHCKY
aktuBHOcT [12]. ¥V JOpyroM HCTpakuBamy j€ YOUEHO IOCTOjambe pasiuke Y
bapmakoIomKuM edeKkTHMa OpaHO YHECEHMX TPAIMIMOHAIHUX KUHECKHX JIMjEKOBa.
VCTaHOBJBEHO je Ja WHTEeCTUHAIHM OaKTepwjcku MeTabosiu3aM TMHCEHra, HoceOHO
ruHceHo3uaa P61 3aBucu ox cactaBa upujeHe diope [13]. OTKpUBEHO je Aa je eHjorena

M3JI0KEHOCT METHUIIMEPKYPY y JMPEKTOj 3aBUCHOCTH O] HEroBe eJIMMUHALMje, Koja ce
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onBuja Hajpehum jujesom mnpeko Qeueca [19]. YV apyrum cTyaujaMa je JoKazaHa
COCOGHOCT CMp3HYTHX IpHjeBHMX OakTepuja, MOceOHO jakToOamMia, n1a BEKY
KapuUMHOTeHe u3 XpaHe mnoceGHO adnatokcuH bl M KOHTAMMHAHTE XpaHe AF 2 [20].
Jlocazanma UCTPaXKUBama Cy Mokasana aa 6udunobakTepuje W JTAKTOGALMIHN, KOjU Ce
Hajuemhe 1 KOpUCTE Kao MPOOUOTHIIM, UMa]y HHCKY MPOU3BOAIGY CH3MMA 3HaYajHUX 34
MeTaGonm3aM KCEHOOMOTHKA Kao IITO Cy Aa30pellyKTasa, HMTpOpejyKrasa u Oera
IIyKypOHHIa3a, y OJHOCY Ha Jpyre riiaBHe aHaepobe y upujesuma [19]. CynpoTHO TOME
MOKa3yjy BHCOKY aKTMBHOCT Oera IIIyKO3naase Koja ToBehaBa MPOU3BOIY
(IABOHOM/ICKUX arIMKOHA KOjH HMajy TEeHOTOKCHYHE M aHTHKapLMHOICHE ocoOuHe.
Lactobacillus GG, Koju je W30J0BaH U3 MPOGABHOT TpaKTa 31paBe ocobe, Jjenyje TaKo
ITO CMarbyje aKTHBHOCT GeTa-IJIyKypoHuaase y by [21]. ¥V uctpaxuparby Ha 3ApaBUM
06poBOJbKaMa Koje cy KoHsymupane jorypt ca Lactobacillus GG, je yOoueHO CMarmbeHe
aKTHBHOCT (pekasHe Gera IIyKypOHMa3e, HUTPOPEAYKTa3e ¥ XUIpOnase INIMKOXOJIMYHE
KHCeNHHE, JIOK Ce aKTHBHOCT O€Ta IiyKO31a3e U ypease Huje 3Ha4ajHuje Mujemanal22].
HcTpakuBare MPOBEJCHO Ha MNalUjeHTHMa 000JbeTMM Of UPUTAOHITHOT KOJIOHA I
(yHKIMOHANHE Majepeje, a KOjH Cy TPETUTPAHHU Ca MjelIaBuHOM npoOUTHKA, je oKasana
nosehame akTHBHOCTU (pekasnHe OeTa ranakTo3ulas’e U CMambeHhe aKTMBHOCTH ypease
TOKOM npuMjeHe mpobuoTtuka [23]. CaBpeMeHH HAYMH KUBOTA noJapa3yMHjeBa CBe Matby
M3JI0KEHOCT MMKPOOPraHM3MHUMa Ofl PaHor [jeTUiCTBA LITO, cMarpa ce, noeehasa
NpeaUCHIO3UIK]y 3@ MOjaBy ajepruja, Belly MOIOKHOCT uHdeKyjaMa ¥ HacTaHak
uHdnamatopuux  obosbera [24].  [lpoGuoTuum  cy neUHUCAHU  Kao  HKUBU
MUKPOOPraHM3MH, KOJU TIPUMjEEeHH Y aleKBaTHUM KOJMYUHAMA UCIIOJ/baBajy MOBOJBHO
€jCTBO Ha JbYJCKO 3/paBibe. McnuTHBame [1jeloTBOPHOCTH MpoOUOTHKA Yy JHjeUerby
uHbeKLMja, HHPIAMATOPHUX U ATIEPTUjCKUX GONECTH j& NPEAMET MHOTHX HCTpaikHBatba
25,26,27,28,29]. Jeman o mpapaia HCTPAXHBAA BE3AHUX 3a JjEI0BAILE npoOHOTHKA je
W Tojauare JjeNoBama CTAHIApAHMX JIMjeKOBa KOjU Ce KOpUCTE y “H(]IaMATOPHO]
6onectu upujesa. To je XpoHuuHa, penancHa nHdramatopHa 60mect npoOaBHOI CUCTEMA,
ayTOMMYHE MpUpoje, Koja ce MaHudecTyje y BHAY YILUEPO3HOr KOIUTHCA H Kponose
Gonecti. HoBa McTpakuBama MMYHOJIOLIKE, MUKPOOHONIOIIKE U TEHETHYKE OCHOBE obe
dopMe GomecTd TOAYNMpY TpeHyTHO Bakehu wmogen GosecTu KOjU Kaxke Ja
un(aMaTopHa GONECT LpHjeBa MpeacTaBba 000bebe KOje HacTaje 360r mopemeheHor
ONrOBOpA L[PHjeBHO-MYKO3HOT MMYHOI CHCTEMa Ha aHTMICHE LPHjEBHMX KOMEH3a/a KO
FeHETCKH OCjeT/BUBMX 0c00a. 360r MOBE3aHOCTH 1IPH]EBHE MuKpodJIope 1 0Be 00JIECTH,
npoBojie ce GpojHe CTyauje ca NpoOuoTUIMMA. Y CITMYHOM MCTpaXuBamwy MPOBE/ICHOM

Ha NaLUjeHTHMa 050JbEIUM O/ PEYMAaTONHOT apTPUTHCA, a JIHjEUEHNX cyidacanazuHom,
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HCTOBPEMEHa KPaTKOTpajHa MpUMjeHa NPOOMOTHKA HMje JIOBENa HUTH A0 1o0osbluama
KJIMHMYKOT OJrOBOpA, HUTH je 3HAuajHO MpOMMjeHWIaa MeTabonuszam cyspacanasuHa
[30] uako je cTyauja MpoBeleHa Ha AHUMAIIHOM MOJENy MoKasana 3HayajHo nosehamwe
MetaGonmama cyndacanasuna [31]. Osakeu pe3yinTaTd HaM TOKasyjy Aa, pesyniTare
HCTPaXKKBak-a IPOBENEHNX HA KMBOTHEAMA HE MOXKEMO JIMPEKTHO NPEHUJETH Ha JbYIE,
Te [1a TIOCTOjU HeocnopHa noTpeda 3a crpoBohermeM 100p0 KOHTPOINUCAHUX KITMHUYKAX
WCIUTHBAaba Ha JbYAUMA.
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IV 3. lonpuHoc Te3e y pjeliaBamky H3y4YaBaHOT MpeMeTa HCTPAKUBAHA
BpojHa MCTpaKMBara UMYHOJIOLIKE, MUKPOOMOJIOIIKE U FEHETUIKE OCHOBE obje dopme
uHIaMaTopHe GONECTH PHjeBa MOAYNUPY TPEHYTHO Bakehu MOses GOIECTH KOjH Kake
7ia je To 06oJberbe Koje HacTaje 360r mopemeheHor 0AroBopa LpHjeBHO-MYKO3HOT UMYHOT
cHcTeMa Ha AaHTHIeHe LPUJeBHMX KOMEH3ala KOX TIGHETCKM OCjeT/bUBHX 0C00a.
Cyndacanasus je Jujek Koju ce KOPUCTH y Nijedery uHdnamatopHe 6oecti pujesa u
peyMaToMIHOT apTpuTHca. theroBa Mojsiekyna caapu 5-aMMHOCAIMUM/IHY KHCETHHY U
cyndarupuIMH  KOjU Cy BE3aHM a30 BEe30M, a KOja ce NPUMAapHO Lyjena Jje/loBameM
GakTepujcke azopeayKTase y Konony. CMaTpa ce aa je Cyndanipuiu aKTHBHI NIPUHLAT
NjeNOTBOpaH Yy pPEYMAaTOMJHOM —apTpUTHCy 300r CBOT  aHTHOAKTEepHjcKor —u
MIMYHOMOJLyJIAaTOPHOT JIGjCTBA, 0K jé 5-aMMHOCATMIMIHA KHCeIMHA AKTUBHK TIPUHLIMIL Y
uH(IAMaTOpHO] GoJNecTM lpujeBa. 3060r [OBE3AHOCTH LPHjeBHE MHKpodiope H
uH(amaTopHe GONECTH LpHjeBa, IpoBoje ce GPojHE CTyauje ca NpOoOHOTHLMMA. Jenan
0]l MpaBala MCTPAKUBAMHA BE3AHUX 3a JjeNoBare NPOOMOTHKA je U Mojayarbe JjenoBama
CTAaHJapIHUX JIMjEKOBa, MOMyT cyidacanasuHa, KOju ce KOpHUCTe Yy HH}IaMaTOPHO]
6oiecTu 1pHjeBa.
V [aHALIbOj, PeNeBaHTHO], HAYUYHOj JINTEPATYPH HE MOCTOje CBEOOYXBAaTHA HCIIUTHBAMA
3Hauaja LpUjeBHe MUKPOQIIOpe 3a MeTaGo/In3aM JIMjeKoBa W JPYruX KCeHOOMOTHKA KOZ
spynu.. C 063UpOM 1@ ce OBM pe3yJITaTi He MOTY HMPEKTHO NPEHHUjEeTH Ha JbYJE, MOCTOjU
notpe6a 3a crpoBoljereM J00PO KOHTPOIMCAHUX KIMHUYKUX CTIMTHBAKA Ha JbY AMMA.
TOKOM OBOT HCTPaXMBAH-a KaHMAATKMIbA j& MCTPAXHIA [a JH NepopanHa MpUMjeHa
NpOGHOTHKA yTHYE Ha CACTAB M EH3MMCKY aKTMBHOCT ILpHjeBHE MHKpOd/ope KO.
naryjeHara 060/beIMX 0/l MH(pamaropHe GOMECTH LpHjeBa, Kao M Ja Jii NPOOHOTHLM

yTudy Ha MeTabosu3aM cyidacanasuHa

IV 4. Hayynu ¥ nparMaTHYHH JONPHHOC AUCEpTalHje

Jlo caga Huje NyONMKOBAH pajl KOjH OBAKO CBEOOYXBATHO MCTpaxyje yTHULIA]
KOMOHHALMje NPOGMOTHKA Ha METAGONMYKY aKTUBHOCT LIpUjeBHE (IIope 1 meTaboIM3aM
cyndacanasuna. C OBUM je [aT 3HaYajaH HayuHU OONMPUHOC Oucepmayuje y UCTpaKuBatby
Kao ¥ Y LIMpelby 3HAa BE3aHMX 3a MeTabOIMUKe KananuTeTe upujeBHe diope u 3Hauaj
npobuotuka. IIpaemamauuan O0ONpuHOC —Oucepmayuje NojapasyMujeBa IOJU3abe
CBHjECTH JbeKapa O BaXKHOCTH MpeTo3HaBaba LprjeBHe Grope Kao BaXXHO MeTaboNIKor

OpraHa OJroBOPHOT 3a MeTaGoJM3aM JIHjeKoBa U APYTUX KCeHOOUOTHKA.
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V MATEPAJAJ U METOJI PAJTA

V 1. MaTtepujajl H KPUTEPHjyMH

MartepHjan-UCIMTAHUIM M METOAE paja Koju ¢y KopuiuheHe y OBOj JUcepTaluju ¢y
yekialjeHe ca MOCTaB/bEHNM LMJbEBUMA U pUKa3aHe Cy Ha neBeT cTpanuua. Kopuuiheru
MCTIMTAHMIM ¥ METOJ WCTPaXKUBama, KOjU Cy MPHMjEHeHH Yy OBOj JMCepTaLuju
oMoryhmnau cy yBHI Yy HCHUTHBaHY NpOOJEMATHKy W MpPYXHie OArOBOp Ha Hay4HU
npobiieM, OHOCHO MpEeAMET MWCIUTHBama. KcrmuTuBame je MPOBEIEHO  Kao
MOHOLCHTPUYHA, PaHIOMHM30BaHa, OTBOpEHa, KOHTponucana crynuja dase IV ca
napalelHAM TpynaMa y Tpajamy ofi 8 Hefjesba y KOjy je yK/bY4eHo 29 HOBOOGOJbETHX
oco0a.

VcrnuTanunu obojbeny of HHdaamatopHe OolecTH LpHjeBa Cy MOpand aa HCIyHE
cibenehe kpumepujyme 3a ykaoyuuearse y HCIIATUBALE:

-ITornvcad HHGOPMUCAHU NPUCTAHAK,

- J1o6 on 18-70 roguna

-K/IMHMYKYM MHAMKOBaHA N0 €HJOCKOIHja

-Enpockoncku notephena nudaamaTopHa 00NecT LpujeBa -HOBOTKPUBEHA
-[1aTOXKCTONOWKY MOTBpAjeHa uHIamaTopHa 6onecT LupujeBa

-AMOynaHTHH 00JIECHULIA

Kpumepujymu 3a ne yKayuugare UCHUMAHUKA y Cyoujy

- Crapoct ucnoj 18 ronuna

-[TceynomeMOpaHO3HU KOJIIUTHC

-TTo3uTHBaH Hajla3 CTONMUIE Ha MATOJIOIIKe OaKTepHje, ITbUBHILIE, MPOTO30€ WX NapasuTe
-ITocTojame MaJUTHOT 000JBbEHA

-IToctojame cpuane HHCY GULMjeHLM]E

-[TocTojare 6yOpexkHe MHCYDULIM]EHLIK]E

-TTocTojame HHCYDUIMjEHLH]E JeTpe

-Panuja anepruja uiy HEMOJHOLIE-E Cydacanasita

-Panuja ajepruja uiv HEMOJHOIIEHhE NMPOOHOTHKA

-Hcnuranuny ca MeraGonmdkoM Gosernhy

-Tpy[HHLE, I0jUbe W JKEHe Y TeHePAaTHBHOM NEPHOAY KOje He MPUMEHY)y aleKBaTHy
3allITUTY Of TpyAHOhe

-Uzpaxena anemuja ( E< 2.5 munmona Hgb< 70)

-[IprMjeHa CHCTEMCKUX KOPTUKOCTEpOr/a Ayxka o 10 1aHa y mpeTxojHa 2 Mjecena

-Cucrosau nputrcak Behu ox 160 mm Hg
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-Jlujactonuu nputrcak Behu o1 95 mm Hg

-Yuemfhe y ApyroM KJIMHMYKOM HCTIMTHBAkY Y IPETX0/Ha 3 Mjecera.

Kpumepujymu 3a uckmyuugarbe us cmyouje

V ciIyuajy akyTHe KOMILTMKALHje Wik noTpebe 3a Ouiio KOjoM KIMHUYKOM WUHTEPBEHIIN]OM
KOja 3axTjeBa JIOJaTHY Teparnujy

AKO ce pasBWIa Hexe/beHa peakuuja/morahaj, koja cama 1o ceOM  YCNOBJbaBa
WCKJbYUYHBAE U3 CTYAUj€

AKO je JIOIIO JI0 HETIOIITOBaba YCBOjEHOT I1aHa KIIMHMYKOT NCIIMTUBAA

Ha nuyH# 3aXTjeB UCTTUTaHUKA

OI[leKOM IrJIaBHOI HCIIMTUBavda

V 2. KpaTak yBUA Yy MeTOJ HCTPAKHBAIHA

WcnuthBaHa MomyjauMja je TMOJAMjeJbeHa y JBHje Tpymne; Tpymy Cyndacanazun
(cyndacanazus Tabnere 011 500 mg, Sulfasalazin, Krka) ca 14 ucnuranuka u rpymy
Cyndacanasun u npobuotuk (cyndacanazun tabnere ox 500 mg , Sulfasalazin, Krka u
npo6uotuk Normia, Jadran Galenski Laboratorij) ca 15 wncnuTanuka. ['pyna
Cyndacanasun je nujedena camo cyindacanasuHoM ToKoM 8 Hejjesba, a rpyna
Cyndacanasun ¥ npoGMOTHK je y3 cyndacanasun Tokom 8 Hexjesba nobujana u
npo6UOTHK TOKOM 4 Henjesbe. Y OBOj Ipynu Tepanuja ca npoGUOTHKOM je rouena 2
HeJljebe MoC/uje MoyeTKa Tepanyje cyidacanasuHoM, 1 Tpajana je 2 Hefesbe. Hakon Tora
je Tepanuja npoGUOTUKOM MPEKUHYTa TOKOM caujeziehie 2 Helelbe, 1a Ou ce MoTOM [OHOBO
YKJbyunIa W Tpajaja [0 HCTeKa WCIUTHBarba. KOHTPONHM MpErjelu HCIUTaHuKa Cy
BPLLCHM CBAaKe JBUje HEJljesbe, MPU UeMy Cy CaKyl/baHW Y30pLU CTONMLE U 24-4acOBHOT
ypuHa. Y30piu MyKyca 3uja LpWjeBa Cy y3eTd Mpu NPBOM €HAOCKONCKOM Mperiaeiy Te
[PU KOHTPONHO] €HJOCKONUjH, HAKOH 3aBpIIeTKa MCIuTHBaa. PalieHa je crannapina
MMKpOGHOJIONIKA KyJITUBALja LPHjeBHUX GaKTepuja u3 pexaaHor cajip)Kaja M LIpUjeBHOT
MyKyca Ha TLIOYaMa ca KPBHHM arapoM, y aepoOHHM M aHaepoOHHM YCIIOBMMA. bpoj
GakTepujcKux KoynoHWja je u3paxkeH kao log 10. EH3uMcka aKTHBHOCT L[PYjEBHUX
GakTepuja y (exaqHOM caapiajy (a3opeiyKrasa, HUTPOPENYKTasa, OeTa-rmyKo3uaasa,
Gera-rIyKypoHuaasa) je onpehupana crexrpooTomeTpujcku. Mjepere BpUjeTHOCTH
cyndacanasMHa W HEropux Merabomurta, cyldanvpuadHa U 5-aMHHOCANMLHAJIHE
KHCEJIMHA, HACTAIMX in vifro y (eKaHoj CYCTIEH3Uj! U U3 y30pKa 24-4acOBHOT ypHHa, je
BpiIeHO nmomohy ypehaja 3a TeuHy Xpomarorpadujy ca MaceHHM IETEKTOPOM (LC-MS).
Wnentudukaimja mpoGHOTCKUX GakTeprja y (ekalHoM canpiajy NalujeHara ce Bpiuia

PCR meToioM U eneKTpodope3oM Ha unnoBuma. CBe METOC UCTPAKUBAMLA KOPUILITEHE Y
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WCTIUTHBAA Cy adekeamue, maune u cagpemene umajyhu y Buay nocturiyha y oBoj
o0J1acTu UCTpaKMBamba.

IIpomjena y OJHOCY Ha IUIaH MCTPa)KMBamba KOjU je JaT MPUJIMKOM IpUjaBe JOKTOPCKE
Te3e HUje OUIOo.

CBU ucnumueanu napamempu, OCAM OHHX KOjU ce OfHOce Ha oppehuBamwe Opoja
HakTepuja U3 y30pKa MyKyca 3ua KOJOHA IITO je KaHAWAATKUIba JeTa/bHO objacHmia y
JHjeny TUCKYCH]ja, Oajy 0060.bHO elleMeHama KOJU YAHE OBO UCTPAKUBALE KBATIUTETHUM.
Cmamucmuyka obpaoa nooamaxa je 6una aaekparHa. CBU pe3ysTaTu Cy NPeACTaB/bEHN
TabeTapHuM MpUKa3oM u/uiu rpaduukd. KBanuratuBHM mojaly ¢y npukasaHu kpos 6poj
10jaBa U NMPOLEHTYaJIHY 3aCTYIJbEHOCT. 3a NPUKa3 KBAHTUTATUBHUX TOAATaKa KOPUIITEHH
Cy MoKa3aTeJbu [ECKPUNTHBHE CTaTUCTUKE (OpOj MCNMTAHMKA, apUTMETHYKA CPEAMHa,
CTaHJapJHa JeBUjalMja, CTaHJapHa Ipellka apuTMETHUKe cpeanHe, 95%-THU UHTEpBa
TMOBjepeba 32 ApUTMETHUKY CpeUHY, eKCTPEMHE BPHjEeJHOCTH, KBAPTUIIM U MEJ/IHjaHa).
HopmanHocT pacnogjene kox mnocMaTpaHux o0uibexja je TtectupaHa Konmoropos-
CMHpPHOB-MM TECTOM HOPMAJIHOCTH. 3a ymopelhuBame CpeimbHX BPEAHOCTH OOUIbEXja
npemMa MCMUTUBAHO] rpynu KopuuteH je ANOVA Ttect 3a moHaBsbajyha Mjepewa (ako
nocMatpaHa o0uJbeKja UMajy HOPMaJHy pacrojjeny), Te HenapaMmerapcku Friedman -0B
TECT 3a BMIUE HE3aBUCHUX Yy30paka (ako nocMaTpaHa OOMJbeXkja HeMajy HOpPMajHy
pacrniogjeny). YV ciyudajeBuMa kaaa je nomohy ANOVA tecta 3a noHassbajyha mjepema
MoKa3aHa CTATUCTUYKH 3HAa4YajHa pasjvKa y CpelbuM BpHjeHOCTUMA 0Ousbexja, paheH je
U Student-oB t TecT 3a He3aBUCHE y30pKe pajau ynopehuBama CpelmuX BpUjeIHOCTH
o0nJbeKja 3a cBaka Ba Mjepemwa. Y ciayuajeBuma kaaa je nomohy Friedman -oBor TecTa 3a
BMLIE HE3aBUCHUX Yy30paka [OKa3aHa CTAaTUCTHYKM 3HauyajHa pasjidka y CpPeAmUM
BpujeaHocTuMa oOuibexja, paher je u Mann-Whitney U TecT 3a ABa HE3aBHUCHA Y30pKa
paau ynopehuBama cpelmUX BpHjeHOCTH OOMIbEXKja 3a cBaka JBa Mjepewa. Kon
KopulITea Student -0oBOr t TecTa 3a HE3aBUCHE Y30pKE, 3HAYajHOCT pa3MKe Y
BapMjaHcaMa rmocMaTpaHuX oOMJbeXKja TecTupana je F Tectom. 3a ynopehusamwe cpeawux
BPHMjE€JHOCTH MOCMaTpaHUX OOMJbEXKja Ha Pa3IMYUTHM KOHTpOJaMa KOpUILUTEH je Student
-0B t TECT 3a ymapeHe y30pke (ako rmocmarpaHa o0MJbeKja UMajy HOPMaJHy pacnopjeny),
OJIHOCHO Hemapamertapcku Wilcoxon- oB W TecT (ako mocMaTpaHa OOMJbEKja HeMajy
HOpMaJTHy pacrofjeny). 3a yTBphuBame CTereHa MoBe3aHOCTH (Kopesaliuje) pazinuuTuX
obubexKja KopulITeHa je Spearman-oBa HemapameTapcka kopenauuja (y oBUM Tabenama r
O3HayaBa KOe(UIMjeHT T[OBE3aHOCTH WM KOpenaldje, a p O3HauaBa 3HA4YajHOCT
Kopenanuje). Kao ctaTucTiuky 3HaYajHe y3uMaHe cy BpHjeIHOCTH Y kojuma je p< 0.05.

3a CTaTHCTHYKY aHaju3y, Te TabejqapHe W rpaduuke MpHKase pesyarara KOPHIITEH je
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cwenehu codreep: IBM SPPS Statistics 21.0; MS Office Word 2010 n MS Office Excell
2010.

Ananusupajyhu obpaljeHn Matepujajl, ONUCaHe METOAE M marepujal UCTpaKuBama, a
uMajyhl y BHAy Jocajalima HMCKycTBa M Jocturiyha 'y 0BOj 00JacTH KOMHMCH]ja
KOHCTaTyje la Cy MpHMjemheHe METoJe aJieKBaTHEe, a UCIUTHBAHW MapaMeTpu JOBOJEHO

obpaljerr 1 00jeKTUBHO TyMaueHH.

VI PE3YJITATHU 1 HAYUYHU JIONPUHOC HCTPAKUBAIbA

VI 1.Pe3yjTaTn HCTPpaKUBaba

JlOGHjeHH pe3y/ITaTH OBe IOKTOPCKE AUcepTaluje Cy NpUKasaHu Ha 82 cTpaHuue y Jjeny
pesyartat u jom 50 crpanuua y aujeny [Ipunosu. AHaIM3UpaHu Cy Kpo3 JIMCKYyCHjy Ha
JeceT cTpaHula. Y Jujeny UCTpakuBama y KOjeM Ce MCIMTHBANA eH3UMCKA AKMUGHOCH!
exanne @rope, KaHIUIATKAIbA j€ JoLITa 10 cpenehux pesyarara: AKTHBHOCT
azopeTyKTase Npy acpOOHUM YCIOBUMA KyITUBUCALA J© CTATUCTUUKH 3HAuYajHO omnajaia y
obe excrnepumenTtanHe rpyne. IIpn aHaepoOHMM yclIOBMMa KyJlTHBHCAatba CTATUCTHHKH
3HayajaH Maj aKTHBHOCTH a30pejiyKrase je moctojao camo y rpymu Cymbacanasun u
MpoGHOTHK. AKTMBHOCT HUTPOPEAyKTa3e je CTATHCTMYKM 3HA4ajHO pacya, y OJHOCY Ha
BPUjEHOCTH TMpHje IMOYeTKa JHjeuera, y O00e WCIUTHBAHe TIpyne W Ipu oba
KyJITHBALMjCKa yciioBa. Y TpyIiy JikjedeHoj KoMOuHaujoM cyidacanasita u npoOHOTHKA
je [OMIO [0 YOUJbMBOT Naj| aKTHBHOCTH HHTPOPEYKTa3e HAKOH 2-CenMU1HE npUMjeHe
NpoGHOTHKA. AKTHBHOCT GeTa-TiyKo3u/ase 1 GeTa-TiyKypoHuzase je najana y onHocy Ha
BpHjeJHOCTM TIpHje TIOYeTKa nujedera, y o00e HCIuTHBaHe rpyme H IpH oba
KyJITMBALMjCKa yCJIOBa, IPH YeMy je KOJI MalujeHara Koju ¢y J00ujany U MpoOMOTUKE Maj
GeTa-rIyKypoHuaase GMO ¥ CTATUCTHYKM 3HauajaH. AKTHBHOCT o0a oBa eH3uma je Ouna
eha y rpynu cyndacanasu vs. cyidacanasus 1 npoGUOTUK. Y Jjety MCTpaxuparma y
KOjeM ce MCTIUTHBAO 0poj 6akmepuja y (exaniom caopicajy, KaHIMIaTKuba je mowuna 10
cipenehux pesynrata: [pumjena cyindacanasuna HUje J10Besia A0 CTATUCTHYKH 3HauajHe
npomjeHe Opoja (ekanHux GaKTepHja HA TpU aCpOOHUM HUTH aHaepoOHUM YCIIOBHMA
KyJITHBHCAIba, Majia je OMO MPHCYTaH TPeHa pacta Gpoja fakTepuja y OJHOCY Ha MOYETHE
BpujenHoctd. Hu npumjena komGuHaimje cysidacanasuta u mpoOHOTHKA HUje J0Bena JI0
CTATMCTUYKHM 3HaYajHe NpoMjeHe 6poja pekanHux Gakrepuja. Uy oBoj eKCIIEpUMEHTAJTHO]
IpyNy MpH aepoGHUM YCIOBMMa KyNTHBHCaba Opoj fakTepuja je pacrao, aju je IpH
aHaepOOHMM yCJIOBMMa KyJiTHBHCama Opoj Oakrtepuja omajao y OIHOCY Ha TOYCTHE
BpHjeHOCTH. YV JIMjeNly NCTpaKuBama y KojeM ce HCIUTUBAO Opoj bakmepuja y ypujeeHom

MYKycy KaHOUOATKUbba je 3aKJby4dmniia Ja OBE€ peE3y/ITaTe HE MOXK€ cMaTpaTtd BaJIUIHHUM
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360r TEXHUYKHMX MambKaBOCTH Y pajy KOju Ce HHCY ycrjeau npeBa3uhu, Tako 1a HUCY HH
YBpIITEHH y JucepTauujy. Y J[djeny HCTpaxuBama y KojeM cy ce oapehusanu
cyngacanasun u rwe206u mMemaboIumu uzLyYeHu y ypuHy, KaHIWJaTKHiba je JOLuIa 10
cibeiehux pesynrara: Konuuusa cyndacanasvHa H3IydeHOr Yy YPUHY HHUje MOKasania
CTATUCTUYKHM 3HAYajHy IPOMjeHy HUTH Yy jeJJHOj MCIIUTHBAHO] IPYIH, HUTH u3Mehy rpyna.
Hu xonuumuHa MeraGonuta cyndanvpuivHa ce HHje CTATUCTHYKU 3HA4YajHO MHjembaa
HUTH y jeJIHOj OJ1 I'pyIa, UaKo je y rpynu cyidacanasut U mpoOUOTHK NMPUCYTaH Oiar naj
Ha KOHTpOJaMa IMPOBENEHUM TOCHHje 2-CeJMUYHOr AaBamba npoOuoTvka. KonnuurHe
MeTab0JIMTa MecanaszuHa Takohe HUCY MoKasaje CTATUCTMUKU 3HA4yajHe NPOMjEHE HUTH Yy
jeHOj rpynyu WCIMTaHWKa, ajd Cy My BpHjeJHOCTH y cyiadacanasuH rpynd pacie y
OJHOCY Ha TMOYeTHe BPUjelHOCTH, JOK Cy My KOJ HCIHTaHUKA TPETHPAHUX
cyadacanasiHOM W MPOOMOTHIIMMA BPHUjEAHOCTH omajane. Y [HjeNly UCTpaxuBama y
KOjeM Cy ce oapehuBaiu cyiacanazun u we2osu Memadonumu y Qexaniom caopicajy-in
vitro memabonuzam, KaHIWIaTKUba je jpouia jao cibeaehux pesynrara: KonuuuHa
cyadacanasiHa U3MjepPEHOr y y30pKy (dereca y obe eKcrepuMeHTallHe TPyIe je nokasala
TpeHa omajama. KonnuumHa Merabonurta cyndanupuauHa KOA HWCIMTAHWKA y TPYNH
cyndacanasul je pacia, JOK y IpyId JIMjedeHoj cyadacanasviHoM U MPOOUOTHKOM HHje
JOLIO O CTaTUCTHYKH 3HauajHUX npomjeHa. KonauuuHa mertabonura MecallasvMHa, KOJ
nanyjeHaTa JMjedyeHnx camo cyidacana3duHOM Ce HHje 3HauyajHO MHjerana, a y rpyru
nujedenoj cysdacanasduHoM U POOGHOTHKOM je oraia y OJHOCY Ha NMOYETHE BPH)EIHOCTH.
V nujeny UCTpaXkuBama y KOjeM ce BpIIIa uoeHmu@urayuja npoouomekux oaxmepuja y
gexanom cadpocajy, KaHAMIATKUbA je goua Ao cibeaehux pesynrara: [lponasxa
KoJoHM3anuja ca Bifidobacterium BBI2 je motBpheHa kon 22% WCNUTUBAHUX Yy30paKa,
npu 4eMy je youwbuBO nosehare Gpoja MO3MTHBHHX Y30paka Ha KOHTpoJjama Koje Cy
caujenuie nocimje 2-ceIMUUHE NpUMjeHe MpoOuoTHKa. 3a pasnuky on Bifidobacterium
BBI2, Lactobacillus rhamnosus LGG uuje nokasana npoJia3Hy KOJOHU3aLH]jy NpoGaBHOr
TpakTa.

VI 2. KpUTHYHOCT M KOPEKTHOCT TyMe4Yerha pe3y/aTara

Pesynratu MCTpaXkKMBara Cy NpUKa3aHu Ha nperienaH HauuH. OHHU Cy jacHO U O0jEKTMBHO
TyMauyeHW, a KaHAMJAaTKMIba je MoKasaia O0jeKTWBaH W KPUTHYAaH CTaB y TMpOLjEeHH
pesyarara, noceGHO y Jujeny KOju ce OAHOCH Ha KOMMNapalujy ca pesy/iTaTiMa CJIUYHHUX
WCTpakMBama. JUCKycHja pesyirara Mokasyje [a je KaHAMJaTakuma CrocobHa na
NPUKYNH, 00paay, NPE3EHTYje pe3ysiTarte Ha BpJIO Mperieiad HauklH, Kao ¥ J1a Ha jacaH
cBeoOyXBaTaH Ha4yWMH pa3Marpa MpHKazaHe pe3y/raTe W YNOpeAd WX ca JUTepaTYypPHUM

rnogauuMa.
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VI 3. Teopujcku W NPAKTHYHH JONPHHOC HHCEpTANMje H HOBH HMCTPAKHBAYKH
3aganu

OcHosHu meopujcku donpunoc oucepmayuje je creoehu.

OBa JJOKTOpPCKa JUcepTallyja npoumupyje nocrojeha 3Hama 0 yTulajy npoGHOTHKA Ha opoj
¥ MeTaGOoNIMUKy aKTMBHOCTH LIPUjeBHMX OakTepHja KoJ o00JbeauX Of MHagiamMaTopHe
GonecTH LpujeBa. AHANM3MpaHa je CH3MMCKAa aKTUBHOCT LpMjeBHE ¢iope u YTHULIQ]
NpOGMOTHKA Ha Y. YOUEHO je MPpOOHOTHLM MHjEba]y aKTUBHOCT UCTIMTUBAHMX CH3UMA,
anu fia Ta MPOMjeHa He yTHue Ha MeTabonu3am cyidacanasuna HUTH Ha Opoj deKanHux
6akrepuja. Takolje je youeHo Ja je o MjelaBue GakTepuja JaTnx y oG/IuKy npoOHOTHKA,
camo Bifidobacterium BBI2 noxasana nposasHy KOJOHH3aUMjy LpHjeBa HCIIMTaHUKA N0K
Lactobacillus rhamnosus LGG nuje nokasasa nponazHy KOJIOHU3aUu]jy MpoOaBHOTr TPAKTa.
OcHOBHU NPaKMUYHU OONPUHOC Oucepmayuje je croeoehu:

OBa JOKTOpCKAa [McepTaluja CBOjUM INpPEAMETOM M MPOOIeMATHKOM HMCTPAKMBAMLA,
yKasyje Ha Moryhy mnpumjeHy npoOMOTHKa NpHje CBera Kao MOJYJaropa €H3MMCKe
akTuBHOCTH lupujeBHe ¢uope. C o63upoM Ja je BehuHa JocajalllbUX CasHama O
MeTaboIMYKO] aKTMBHOCTH LipHjeBHE (utope 100ujeHa, YTIaBHOM UCTpaKUBambUMa Koja ce
MPOBOJE Ha JKMBOTHI-AMa W Ha in Vitro MojeaMMa NMpoOaBHOI CHCTEMA, a MHOTO pjebe
KJIMHAYKAM MCTPAKUBABUMA YMHU OBO HCTPAXKUBAFE jOII IPATOLjEHH]HM.

Ocrosnu npasyu 0amux UCHPANCUBAILA.

PesynTatu oBe AucepTaluje Aajy OArOBOPEe Ha NOCTABJHEHHM MPOGIIeM HCTPAKUBAIA, AT U
yKa3yje Ha HapeJHe MpaBle HCTpaxuBama. CBaKako je jefaH o[ Mpaalla UCTPAKMBAIA
YCTAHOBJBABAE ONTHUMAIIHE METOJE Y30PKOBamba LPHjeBHUX GakTepuja Koje HacesbaBajy

JlyMHHAJIHM CJI0j MyKyca LIpHjeBa, a IOTOM U OfipehuBame BHUX0BE SH3UMCKA aKTUBHOCT.
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VII 3BAKJbYYAK U ITPHJEJIOT

Jloktopcka naucepTauuja mp ci. Harame Crojakosuh moJ Ha3uBOM “VTunaj
npoGuoTHKa Ha MeTabonu3aMm cyndacanazina y 000/beNHX ol uHpaamaTopHe 60seCTH
npujesa“ m3paliena je y ckimagy ca oOpasNOKEmeM Koje je KaHIuuaT MPUIOKHO
NpUINKOM TIpHjBe Teme. JIOKTOpcka aucepTaiyja ypaheHa je mpema npapuimma u
MPUHIUIIMA HAYYHO-UCTPAXKUBAUKOT paja U Pe3yNTar je OPUrHHATHOT Hay4HOT paja
KaHaMaaTa. PesynTaTé HCTpakuBama jacHo Hamehy 3aKibyyak ja MpoOHOTHLIM YTHY
Ha €H3MMCKY aKTHBHOCT LpHjeBHE (ope.

[Topen Tora KaHJUATKHEGA j€ TIPEUM3HO M JIOTMYKM aHAIM3Mpana MPeJIOKeHy TEMy
UCTpaKMBama W JOBeNa MOJATKE y Be3y Ca IOCTaB/bEHOM XHIOTE30M. Takobe,
KaHAUATKUIa je TeMy OBe AMCEepTalyje, Kpo3 jaCHO M KOHLM3HO IHCambe yInHUIA
VHTEPECAHTHOM W KOPHCHOM M 3a HMCTpaXuBaie M 3a MNpaKTHiape. Juceprauuja
NPE/CTABIbA OPUTHHAIHM JIONPUHOC (apMaKONOTWju W MENMLMHCKO) Hayly, jep
npowmpyje nocrojeha 3Hawa 0 NpoOUOTHIMMA U MeTab0IMYKO] aKTMBHOCTH LIPHjEBHE
¢ope.

Unanosu Komucuje, Ha OCHOBY YKyIHE OL{jeHe JOKTOPCKE JMCEPTallje jeJHOrIACHO
73]y TIO3UTHBHY OLjeHy O 3aBPLICHOj JOKTOPCKOj AMCEPTALlijy MO HA3UBOM: “Vruuaj
npoGHoTHKa Ha MeTabosm3am cyidacanasina y 060/bennx of HHdIamaTopHe 6onectu
upujesa mp cu. Harame CrojakoBuh u npennaie una€oBuma HacraBHO-HayqHOT
Bujeha Memuumackor Qaxynrera Vuusepsuteta y bawoj Jlynu u Cenary
Vuusepsutera y bamwoj Jlyuu na npuxsare opaj Mssjemraj u omoryhe kanauzary ja

CBOjy JIOKTOPCKY JUcCepTalujy jaBHO OpaHHu.

NOTIHNC YWIAHOBA KOMHUCHUJE
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