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MEHANIZMI PROBIOTI(:JNEGA DELOVANJA IZBRANIH LAKTOBACILOV
CLOVESKEGA IN ZIVALSKEGA IZVORA

IZVLE CEK

Klju éne besede: probiotiki-analize; Lactobacillus-fiziologija-imunologija; Escherichia
coli-imunologija; bakterijska adhezija-fiziologija;érevesna sluznica-mikrobiologija;
modeli, bioloski;

Probiotiéne kulture imajo dolgo zgodovino varne uporabe ghpani ljudi, dodajajo pa jih tudi krmnim
meSanicam za Zivali. Raziskave kazejo, da ima psakiotiéni sev specifien n&in delovanja. Poleg seva
¢loveSkega izvord. gasseri K7, ¢igar probioténe lastnosti so poznane iz prejsnjih raziskav, srtestihin
vitro preskusili Se 12 izolatov iz odstavljenih pt&&v, ki so bili izbrani na podlagi dobrega
protibakterijskega delovanja proti nekaterim potaimp patogenim bakterijskim vrstam. Pet zanimiivejs
sevov, ki smo jih izbrali za testiranja prezivetjaimuliranih pogojih prebavil (K7, 2/25, 12/26,/28, 4/26),

je pokazalo zadovoljivo odpornost proti nizkim vmedtim pH in Zalu. Sevi so se razio vezali na celice
Caco-2 (0,6-13,4-odstotna vezava) drevesno sluzéloveSkega (0,4-49-odstotna vezava) ali zZivalskega
izvora (0,3-27-odstotna vezava), pEéemer u@inkovitost vezave ni bila pogojena z izvorom seva
(¢loveski/zivalski), niti ni bila v povezavi s hidmiinostjo. Vezava posameznega sevane@esno sluz,
pridobljeno iz razkinih delovérevesja pradev, se ni razlikovala. V testih tekmovanja za agbeza sluz
¢loveSkega in Zivalskega izvora $tagasseri K7 in L. crispatus/amylovorus 4/26 odstopala od ostalih testnih
sevov po inhibiciji adhezij&. coli in S aureus. Rezultati poskusov na makrofagni ¢aii liniji THP-1 so
pokazali, da testni sevi laktobacilov (seva K7,64t@r trije refereéni sevi) vplivajo na citokinski odziv. Ob
sasasni stimulaciji z lipopolisaharidi so testni semanjSali koncentracijo provnetnih citokinov IL48;6 in
TNF, kar kaZe na njihovo sposobnost protivnetnegavéinja. V Studijin vivo na miSih seva C57BL/6J smo
ugotovili, daL. gasseri K7 (Rif") preZivi prehod skozi prebavila, jih &@sno naseli in je varen za uporabo.
Poleg tega stimulira prirojeni imunski sistem gmdji, kar je razvidno iz po¢anja povrsine limfatinega
tkiva vitega in te€egacrevesa in dviga tkivne koncentracije IgA-pozitivrablic v sluznici vitegarevesa.
Vpliv E. coli O157:H7 se je odrazil v stanjSani sluznici kolopayeani povrsini limfaténega tkiva vitega
¢revesa in povanju tkivne koncentracije IgM-pozitivnih celic vugnici vitegacrevesa. Vse to je bilo v
kombinaciji z delovanjem K7 (Ri)f Se izrazitejSe. Rezultati raziskave kaZejo nadtoso pri probiotinem
ucinkovaniju testnih laktobacilov vpleteni naslednjetmanizmi: kompetitivno izkljgevanje z inhibitornimi
metabolénimi produkti, oviranje adhezije patogenih bakterd ¢revesno sluz ter vpliv na imunski odziv
gostitelja. Podatki, ki smo jih pridobili v poskhsin vitro in Studiji in vivo, predstavljajo dobro osnovo za
nadaljnje klinEne raziskave in so nas pripeljali korak blizje kvwaju probioténega proizvoda za ljudi in

Zivali, z dobro poznanimi funkcionalnimginki.
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MECHANISMS OF PROBIOTIC ACTION OF SELECTED LACTOBACLI OF
HUMAN AND ANIMAL ORIGIN

ABSTRACT

Key words: Probiotics-analysid;actobacillus-physiology-immunologyEscherichia coli-
immunology; bacterial adhesion-physiology; intestimucosa-microbiology; models,
biological,

Probiotic cultures have a long history of safe uséuman and animal consumption. Research
shows that every probiotic strain exhibits a specifode of action. Apart from. gasseri K7, with

well known probiotic properties, 12 porcine isofateere chosen for furthém vitro studies on the
basis of their antimicrobial activity against camtpathogens. Five strains (K7, 2/25, 12/26, 14/26,
4/26) showed good resistance against low pH ared Bile strains tested showed variable adhesion
to Caco-2 cells (0.6-13.4 %) and human (0.4-49 A6l orcine (0.3-27 %) mucus. The origin of
the strain (human/porcine) did not affect the lewd#l adhesion and no correlation with
hydrophobicity was observed. There were no diffeesnin the adhesion of selected strains to
mucus obtained from different parts of porcine stitee. In further adhesion studiesgasseri K7
andL. crispatus/amylovorus 4/26 showed superior ability to compete wihcoli andS. aureus.
Tests employing the well established THP-1 cek Irevealed the ability of selected strains (K7,
4/24 and three referential strains) to elicit amiume response, which was evident in production of
cytokines. Furthermore, down-regulation of inflantomg cytokines (IL-8, IL-6 and TNF) after
stimulation of THP-1 cells with LPS speaks for @anflammatory properties of the strains tested.
Our in vivo study on C57BL/6J mice confirmed thiat gasseri K7 (Rif") survives the passage
through the gastrointestinal tract and at leastsiemtly colonizes the intestine. As it showed no
detrimental effects, we can conclude that it i® $af consumption. Effect on innate immunity was
observed, as application of K7 (Rifesulted in proliferation of ileal and jejunahiphatic tissue
and in increased production of IgA in the ileum.phgation of E. coli O157:H7 resulted in
thinning of the colon mucosa and an increase irphyatic tissue in the ileum. It also triggered an
increase in positive IgM cells in the ileum whiclsveven more pronounced in the presence of K7
(Rif"). Our research shows that probiotic action of $hins tested is dependent on various
mechanisms including competitive inhibition withhibitory metabolic products, competitive
inhibition in adhesion of pathogens to intestinalcos as well as stimulation of the immune
response. Data obtained in aurvitro andin vivo studies represents a good basis for further
clinical studies and has brought us a step furihghe development of a probiotic product for

human and animal consumption with well known fubietil effects for the consumer.
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ATCC
B
BD CBA

BF

BHI
BLIS
BSA
Caco-2
CFU (KE)
CnBP
COo,
DC
DMEM
DNA
EDTA
EF-Tu
EMP
FACS
FAE
FAO
FBS
FITC
G-CSF
GM-CSF

GRAS
HH

lg

IFN
IKK

IL

KE

K7

K7 (rif")
L

LF

LF bac
LPS
LRR
LTA
MapA
MIC
MKB
MRS
Mub
NCDO

NF-«B
NK
NO
PAMP

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

American Type Culture Collection (AmeriSkarkha tipskih kultur)
Bifidobacterium

Beckton Dickinskon Cytometric Bead Arrayqt®m za merjenje
koncentracije citokinov z metodo pr&te citometrije)

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Brain Heart Infusion, goji& zaS. aureus in E.coli

Bacteriocin-like substance (bakteriocinom pbda substanca)

Bovine serum albumin (goveji serumski albumin)
¢loveske epitelijske celice adenokarcinoma kolona

colony forming unit (kolonijska enota)

collagen binding protein (protein, ki veZzddgen)

ogljikov dioksid

dendritska celica

Dulbecco's modified Eagle's medium (Eaglogdip modificiran po Dullbeccu)
deoksirobonukleinska kislina

etilendiaminotetraocetna kislina

elongation factor Tu (elongacijski faktor)Tu
Embden-Meyerhof-Parnas-ova pot

fluorescent activated cell sorterc@walec fluorescemo oznaenih celic)
follicle-associated epithelium (s folikli pazan epitelij)

Food and Agriculture organization (Organiza@g kmetijstvo in prehrano)
fetal bovine serum (plodov serum goveda)

Fluorescein izotiocianat

Granulocyte colony stimulating factor (faktirspodbuja razvoj granulocitnih kolonij)
Granulocyte-macrophage colony stimulatirgdia(faktor, ki spodbuja razvoj
granulocitnih in makrofagnih kolonij)

generally regarded as safe (na sploSno prizkanvarne)

HEPES Hanks (Hanksova solna raztopina)

imunoglobulin (A, D, E, G, M)

interferon
| kB serinska kinaza
interlevkin

kolonijska enota

Lactobacillus gasseri K7

proti rifampicinu odporen sedvactobacillus gasseri K7

Lactobacillus

Lactobacillus gasseri LF221

mutanta sevaactobacillus gasseri LF221, ki ne proizvaja bakteriocinov
lipopolisaharid

leucin rich repeat (ponovitve bogate z levamo
lipoteihojska kislina

mucus adhesion-promoting protein (proteirspodbuja adhezijo na sluz)
minimal inhibitory concentration (minimalnahibitorna koncentracija)
mle¢nokislinske bakterije

goji€e De Man, Rogosa, Sharp za laktobacile

mucus-binding protein (protein, ki omageezavo na sluz)

National Collection of Dairy organisms, Reagitngland (Nacionalna zbirka mlekarskih
organizmov, Reading, Anglija)

nuclear factor kappa B (transkripcijski fakt@plpa B)

natural killer cell (naravna celica ubijalka)

dusikov oksid

pathogen associated molecular patterns (ardkge determinante patogenih
mikroorganizmov)
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PCR
PBMC
PBS
PE
PMA
PP
PRR

RAPD
rRNA
rpm
RPMI

SCFA
SCS

THP-1
TIR
TLR
TNF
tRNA
TS
TTSS
WHO

veriZzna polimerazna reakcija

peripheral blood mononuclear cells (mononaikie celice periferne krvi)
phosphate buffered saline (fosfatni pufer €INa

phycoerithrin

Phorbol 12-myristate 13-acetate

Peyerjeva pléa

pattern recognition receptors (receptorjirzgp@znavanje spedifiih antigenskih
determinant)

Random Amplification of Polymorphic DNA (n@ktna amplifikacija polimorfne DNA)
ribosomska RNA

rounds per minute (Stevilo obratov v minuti)

Roswell Park Memorial Institute growth medidon THP-1 cell line (RPMI rastni medij za
celice THP-1)

short chain fatty acids (kratko-verizne twdhe kisline)

spent culture supernatant (supernatant bgkeekulture)

oznaka za celico T pomagalko (H od angl. helper)

¢loveSka makrofagna ceéha linija

Toll/IL-1 receptorska domena

Toll-like receptor (Toll-u podobni receptor)

tumor necrosis factor (dejavnik tumorske nekjo

transfer RNA (prenaSalna RNA)

oznaka za T supresorsko celico

type 11l secretion system (sekrecijski sistgra Ill)

World Health Organization (Svetovna zdravstverganizacija)
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1 UuvoD

Pod izrazom probiotiki razumemo Zive mikroorganizrke zauziti v zadostni katini
pozitivno vplivajo na zdravje gostitella (Guarnen iSchaafsma, 1998). Odkritje
probiotikov seze v z@tek dvajsetega stoletja, ko je Elie Metchnikoffotayil, da
bolgarski kmetje, ki redno uzivajo fermentirane &nke izdelke, predvsem jogurt, Zivijo
dlje. Seveda pa nikoli ni dovolj le poznavanje tlggsda je za nas nekaj dobro, zanima nas
tudi mehanizem in princip delovanja. Tako so séelmizrpne in dolgotrajne raziskave,
usmerjene k odkrivanju sestaveevesne mikrobiote in njenih #glastnih vplivov na
organizem. Ugotovili so, da jedrevesju priblizno 400 razinih vrst mikroorganizmov, po
novejSih podatkih pa celdez 1000, od katerih jih 30 do 40 predstavlija 99taétev
populacije. Poleg pozitivhega vpliva geevesno mikrobioto in na splosno zdravstveno
stanje, probiotiki lahko varujejo organizem predibizami, pomagajo pri prebavi ljudem z
laktozno intoleranco, zmanjSujejo nivo holesteral&rvi in stimulirajo imunski sistem
(Agrawal, 2005). Vpliv probiotinin mikroorganizmov je spec#en za sev, tako imajo
nekateri sevi vi§o sposobnost tvorbe bakteriocinov in zaviranjdi idsigih bakterij, drugi

so pokazali boljSe rezultate v testih izpodrivapgogenih bakterij n&revesni sluznici,
tretji vzpodbudijo imunski sistem k protivnetnemli pa k provnetnemu citokinskemu

odzivu.

Na Katedri za mlekarstvo BiotehniSke fakultete whljani se Ze vrsto let ukvarjajo z
ugotavljanjem probiotnih lastnosti mlénokislinskih bakterij, osamljenih iz raztih
okolij, kot so hrana, blato alirevesje. Med sevtloveSkega izvora je najbolj préen
Lactobacillus gasseri K7 (K7), izolat iz blata dojatka, ki tvori bakteriocine s Sirokim
spektrom delovanja in dobro prezivi v raniih okoljih, kot so prebavila prag&v in sir.
Druga skupina zanimivih izolatov laktobacilol. (reuteri, L. crispatus/amylovorus in L.
vaginalis/reuteri), z dobro izrazenimi protibakterijskimi lastnostnproti patogenim

bakterijam, pa izvira iz odstavljenih présv.

V svojem doktorskem delu sem z metodamivitro prowevala probiotine lastnosti
izbranih sevowlovesSkega in zivalskega izvora-kandidatov za prikeo med katerimi so
sposobnost prezivetja v pogojih, podobnim tistinprebavilih (odpornost proti nizkim

vrednostim pH, encimom in Zolim solem), sinteza bakteriocinov in drugih
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protibakterijskih metabolitov, sposobnost pripefgana ¢revesno sluznico, sposobnost

izpodrivanja patogenih bakterij in stimulacija inslkega sistema gostitelja.

Ker je poznavanje vpliva bakterij na imunski sisteamembno tako z vidika varnosti kot
funkcionalnosti probiotika, so rezultati pomembnaispevali k oceni primernosti
prowevanega seva K7. Rezultati poskusovitro in Studijein vivo na miSih predstavljajo
dobro podlago za nadaljnje kléme Studije, katerih namen je razvoj prohioin izdelkov

za ljudi in zivali, s ciljanimi funkcionalnimiainki.

11 HIPOTEZE

V doktorski disertaciji smo preverjali naslednjpdieze:

* Izbrani sevi laktobacilowloveSkega in Zivalskega izvora so sposobni prezivet
simuliranih pogojih prebavil, se vezati na ¢eb linijjo Caco-2 in sluzloveSkega
in Zivalskega izvora ter pri vezavi tekmovati s gmatialnimi patogenimi
mikroorganizmi E. coli, S aureus). Ucinkovitost vezave na sluz humanega
oziroma zivalskega izvora je lahko pogojena z iswoiseva (humani/zivalski), je v
neposredni povezavi s hidrofobnostjo, in/ali jetaes sluzi iz razlinih delov

prastjegacrevesja tako razina, da to lahko vpliva na vezavo laktobacilov.

e Izbrani sevi laktobacilo¥loveSkega in zivalskega izvora izrazajo protibajdko

aktivnost proti izbranim patogenim mikroorganizmom.

e Testni sevi ne razgrajujejo mucinov zZelad sluzi in niso bolj odporni proti

antibiotikom, kakor je to obajno za rod_actobacillus.

* lIzbrani sevi laktobacilowlovesSkega in Zzivalskega izvora so sposobni izzvati
imunski odziv makrofagov celne linije THP-1, kar se odraza v izbmju citokinov
(IL-1B, IL-8, IL-6, IL-12p70, TNF in IL-10). Obenem preidievamo, da vplivajo
tudi na odziv celic THP-1 ob &asni stimulaciji z LPS (iE. coli 0111:B4).

* Enterohemoragna E. coli O157:H7 po oralni aplikaciji povzédo vnetne
spremembe \revesju miSi seva C57BL/6J. @&sna aplikacija seva K7 omili
posledice okuzbe E. coli O157:H7.
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SevaK7 in E. coli O157:H7 prezivita prehod skozi prebavila in vsafasno
kolonizirata prebavni trakt misi seva C57BL/6J¢Mvesju vplivata na avtohtono
mikrobioto (Stevilo mlénokislinskih bakterij, koliformnih bakterij).

Sev K7 je po oralni aplikaciji sposoben stimuliranunski odziv miSi seva
C57BL/6J in povzréiti t.i. vzbujeno stanje (primed state), kar ima masledico
poveano fagocitno aktivhost monocitov in granulocit&et tudi pové€ano tkivno
koncentracijo Ig-pozitivnih celic (IgA, 1gG in IgMy sluznici ¢revesja. SewK7

vpliva na histolosko zgradbo tankega in debelégavesa in na srevesjem

povezano limfatino tkivo.
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2 PODATKI IZ LITERATURE
2.1 PROBIOTIKI

Beseda »probiotik« izhaja iz gme in pomeni »za zivljenje«. Prva sta besedo ptdbi
uporabila Lilly in Stillwell za opis substanc, khjizlocajo mikroorganizmi in z njimi
stimulirajo rast drugih mikroorganizmov. Parker ket probiotike opisoval dodatke
Zivalski krmi, ki vsebujejo organizme in snovi,jzitivno vplivajo na zdravje Zivali tako,
da vplivajo na ravnovesjrevesne flore (Huis In't Veld in Havenaar, 1991)llét je leta
1989 (cit. po Shortt, 1999) definiral probiotik ketiv mikrobni dodatek krmi, ki pozitivho
vpliva na zival gostiteljico z izboljSanjem njenegakrobnega ravnotezja«. Havenaar in
sod. (1992) pa so definicijo Se dopolnili: »monoraéSana kultura Zivih organizmov, ki
koristno winkujejo nacloveka ali Zival z izboljSanjem lastnosti obst@enikrobiote.« Na
osnovi te definicije se je razvil probidti koncept v vé smeri. Ni omejen le na vpliv
probiotikov nacrevesje, pa pa dopu&a moznost delovanja tudi na respiratorni trakt,
urogenitalni trakt in kozo (Klaenhammer in Kulleh999; Shortt, 1999). Danes se je
najbolj uveljavila definicija, ki pravi, da so praliki Zivi organizmi, ki zauZziti v zadostni
koli¢ini, pozitivnho vplivajo na zdravje gostitelja (Guar in Schaafsma, 1998). Slednjo sta
privzeli tudi Organizacija za kmetijstvo in prehoafFAQO) in Svetovna zdravstvena
organizacija (WHO). V gastrointestinalnem traktaveka se kmalu po rojstvu vzpostavi
kompleksna meSanica raglih vrst mikroorganizmov, ki jo poznamo kot nornmaln
¢revesno mikrobioto in ima pomemben vpliv na goBateSprememba te mikrobiote
vpliva na mnoge biokemijske, fizioloSke in imunskenkcije telesa. Najpogosteje iz
crevesjatloveka izoliramo predstavnike rod®acteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium in Stevilne anaerobne po Gramu pozitivhe
koke. Bakterije, prisotne v manjSem Stevilu, so radu Enterococcus in druzine
Enterobacteriaceae. Predstavniki ¢revesne flore fermentirajo tudi za gostitelja
neprebavljiva hranila in endogeni mukus. Raznolikogenski sestavi mikroorganizmov
poskrbi tudi za raznolikost in veliko Stevilo prebéh encimov, ki jih gostitelj sam nima.
Fermentacija ogljikovih hidratov v kolonu je ogromeir energije za bakterije in izvor
Stevilnih kratko-veriznih ma®bnih kislin (SCFA, short chain fatty acids), K jgostitel]
absorbira in tako prihrani energijo. Pogese tudi absorpcija ionov Ca, Mg, Fe v slepem

¢revesu, sinteza nekaterih vitaminov (K, B12, bipfoina kislina, pantotenska kislina) in
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sinteza aminokislin iz amoniaka in uree. Bakterle,pozitivno delujejo na ekosistem
gastrointestinalnega trakta, imenujemo probiai bakterije. Dober probigti sev za
uporabo pri ljudeh naj bi bil:

» c¢loveSkega izvora,

odporen proti zelathi kislini in Zokknim solem,

e sposoben vezave wkhovesSkecrevesne celice itirevesno sluz,
e sposoben vsaj Zasne kolonizacijérevesja,

e varen,

+ tehnolosko ustrezen

in sposoben izkazovati vsaj enega od nasledgjitkav (Klaenhammer in Kullen, 1999):

* negativen vpliv na rast in razmnoZevanje patogebékterij (kompetitivho
izrivanje, proizvodnja protibakterijskih snovi) posledéno izboljSanje odpornosti
gostitelja proti infekcijam (npr. driske, ki jih poro¢ajo Clostridium difficile in
rotavirusi, potovalne driske, driske powgeme z dolgotrajnim jemanjem
antibiotikov ter vaginalna vnetja),

» vpliv na imunski sistem tako, da p@aenaravno obrambno funkcijo,

» krepitev barierne funkcijérevesne sluznice,

* vpliv na metabolizem gostitelja (npr. blazitev stoypov laktozne intolerance),

* vpliv nacrevesno pasazo,

* antimutageno oziroma antikancerogeno delovanjeokddikacija karcinogenov in
s tem zmanjSanje tveganja za nastanek raka nactetrevesu).

V zadnjemc¢asu je vedno @ poudarek na tem, da mora biti pozitivni vpliv mdravje
dokazan, najbolje v klignih Studijah (Salminen in sod., 1998). Naj@jnejSi probiotni
sevi so predstavniki roddvactobacillus (L. acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. gasseri,
L. plantarum, L. rhamnosus), Bifidobacterium (B. longum, B. breve, B. infantis) in
Enterococcus (E. faecalis, E. faecium) (Kaur in sod., 2002).
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2.1.1 Mieinokislinske bakterije kot probiotiki

Mlec¢nokislinske bakterije (MKB) so 2ali opisovati kot samostojno skupino
mikroorganizmov v zéetku 20. stoletja. Z#tki znanstvenega in tehnoloSkega razvoja na
podraju mikrobiologije ml€nokislinskih bakterij segajo ze v konec 19. staleo je
Pasteur odkrival skrivnosti nideokislinske fermentacije, Lister pa izoliral (1€t873) prvo
cisto bakterijsko kulturoBacterium lactis. Zgodnja definicija mlénokislinskih bakterij, ki

je temeljila na njihovi sposobnosti fermentacijekimagulacije mleka, je uvrstila MKB v
isto skupino s koliformnimi bakterijami. Leta 19@& je Beijerinck opisal MKB kot po
Gramu pozitivne bakterije in jih tako dib od koliformnih mikroorganizmov (Stiles in
Holzapfel, 1997). MKB so skupina po Gramu pozitivikokov ali patk, ki proizvajajo
mlecno kislino kot glavni kodni produkt fermentacije ogljikovih hidratov. So &ktza
negativne, mikroaerofilne, acidotolerantne baktehjez citokromov (Axelsson, 2004). V
gojisu z ogljikovimi hidrati, ki so jih sposobne fermeati, vrednost pH oléajno znizajo

do vrednosti okrog 4,0 ali manj, kar pogosto ¢gsmi rast, oziroma povzfiosmrt drugih
bakterij. Zaradi dolgoletne varne uporabe so MKBd@bile status varnih bakterij, v
anglegini GRAS (Generally Regarded As Safe). Posebno ardeksturo in obstojnost
fermentiranih zivil kot so siri, jogurt, salamepkriz kvaSenega testa in silaze, dosezemo z

uporabo razlinih predstavnikov sedmih glavnih rodov MKB:

e Lactobacillus (mleko, meso, zelenjava),
e Lactococcus (mleko),

e Leuconostoc (mleko, zelenjava),

» Pediococcus (zelenjava, meso),

» Oenococcus (vino),

* Enterococcus (mleko) in

e Sreptococcus (mleko).

Zacetki uzivanja fermentiranih mteih izdelkov datirajo v davno preteklost. Fermeartir
izdelki so bili bolj obstojni, uporabljali pa sdhjitudi v terapevtske namene, in sicer Se
preden so poznali bakterije. Prvi, ki je menil,didocene bakterije pozitivno delujejo na

zdravje, je bil Elie Metchnikoff (1907). Domneva), jda uzZivanje jogurta, fermentiranega z
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bakterijo Bulgarian bacillus (staro ime danasnje vrstle delbrueckii ssp. bulgaricus)
pozitivno vpliva na zdravje. Svojo domnevo je ut§ewal z dejstvom, da bolgarski
kmetje, ki uzivajo tak jogurt, dolgo Zivijo (Naidumm sod., 1999; Shortt, 1999). Zaradi
dokazanega potencialnega dobrega vpliva na zdragedol@éeni sevi MKB danes
uporabljajo kot probiotiki (Temmerman in sod., 2R0decina probiotikov je iz vrst MKB

in bifidobakterij, saj so le te ofajni prebivalci prebavnega trakta (Naidu in so899).

2.1.1.1 Laktobacili

Rod Lactobacillus je dal& najveji med MKB, njegovi predstavniki pa so najpogosteje
uporabljeni probiotini mikroorganizmi. Kot vse MKB so laktobacili po &@nu pozitivhe
bakterije, ki ne tvorijo spor. Lahko imajo padsto obliko ali elipsoidno - kokobacili. So
striktno fermentativni, mikroaerofilni in kemoorgatnofni mikroorganizmi, ki za rast
potrebujejo bogato gogg. Najdemo jih v okolju, ki je bogato z ogljikovirhidrati, kot je
hrana (mléni izdelki, fermentirano meso, testo, zelenjavadjesa napitki) in v
respiratornem, gastrointestinalnem in genitalneathttr ljudi in Zivali. Taksonomsko sodi
rod Lactobacillus med mikroorganizme deblaFirmicutes, razreda Bacilli, reda
Lactobacillales in druzine Lactobacillaceae. Glede na tip fermentacije sta Hammes in
Vogel (1995) laktobacile razdelila v naslednjeskkupine:

l. obligatni homofermentativni laktobacili,
. fakultativni heterofermentativni laktobacili,
Il. obligatni heterofermentativni laktobacili.

Skupina | zajema obligatho homofermentativhe la&tille, ki fermentirajo heksoze
izklju¢no do miléne kisline preko Embden-Meyerhof-Parnas-ove potMRE in ne
fermentirajo pentoz in glukonata, ker nimajo enciffasfoketolaze. PomembnejSi
predstavniki soL. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, L. gasseri, L. johnsonii in L.
kefiranofaciens.

Skupina Il zajema fakultativno heterofermentatiladg¢obacile, ki fermentirajo heksoze do
mlec¢ne kisline preko EMP poti. Razgrajujejo tudi pemtam zelo pogosto glukonat, saj

vsebujejo aldolaze in fosfoketolaze. Sposobni soméatacije pentoz s porjo
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fosfoketolaze do mime in ocetne kisline. PomembnejSi predstavnikiLs@cetotolerans,

L. casdl, L. curvatus, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus in L. sakei.

Skupina Il zajema obligatno heterofermentativnktdhacile, ki fermentirajo heksoze
preko fosfoglukonatne poti do ntlee kisline, ocetne kisline in/ali etanola in oghiega
dioksida (CQ). Nekateri pomembnejSi predstavniki $o:brevis, L. fermentum, L. kefiri,

L. panis, L. reuteri, L. sanfrancisco in L. vaginalis.

Laktobacili se razen po @iau fermentacije ogljikovih hidratov &jo Se na osnovi razlik v
konfiguraciji proizvedene méme kisline, hidrolizi arginina in pogojih, ki jihgbrebujejo
za rast. Za nat&nejSo klasifikacijo so v uporabi naslednje anaétsketode: analiza
peptidoglikana, vsebnost G+C v DNA (v mol odstojkin DNA-DNA homologija. Na
razpolago so tudi Stevilne vrstno-spesie oligonukleotidne hibridizacijske sonde ali
zatetni oligonukleotidi za verizno polimerazno reakciPCR), sestavljeni na podlagi
poznanih zaporedij genov za 16S ribosomsko RNA &RNar olajSuje identifikacijo
(Axelsson, 2004; Dellaglio in Felis, 2005; StilesHolzapfel, 1997).

Do zaetka 80-ih let prejSnega stoletja je veljalo, dalgvni predstavnik laktobacilov v
¢revesju L. acidophilus. Z razvojem tehnik molekularne biologije pa so padlagi

homologij DNA znotraj skupine.. acidophilus dolcgili dve DNA homologni skupini
oziroma identificirali Sest vrst (Johnson in sd@80):

A-1: Lactobacillus acidophilus
A-2: Lactobacillus crispatus
A-3: Lactobacillus amylovorus
A-4: Lactobacillus gallinarum
B-1: Lactobacillus gasseri

B-2:Lactobacillus johnsonii
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Slika 1: Filogenetsko drevo, ki temelji na analizi genskih aporedij za 16S rRNA in prikazuje
filogenetska razmerja med posameznimi vrstami rodotactobacillus Pediococcusn Paralactobacillus.

V tej radialni predstavitvi je filogenetska razdafjodana z vsoto dolzin posameznih vej (DellagiiBeélis,
2005).

Figure 1:Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequenamlgsis, depicting the phylogenetic
relationships among species of the generaactobacillus, Pediococcusnd Paralactobacillus In this
radial respresentation, the phylogenetic distascgivien by the sum of branch lenghts (Dellaglid-alis,
2005).

Omenjenih vrst ne moremoditi med seboj na podlagi preprostih fenotipskihtdesali
morfoloSkih znailnosti, pa& pa po zaporedju nukleotidov v genih za 16S ali ERNA, s
pomaijo vrstno specifinin oligonukleotidnih hibridizacijskin sond ali &stnih
oligonukleotidov za PCR. Predstavniki skupibe acidophilus so pokazali sposobnost

vezave narevesne celice zarodka vitro, kar nakazuje na sposobnost njihove vezave na
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epitelne celicein vivo. Prav tako so pogosto dodani v jogurte z dokazamizitivnim
vplivom na zdravje. Trenutno razpoloZljivi probiati pripravki najpogosteje vsebujejo
vrste L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. acidophilus, L. casel, L. fermentum, L. plantarum,

L. brevis, L. lactis, L. reuteri, L. paracasei, L. gasseri, L. johnsonii in L. rhamnosus.

2.1.1.2 Laktobacili irtrevesje

Najveije Stevilo bakterij monogastnih Zivali domuje v distalnem dekirevesja (ileum,
kolon), kjer je njihova gostota okrog ‘f@nikrobov na grangrevesne vsebin€eprav je v
Zelodcu in prvih dveh tretjinah tankeg@eevesja vsebnost hranilnih snovi najee je
zaradi nizke vrednosti pH v zelad vsebini (pH 2), toksnosti zoEnih soli in relativho
hitrega prehodarevesne vsebine, v teh deliinevesja pricloveku prisotnih le malo
mikroorganizmov. V nasprotju dovekom pa imajo nekatere vrste Zivali v proksineain
delu prebavne cevi (prednji del Zelodca glodalcgulSa kokoSi, pars oesophagea
prastev) relativno veliko Stevilo bakterij, émoma laktobacilov. Vzrok je najverjetneje
pripenjanje laktobacilov na povrSino nesekretorneggatelija na teh predelih, kar
bakterijam omogd tvorbo biofilmu podobne strukture, ki sluzi koakierijski inokulum
za ¢revesno vsebino (Walter, 200%jrevesno mikrobiotaloveka predstavlja 500-1000
razlicnin vrst bakterij, ki so \8noma obligatno anaerobne (Zoetendal in sod., 2006)
Priblizno 60 odstotkov bakterijske populacij&revesju je kljub odtinim bakterioloSkim
gojitvenim tehnikam zaenkrat Se nemdégogojiti v laboratoriju, najverjetneje zaradi
kompleksnih potreb po hranilnih snoveh in strikimaerobnosti. S pomjo@ 16S rRNA
genskih sond je bilo ugotovljeno, dacirea bakterij prebavnega trakta, ki jih ne moremo
gojiti, sodi v rodove Bacteroides in Prevotella ter vrste Clostridium coccoides in
Clostridium leptum (Tannock, 2002). Evolucijska teorija predpostavija, v prostorsko
raznolikem okolju organizmi zasedejo prazne niS@raMna selekcija pa favorizira
organizme, ki se dobro prilagodijo in specializraa prazne niSe, ki so jih zasedli. Vse
niSe prebavnega trakta zdravega odraslega organsontako kmalu zasedene z dobro
prilagojenimi endogenimi (avtohtonimi) predstavnikiikrobiote. Vsaka ekoloSka nisa
lahko vzdrzuje le en tip organizma (teorija izpwdnja o0z. princip tekmovanja in
izpodrivanja) zato je verjetnost, da bi se v ng@$elil nov mikroorganizem, ki bi slajno

ali namenoma prispel v gastrointestinalni trakteadno, zelo majhna. To opisujejo tudi
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kot fenomen kolonizacijske odpornosti. Ta ekolopkincip obrazlozi dejstvo, da sta
velikost populacije in njena sestava pri d&oem gostiteljskem organizmu sorazmerno
stalni. V praksi pa avtohtone laktobacile tezkénm od alohtonih, ki so prisotni le krajSi
¢as in izvirajo iz hrane ali proksimalnih delékevesja. Véinski predstavniki avtohtonih
laktobacilov pricloveku soL. gasseri, L. reuteri, L. crispatus, L. salivarius in L. ruminis.

L. acidophilus, L. fermentum. L. casei, L. rhamnosus, L. johnsonii, L. plantarum, L. brevis,

L. delbrueckii, L. curvatus in L. sakel pa v gastrointestinalnem traktu nihajo v ré&ailn
c¢asovnih obdobjih. Laktobacili predstavljajo le nm&ph delez mikrobiote odraslega
¢loveka, in sicer od 0,01 do 0,6 odstotkov (Lebaesdd., 2008; Walter, 2005).

Ustna votlina <10°-10° |aktobacilov/
ml sline
Zelodec <103 laktobacilov / ml
Duodenum
Jejunum <10*
lleum <10%-10°
Colon <103-10°
Faeces <103 - 10° laktobacilov / g

107-10° L. ruminis
(pri nekaterih osebkih)

<107 druge vrste

Slika 2: Porazdelitev laktobacilov v ustni votlini in gastrdntestinalnem traktu ¢loveka (povzeto po
Walter, 2005).

Figure 2:The distribution of lactobacilli in the oral cavity and the gastrointestinal tract of humans
(adapted from Walter, 2005).
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Slika 3:Porazdelitev laktobacilov v gastrointestinalnem tr&tu misi (povzeto po Walter, 2005).
Figure 3:The distribution of lactobacilli in the murine gastrointestinal tract (adapted from Walter,
2005).

2.1.2 Probiotiéne lastnosti
2.1.2.1 Protibakterijsko delovanje

Mikroorganizmi morajo izpolnjevati Stevilne zahtewda ustrezajo definiciji dinkovitih
probiotikov. Imeti morajo sposobnost preziveti mé@hskozi gastrointenilani trakt,
sposobnost pripenjanja na epitelne celice in pedprali zmanjSati vezavo patogenih
mikroorganizmov, vsaj Zasno naselittrevesje gostitelja, proizvajati raiatie metabolite,
Ki prepr&ujejo rast in razmnozZevanje patogenih mikroorgaoiznpoleg tega pa morajo
biti varni, neinvazivni, nekancerogeni in nepatagghomembno vlogo pri delovanju
probiotikov imajo organske kisline, predvsem &nle in ocetna, ki so k&ni produkt
katabolizma ogljikovih hidratov. Misma kislina znizuje pH okolja, kar zaviralno vplina
potencialne patogene bakterije. Nedisociirane nesl/stopajo v mikrobne celice in v
citoplazmi disociirajo, kar ima usodne posledicececo. Tudi drugi metabolni produkti,
ki se tvorijo v manjSih kodinah, pomembno prispevajo k celotnemu protibaldkeimu
delovanju. Ti produkti so: ogljikov dioksid, mrawigna kislina, proste masbne Kkisline,
amoniak, etanol, vodikov peroksid, diacetil, aceta@cetaldehid, 2,3-butandiol, benzoat,
bakteriolitiécni encimi, bakteriocini, antibiotiki in neideficing zaviralne snovi. Pod

izrazom bakteriocini danes razumemo proteine altginske komplekse, ki jih izéajo
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bakterije in so sposobni baktericidnega delovangdi pirugim bakterijam. V&@na metod,
ki jih uporabljajo pri iskanju bakteriocinogenihve, temelji na difuziji bakteriocinov v
trdnem ali poltrdnem goj&si in zaviranju rasti atutljivih indikatorskih mikroorganizmov.
Razlikujejo se predvsem po dau nanosa testirane kulture. Raziedo kulturo lahko
nacepimo po vsej povrSini, tako da zrastejo posamelonije, ali pa jo naneseno
nerazredeno v obliki lise s premerom okrog 1 cm. Z indikatom sevom inokuliramo
poltrdo goji€e, ki ga nanesemo na povrSino. Po inkubaciji udgtan prisotnost
inhibicijskih con okrog kolonij testirane probiétie kulture. Drug nén je, da preizkusimo
brezceléni supernantant bakteriocinogenih bakterij. Pomegodi ploge z izbrano trdno
hranljivo podlogo prelijemo s poltrdim agarjem, koadiranim z bakterijskim sevom.
Izrezemo luknje v agarju in vanje nanesemo supanhalnkubiramo in opazujemo, ali se
pojavijo cone inhibicije rasti okrog lukenj. Inhdjska cona okrog kolonij testiranega seva
pa seveda ni dokaz tvorbe bakteriocinov. lzitjue potrebno vpliv drugih inhibitornih
metabolitov, predvsem kislin in vodikovega peroksiBozorni moramo biti tudi na izgled
inhibicijske cone, saj se je v &iai primerov pokazalo, da imajo tiste, ki so reatiivorbe
bakteriocinov, izrazito ostre robove, medtem, karsgje inhibicijske cone povztene le
zaradi tvorbe in difuzije kislin, zabrisane (Alai2Q04; Bogow Matijasi, 1997; Fajdiga,
2006; Kaur in sod., 2002; Tagg in sod., 1976).

2.1.2.2 Adhezija

Adhezija, pripenjanje na tkivne povrSine, je poglaga pomena za razvoj ra&to
bakterijskih populacij, se pravi kolonizacije. Neaee bakterije se zaradi peristaltike v
¢revesju hitro odplavijo. Peristaltika je v tanketnevesu relativno mmejSa kot v
debelem, zato je sposobnost vezave ¢nevesne celice veliko bolj pomembna za
kolonizacijo tankegacrevesa kot debelega. Mehanizmi, ki sodelujejo pezavi
probioticnih bakterij na celicérevesne stene, Se niso povsem raziskani (Tuomaadn
1999a). Adhezija bakterij temelji sprva na nespewili fizikalnih interakcijah med
bakterijsko inérevesno povrsino, ki kasneje omégo specificne interakcije med adhezini
(ponavadi povrSinski bakterijski proteini) in korepientarnimi receptorji ndrevesnih
celicah (Kirjavainen in sod., 1998). Klasa teorija adhezije predvideva dva do pet

korakov v procesu pripenjanja bakterij, kjer sogigtu pasivne van der Waalsove vezi,
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elektrostatske interakcije, hidrofobne in steé sile in lipoteihojska kislina. Pogosto sledi
aktivna adhezija, ki jo omoggo specificne strukture na povrSini bakterije, lektini in fali
zunajceléni polimeri (polisaharidi). Lektini so beljakovinkij imajo speciféna veziga za
dolocene sladkorne molekule. Na povrSini proliiotin bakterij so lektini, ki se vezejo s
specifinimi receptorji epitelijskih celic in prep¥go adhezijo patogenih mikroorganizmov
s tekmovanjem za vezivna mestadnavesnih celicah ali s sténim zadrZzevanjem, t.j. s
spremembo konfiguracije vezivhega mesta. Po Graegativne bakterije, npr. patogena
E. coli, se veZejo na tame celice s pomigo proteinskih struktur (pilov), laktobacili pa se
vezejo na celic&revesne stene z zunajéslimi strukturami, ki vsebujejo polisaharide,
proteine, lipide in lipoteihojske kisline. Lipot@jske kisline sestavljajo ribitol ali
glicerolfosfatni polimeri na calni steni veliko vrst po Gramu pozitivnih bakterk
kovalentnimi vezmi so lipoteihojske kisline vezana glikolipide, ki vsebujejo tako
hidrofilne kot tudi hidrofobne regije. Igrajo pombno viogo v procesu adhezije z direktno
vezavo ali z vezavo preko divalentnih kationov nibstrat (Gusils in sod., 2002).
Hidrofobnost celine povrSine je eden izmed faktorjev, ki vpliva nahezijo
mikroorganizmov. Pri nekaterih sevih laktobacilay @gpazili povezavo med adhezijo in
hidrofobnostjo, tako da so merili sposobnost adbeanikroorganizmov na ogljikovodike
(n-heksadekan) (Del Re in sod., 2000). Van der Mesad. (2003) so ugotovili, da so
proteini povrSinskega sloja laktobacilov odgovaraihidrofobne lastnosti cétie povrSine
in izboljSajo sposobnost vezave na heksadekan prielkofobnih interakcij. Peptidoglikan
ter kompleksi lipoteihojske kisline in proteinovphasti bakterijske stene (S-surface layer
proteins), lahko stimulirajo imunski sistem in rjimeli poleg metabolitov MKB svojo
vlogo tudi pri izraZzanju pozitivnih dnkov probiotikov na zdravje gostitelja. Proteiri S
plasti bakterijske stene, ki so jih nasli prie po Gramu negativnih in tudi pri precej po
Gramu pozitivnih organizmih, vkljino z laktobacili, so dvodimenzionalne parakristalne
strukture, ki popolnoma prekrivajo povrsino baktke celice. So potencialni mediatorji
zatetnih korakov adhezije (Lorca in sod., 2002XMema jih sestavlja enojna proteinska
podenota velikosti 40-200 kDa, ki tvori dvodimenmdno strukturo S-plasti. Pogosto jih
najdemo pri laktobacilih iz skupirle acidophilus. 1zrazajo jih izolati iz DNA homolognih
skupin A1-A4 (. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus in L. gallinarum), niso pa
prisotni v homolognih skupinah B1 in BR.(gasseri in L. johnsonii) (Sillanp&é, 2001).
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Druge komponente bakterijske ¢ele stene, ki lahko sodelujejo pri adheziji, solikis
mukopolisaharidi, ogljikohidratni polimeri kapsulgglikoproteini, ogljikovi hidrati,
kompleksi proteinov in teihojske kisline, protecelicne stene in proteini, ki jih ceha

stena izlg¢a (Zarate in sod., 2002).

Doloceni sevi tvorijo specitine adhezijske proteine. Hri reuteri sta najbolje protena
protein, ki spodbuja adhezijo na sluz (mucus adimegromoting protein, MapA) in
protein, ki omogoi vezavo na sluz (mucus-binding protein, Mub). @pik je bilo pet
homologov proteina Muk. reuteri, ki so jih identificirali tudi priL. acidophilus NCFM.
Mub homologi so bili ugotovljeni tudi priL. gasseri, L. johnsonii in L. plantarum. L.
reuteri proizvaja protein, ki veZze kolagen (collagen bmdiprotein (CnBP) in je v
interakciji sc¢revesno sluzjo, vendar ne igra vioge pri adheBii.L. johnsonii Lal so
izolirali adhezijskemu podoben protein, imenovaonggcijski faktor Tu (elongation
factor, EF-Tu), ki omogéa prenos aminoacyl prenasalne RNA (tRNA) na A tdelsoma.
EF-Tu protein se veZze na sluz in olajSa adhezipa 4e johnsonii Lal nacrevesne
epitelijske celice increvesno sluz preloveku. Mehanizem delovanja EF-Tu pa Se ni
povsem pojasnjen. Predhodne Studije so se oskeédofmredvsem na metodé vitro
ugotavljanja adhezije probidtiih bakterij na ceéine linije in ¢revesno sluz. V zadnjem
¢asu pa se z uporabo PCR v realrn@su raziskuje tudi izrazanje genov za proteine Mub,
MapA in EF-Tu, za katere so ugotovili, da so pomenduhezijski faktorji (Ramiah in
sod., 2007).

2.1.2.2.1Crevesne cetne linije cloveskega izvora

Celicne linije tkivnih kultur ¢loveSkega ¢revesnega izvora pogosto uporabljajo za
prowtevanje adhezije bakterij, ker te celice izrazajdikee podobnost z epitelijskimi
celicami ¢revesja. Cetine linije so najpogosteje pridobljene iz tumorjev jih lahko
vzdrzujemo v standardnih pogojih za ¢eé linije. So komercialno dostopne, kar omé&sgo
izvajanje poskusov v podobnih pogojih ra&mlm raziskovalnim skupinam. V raziskavah
probiotikov se najpogosteje uporabljata @aliliniji Caco-2 (American Type Culture
Collection; ATCC HTB-37) in HT-29 (ATCC HTB-38). @bceltni liniji sta bili izolirani

iz ¢loveSkega adenokarcinoma kolozeprav cekine linije izvirajo iz kolona, se celice
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diferencirajo v enterocite in jih lahko uporabljankot model za epitelijcloveSkega
tankegacrevesa. Diferenciacija in polarizacija celic Cacge2 spontana in dodajanje
spodbujevalcev ni potrebno. Nasprotno pa dosezafacedciacijo cekine linije HT-29 s
spremembo goji& npr. z zamenjavo glukoze z galaktozo. Lastnastergenih cetinih
linij so, da rastejo v eni plasti in se struktuindfunkcionalno preoblikujejo, ko pride do
stikanja celic. V procesu preoblikovanja se celpoalaljSajo in polarizirajo, tako da se
oblikujeta bazolateralna in apikalna stran, nargiese izoblikujejocrevesne resice. Obe
celiéni liniji izraZzata hidrolaze apikalne égtkaste« meje, ki so normalno prisotne v
tankemcrevesu. Prisotnost hidrolaz nam sluzi kot dokazsdase celice preoblikovale
(Bianchi in sod., 2004; Ouwehand in sod., 2001;Mala in sod., 1999a).

Kadar uporabljamo model@a vitro za enterocite, npr. céhi liniji kot sta Caco-2 in HT-
29, moramo upoStevati, da te celice ne proizvag@yai, ki v normalnih pogojih pokriva
¢revesno sluznico in je prva, ki pride v stik z zéoa bakterijami. Ta problem lahko
delno reSimo z uporabo cétie linije HT-29-MTX. Ta celina linija proizvaja sluz, ki pa se
razlikuje od crevesne sluzi v tem, da vsebuje predvsem mucine elbdéo
imunoreaktivnostjo (MUC3 in MUC5C) in malo mucinavimunoreaktivnostjo kolona
(MUC2 in MUCA4). Stevilo in lastnosti vezidako nastale sluzi se lahko zelo razlikujejo od
sluzi, ki je normalno prisotnadrevesju (Vesterlund in sod., 2005). Sluz ima dvojlumo,

saj lahko prepr@ vezavo doldenih mikroorganizmov na spodaj I€Zepitelij, istatasno

pa predstavlja medij, ki omoga adhezijo drugim bakterijam (Ouwehand in sod.9)99

2.1.2.2.2Crevesna sluzloveskega in Zivalskega izvora

PovrSinocrevesnega epitela pokriva mukozni gel (sluz), ki lea glikokaliksucrevesnih
resic enterocitov. Sluz proizvajajo specializiratrevesne celice, vaste celice, ki se
nahajajo med enterociti in izlajo v lumen. Najvgo organsko komponento sluzi
predstavljajo mucini (mukozni glikoproteini), ki seeliki glikoproteini, odgovorni za
viskozno-elastine lastnosti mukoznega gela. Mucine sestavljajoarmati glikoproteinov,
ki se razlikujejo po velikosti in zgradbi oligosaismih verig (Tuomola in sod., 1999b).
Mukozni sloj, ki pokriva epiteijske celicérevesja, predstavlja povrsino, ki je prva v

kontaktu z zauzitimi mikroorganizmi in ga zato sraaio kot pomembno mesto za
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bakterijsko adhezijo in kolonizacijo (Ouwehand wds 2001). Sluz za Studij@ vitro
najpogosteje pridobimo iz blata razlih zZivalskih vrst intloveka ali izérevesja operiranih

pacientov.

2.1.2.3 Vpliv na imunski odziv

Vpliv razlicnih winkovin in mikroorganizmov na imunski odziv lahkaoopéujemo v
pogojihin vitro z uporabo cetnih linij in se tako do dokene mere izognemo poskusom
na zivalih. Pogosto so uporabljane monocitnecoelilinije ¢loveSkega izvora U-937,
Mono mac 6 (MM6) in THP-1. Pogosto se uporabljajdi imononuklearne celice periferne
krvi (PBMC, peripheral blood mononuclear cells), kb pomembna komponenta
imunskega sistema v prepoznavanju patogenih in kaateih mikroorganizmov. Celice
PBMC z okroglim jedrom so npr. limfociti in monaciPopulacijo limfocitov sestavljajo v
75 odstotkih celice T (CD4in CD8) in v 25 odstotkih celice B ter celice NK. Iz
celokupne krvi jih izléimo s pomdjo fikola, hidrofiinega polisaharida, ki ¢o sloj

limfocitov in monocitov (buffy coat) od sloja krvipdazme.

Kot model za miSje makrofage se uporablja miSjanofagna celina linija RAW 264.7,
lahko pa se posluzimo tudi peritonealnih makrofagki jin pridobimo z izpiranjem

trebusne votline po Zrtvovanju Zivali.

2.1.2.3.1 Celina linija THP-1

THP-1 je monocitna celna linija, pridobljena iz krvi 1-letnega &l z akutno monocitno
levkemijo. Po stimulaciji s forbolnim estrom (12rsekanoilforbol-13-acetat) se
monociti preobrazijo v aktivhe makrofage s sposahjoopripenjanja na podlago in
izlo¢anja citokinov (Tsuchiya in sod., 1980). Prav pmnjg@je na podlago je poleg
sprememb v morfologiji celic in izrazanju povrSiitsknarkerjev (npr. CD14), indikator
preobrazbe monocitov v makrofage. Podobne metabiminmorfoloske lastnosti celic
THP-1 lahko izzovemo tudi z 1,25-dihidroksi vitamm D3, retinojsko kislino ali
dolocenimi citokini (dejavnik tumorske nekroze: (TNF-o) in interferony (IFN-y)),

vendar se lahko z uporabo r&nih sredstev stopnja preobrazbe razlikuje. Difeirane
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celice THP-1 so zelo pogost mod#&8bveskih makrofagov za proéevanje njihovega

metabolizma, procesov vnetja in apoptazeitro.

2.1.2.3.2 Citokini

Citokini so skupina majhnih (molekulska masa maotj30 kD) regulacijskih proteinov, ki
jihizlo¢ajo skoraj vse celice, predvsem pa celice T porkagdly) in makrofagi. Citokini,

ki jih spro&ata ta dva caina tipa, aktivirajo celotno mrezje sodekifocelic. Uravnavajo
razmnoZevanje, diferenciacijo, efektorske funkei@rezivetje celic. Vendar v nasprotju s
hormoni, ki delujejo na velike razdalje,dnea citokinov deluje lokalno. Citokini se vezejo
S speciftnimi receptorji na membrani tare celice in sprozijo signal, ki se prenese v
notranjost celice in spremeni izraZzanje genov \. M@ splosno se citokini veZejo na
receptorje z méno afiniteto, zato lahko posredujejo bioloSkanke Ze v pikomolarnih
koncentracijah. Nekateri citokini se lahko vezejoezeptorji na membrani iste celice, ki
jih izlo¢a in delujejo avtokrino. Citokini se navadno vezegreceptorje ténih celic, ki
so v neposredni blizini celice, ki jih izla, in delujejo parakrino. NajpomembnejSa lastnost
citokinov je pleiotropnost, tj. v raziih taknih celicah izzovejo razlhe bioloske &inke.
Delujejo lahko sinergistno, kar pomeni, da je skupertinek dveh citokinov vgi od
aditivnega dinka posameznih citokinov, ali pa delujejo antagténo. Citokini obsegajo
druzine molekul, kot so rastni faktorji, interferpmterlevkini in kemokini. Ponavadi se
zanejo izlatati po aktivaciji doléene celice, njihovo izk@anje pa je kratkotrajno, to je od
nekaj ur do nekaj dni. Citokini navadno delujejd keedcelkne sporéilne molekule, ki po
vezavi na receptorje odzivnih celic darzpodbudijo v njih doldeno biolosko aktivnost.
Med Stevilnimi fizioloSkimi odzivi, za katere je webna udelezba citokinov, je razvoj
humoralnega in celho posredovanega imunskega odziva, sproZitev vnetgvnavanje
hemopoeze, uravnavanje c¢ekga razmnozevanja in diferenciacije ter celjetjeat
Glede na strukturo delimo citokine v druzino herpattinskih, interferonskih, citokinov

TNF in kemokinov.

Ob vezavi citokina na zanj spec¢#n receptor se sprozi prenos signala. Receptopiose
vezavi citokina aktivirajo in agregirajo, kar pow&r, da se sprozi signal, ki ga receptor

poslje v celico, na kateri je bil izrazen. Zaradjregacije pridejo citoplazemski deli
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receptorjev v neposredno blizino, postanejo aktiirse medsebojno fosforilirajo (Abbas
in Lichtman, 2005; Vozelj, 2000).

. Interlevkin-1 (IL-1)

IL-1 izlo¢ajo predvsem aktivirani makrofagi, lahko pa tudi noaiti, limfociti B,
dendritske celice in celice endotelija. di@e celice so celiceglin limfociti B. Poznamo
dve obliki IL-1 (IL-1a in IL-1B), ki ju kodirata dva raztha gena. Sta kljina vnetna
citokina in imata osrednji pomen v imunskem odzi8odelujeta pri aktivaciji celic
vplivata na zorenje in klonsko ekspanzijo limfowitB, poveata aktivnost celic NK
(celic naravnih ubijalk), privabljata makrofagenevtrofilce s pom¢o kemotakse in v
jetrih pospesSita nastajanje proteinov akutne fazetja. Povzrgata vr@ino, kaheksijo,
resorbcijo kosti in proteolizo miSic. V nekaterihirperih je «&inek neposreden, v drugih
pa posreden prek spodbuditve drugih citokinov, Hp6 ali TNF-o.

. Interlevkin-10 (IL-10)

IL-10 ima maan bioloski @inek na funkcijo celic T. l1zdelujejo ga c&lie podvrste 30 in
Tu2, njegovo izdelovanje pa prepuge IFN-y. Poglavitini funkciji IL-10 sta preptevanje

z lipopolisaharidi (LPS) spodbujenega izdelovanjokinov IL-1, TNF-u, faktor, ki
spodbuja razvoj granulocitnih in makrofagnih koJo(@M-CSF) in faktor, ki spodbuja
razvoj granulocitnin kolonij (G-CSF). Preprge tudi izdelovanje reaktivnih kisikovih
presnovkov in duSikovega oksida (NO) v makrofadlklO imenujemo tudi zaviralni
faktor sinteze citokinov, ker pregige sintezo citokinov, predvsem v makrofagih, cic
Ty in celicah NK. Korni winek teh akcij je preptevanje imunskega vnetja, ki ga
posredujejo celice T. IL-10 pa ima situmulativeiinek na celice B in na tkivne bazofilce

v sluznici.

. Interlevkin 12 (IL-12)

Izdelujejo ga celice B, monociti, makrofagi in detgke celice. Je edini citokin, ki ga ne
izdelujejo celice T in ga imamo zaradi njegovegbknja na celice NK za mediatorja

naravne imunosti. Zaradéimkov na celice NK in celice T je IL-12 pomembegu&tor
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celicno posredovanega imunskega odziva. Je nagjséi znani stimulator celic NK. V
celicah NK spodbuja izdelovanje IFN-deluje sinergisténo z IL-2 in okrepi citolittno
aktivnost celic NK. Poleg tega pa vzpodbuja diferacijo celic T CD8 v zrele
funkcijsko aktivne citotoksne celice. Oznaka IL-12 se uporablja za poimenavan;
skupine z IL-12 povezanih proteinov. Bioaktivha ikél IL-12 je heterodimer z
molekulsko tezo (IL12p70), ki ga sestavljata nesdui regulirani, z disulfidno vezjo
povezani 40 kDa (p40) in 35 kDa (p35) podenoti. éhmda p40 se nahaja kot
izvenceltni monomer (IL12p40) ali dimer (IL12(p4f)) ki lahko antagonisino vpliva
na delovanje IL12p70. Bioaktivni IL-12 je m@n regulator celno posredovane
imunosti in kljuitni mediator celinega delovanja Th1l.

. Interlevkin 6 (IL-6)

IL-6 izdelujejo monociti, makrofagi in (2 celice v odgovor na Ze ideni IL-1. Je
izrazit pleiotropni citokin. PospeSi razmnozZevainjgorenja celic B, ter s tem posredno
krepi izlatanje imunoglobulinov. V obtoku ga odkrijemo pri dkah s po Gramu
negativnimi bakterijami, kjer se izta v odgovor na TNF in ne v odgovor na LPS. IL-6
ne povzrgda Zilne tromboze ali okvare tkiva, ki jo vidimo mielovanju LPS ali TNF. Je
poglavitni mediator reakcije akutne faze in delujeposredno na hepatocite, da

sintetizirajo CRP, komponente komplementa in dqugdeine akutne faze.

. Dejavnik tumorske nekroze(TNF- a)

Izdelujejo ga makrofagi, celice T, celice NK, asttioin Kupfferjeve celice kot odgovor
na bakterije, viruse, raghe citokine in imunske komplekse. Je poglavitni ratxut
imunskega odziva na po Gramu negativne baktergmgmben pa je tudi pri odzivu na
druge infektivne mikroorganizme. NajpomembnejSiicel vir TNF so z LPS-om
aktivirani mononuklearni fagociti. BioloSke aktivsto TNF (kot posledica delovanje
LPS) najbolje pojasnimo kot funkcijo kéine. Pri majnhnih koncentracijah spodbudi
Zilne endotelijske celice k izrazanju povrSinskidhezijskihn molekul, ki napravijo
endotelijske celice lepljive najprej za nevtrofiloce nato za monocite in limfocite. To
delovanje prispeva k naka@gnju levkocitov v vneti& in je verjetno fiziolosko
najpomembnejSi lokalni dinek TNF. Poleg tega TNF aktivira vnetne levkocitg
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ubijejo mikrobe in spodbudi mononuklearne fagokitelocanju citokinov, predvsem IL-
1, IL-6, samega TNF in kemokinov. Vsi ttinki so kriticni za vnetni odziv na mikrobe.
Ce je drazljaj LPS dovolj m@n, se izléajo veje kolicine TNF. V takih razmerah
vstopi TNF v obtok in deluje kot endokrini hormarNF je endogeni pirogen, ki deluje v
hipotalamusnem termoregulacijskem ol#&unan inducira vr@ino. Poleg tega deluje na
hepatocite, da povajo izlocanje nekaterih proteinov akutne faze. TNF zavirbtele
maticnih celic v kosthem mozgu zato kréno izpostavljanje TNF povzolimfopenijo

in imunsko pomanijkljivost.

. Kemokin IL-8

Kemokini (citokini, z m@éno sposobnostjo kemotakse) so velika druzina strokt

homolognih citokinov, ki stimulirajo levkocite iregulirajo njihovo potovanje iz krvi v
tkiva. V razline skupine jih delimo na podlagi Stevila in lokaciN-terminalnih

cisteinskih ostankov. Dve glavni skupini predstapj kemokini CC, pri katerih so
cisteinski ostanki drug poleg drugega in kemokiXGZ pri katerih so cisteinski ostanki
loceni z eno aminokislino. Pri procesih vnetja delwjggmokini CXC v glavhem na
nevtrofilce, kemokini CC pa na monocite, limfocite eozinofilce. Kemokine, ki so
vpleteni v vnetne procese kot odgovor na zunangZl@je proizvajajo levkociti.

Kemokine, ki regulirajo prehod celic skozi tkiva peoizvajajo razline celice v teh

tkivih (levkociti, bronhalne epitelijske celice, fiedinociti). IL-8 je predstavnih druzine
CXC kemokinov, ki privablja nevtrofilce na mestoefja (Abbas in Lichtman, 2005;
Vozelj, 2000).

2.2 CREVESJE IN IMUNSKI SISTEM

Crevesje je organ, v katerem se odvijajo kompleksterakcije med hrano, mikrobi in
gostiteljskimi celicami. Je del prebavnega sisteknge odgovoren za absorbcijo hranilnih
snhovi in vode. Sestavljata ga dve anatomski regijikocrevo, ki se deli na dvanajstnik
(duodenum), te€e (gunum) in vito ¢revo (leum) in debelocrevo, ki ga anatomsko
razdelimo na koloncplon), slepocrevo (caecum) in rektum €ectum), ki se nadaljuje v

anus in predstavija kéni del prebavnega traktdrevesje je cevast organ z Zitao

histolosko zgradbo, ki jo sestavljajo sluznica, fladnica, misina plast in seroza.
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Sluznico {unica mucosa) sestavlja epitelijléamina epithelialis), propria (amina propria)

in miSicna plast, sestavljena iz gladkih ndi§ih celic (amina muscularis mucosae).
Absorbcijsko sposobnosgtevesja zelo mimo pove€ajo resice, ki so v dvanajstniku dolge
in postajajo vedno krajSe proti koncu tankegavesa. V debelenmirevesu resice niso
prisotne. Resice se k&ujejo v t.i. Lieberkihnovih kriptah, na vrhu kateriso
germinativne oblike enterocitov, ki se vé&ss diferencirajo in pomikajo proti vrhu resic.
Zivljenjska doba enterocitov je od 4-7 dni, odvisnd Zivalske vrste in pogojev v
prebavilih. Proprio sluznice tvorijo rahlo vezivolimfociti T in B (ki oblikujejo tudi
limfati¢cne folikle), fibroblasti, tkivni bazofilci, plazmiag, histiociti, gladka mighina, zile

in Zivci. Crevesni epitelij sestavljajo Stirje tipi celic, ki izvirajo iz iste populacije
zarodnih celic z vrharevesnih kript. Ti raztini tipi celic so: (1) visokoprizmaine
absorbcijske celice oz. enterociti, katerih apikatmembrana je opremljena z mikrovili, (2)
vréaste celice, ki izleajo sluz, (3) enteroendokrine celice, ter (4) Plaow celice.
Panethove celice predstavljajo populacijo spegralizh epitelnih celic, ki se nahajajo na
dnu c¢revesnih kript in izldajo bakteriocidne proteine kot so lizocim, kriptid{defenzini)

in angiogenini. Kriptidini oz.a-defenzini so bakteriocidni proteini, shranjeni ramgulah
Panethovih celic. Njihovo sprégnje v lumertrevesja sprozi stimulacija s strani mikrobov
ali mikrobnih molekul kot so LPS, lipoteihojska liki in muramil dipeptid. Pomembne
celice ¢revesnega epitelija so tudi celice Mngl. microfold cells), ki imajo na apikalni
povrsini mikroplike namesto mikrovilov, ter izlajo manjSe kotiine prebavnih encimov
kot absorbcijske celice. Celice M, ki jih uggdno med celice mononuklearnega
fagocitnega sistema, se v epiteliju tankégavesa nahajajo nad limfatimi folikli kot del

s folikli povezanega epitelija (FAE, follicle-assated epithelium). To so nizkoprizmétie
celice s Stevilnimi vgrezninami bazalne membranejekna teh mestih prekinjena. Z
ostalimi celicami so povezane z dezmosomi. Njihéwakcija je prenos antigenov in
lektinov (proteinske molekule na povrSini baktedp makrofagov s pond@® endocitoze
(Crawford, 1999; Greaves, 2000).

Prvo obrambno linijocrevesja predstavlja mukozni sloj, ki pokriva epjtéh vsebuje
razlicne varovalne in protibakterijske substance, ki igfocajo epitelne celice npr.
komponente komplementa, mucine, encime in defengirevesni epitelij poleg tega, da je

udelezen pri absorpcijskih, prebavnih in sekretomiocesih, ne predstavlja le pasivne
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bariere, ampak igra pomembno obrambno vlogo prédrakcij z imunskim sistemom.
Crevesne dendritske celice iztegujejo svoje podaljSkozi tesne stike mettevesnimi
epitelijskimi celicami, kar jim omog@ lovljenje mikroorganizmov v lumndrevesja.
Iztegovanje dendritov v lumen je oma@go s signali, ki jih posredujejo kemokinski
receptorji CX3CR1, iztegovanje podaljskov dendiiiskelic pa ojda Se signaliziranje
TLR receptorjev na nekaterih epitelnih celicabvesja (Pamer, 2007). Peyerjeve oS
(PP) so organizirano limf&mo tkivo v steni tankegarevesa, ki vsebujejo limfaine
folikle, napolnjenje z limfociti B, in interfolik@rne populacije limfocitov TLamina
propria vsebuje veliko Stevilo limfoidnih in mieloidnih ke predvsem imunoglobulin A
pozitivnih (IgA") plazmatk, razporejenin potrevesnim epitelijem. Znotraj epitelija se
nahajajo véinoma CD8 T celice. Vse vépa je dokazov, da je kvantiteta in kvaliteta celic
odvisna od stimulacije, ki jo zagotovi endogenastinalna mikrobiota (Ibnou-Zekri in
sod., 2003).

2.2.1 Toll-u podobni receptorji (TLR-ji)

Vecceliéni organizmi so neprestano izpostavljeni mikrobdirjjih lahko ogrozijo svojega
gostitelja. UspeSno se lahko branijo & so sposobni pravasnega prepoznavanja
patogenih mikroorganizmov in jim tako pregife vstop in posledine poskodbe tkiva.
Enterociti izraZzajo receptorje druzine PRR (pattecognition receptors), ki prepoznavajo
specifcne komponente mikroorganizmov (PAMP, pathogen-astssmt molecular
patterns). Receptorji, ki igrajo pomembno viogo getekciji PAMP, sodijo v druzino
TLR-jev in druzino receptorjev  NOD (nucleotide-bing oligomerization domain
receptors). TLR-ji so del druzine receptorjev PRRyrepoznavajo specifine komponente
mikroorganizmov in predstavljajo pomembno povezamed prirojeno in pridobljeno
imunostjo. So glikoproteinski transmembranski récgptipa |, sestavljeni iz zunajcéhe,
transmembranske in znotrajéele domene. Zunajcéhi, N-terminalni del TLR je
setavljen iz ponovitev bogatih z levcinom (leudichrrepeat, LRR) in je odgovoren za
vezavo z doléenimi strukturnimi komponentami patogenih mikroorganov (PAMP).
Variacije v LRR sekvencah generirajo receptorjgrikipoznavajo Stevilne raztie PAMP.
Znotrajceltna domena vsebuje zelo ohranjeno domeno TIR (Lell/lreceptorska

domena), ki je homologna signalni domeni receptdkjal in lahko aktivira NF«B
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signalno pot in poznejso gensko transkripcijo. Bdag je bilo pri sesalcih ugotovljenih 12
razlicnin TLR-jev. TLR2, 4 in 6 se nahajajo na plazemsi@mbrani imunskih celic in
prepoznavajo lipoproteine in lipoglikane na povr$mkrobov. TLR2 deluje v povezavi z
TLR1 in TLR6. TLR5 se prav tako nahaja na plazenmakimbrani in je specifen za
flagelin, ki je monomerni protein in sestavni delkberijskih b&kov. TLR3 prepoznava
virusno dvovij@no RNA, enovij@gno RNR pa TLR7 in TLR8. TLR9 se nahaja znotraj
celice in prepoznava mikrobno DNA. LPS prepozna¥®es Lreceptorski kompleks, ki ga
sestavljajo vsaj tri molekule: CD14, TLR4 in proteViD2. Vloga posamezne molekule
tega kompleksa Se ni povsem pojashjena, ugotovpane, da je za stimulacijo odziva na
LPS nujno potrebna interakcija med TLR4, MD2 in LREXlice gostiteljice proizvajajo
protein MD2 v velikih koléinah, saj ta deluje kot opsonin in tako izboljSgd@tozo po
Gramu negativnih bakterij. V primeru vnetnega odziVTLR-ji aktivirajo tkivne
makrofage, da zaejo izlaiati provnetne citokine TNF, ILf in IL-6, ki urejajo lokalni in
sistemski vnetni odziv. TNF in ILfl z aktivacijo lokalnega endotelija povzia
vazodilatacijo in posledho pove€ano prepustnost krvnih Zil, kar omagoprihod
serumskih proteinov in levkocitov na mesto infe&kdBrightbill in sod., 1999; Werling in
sod., 2009; Winkler in sod., 2007).

2.2.2 receptorji NOD

Receptorja poddruzine NOD (NOD1 in NOD2) sta udeteZ pri zaznavanju
peptidoglikanov bakterij, vsak od njiju prepoznarukturno znailne fragmente
peptidoglikana. Zaznavanje s strani NOD1 in NOD@3psintezo provnetnih citokinov in
kemokinov in nabor nevtrofilcev na mesto infekci¥OD2 je nadvse pomemben za
sintezo protibakterijskih peptidov, defenzinov, jiki izlo¢ajo Panethove celice tankega
crevesa (Medzhitov, 2007).

2.2.3 Transkripcijski faktor NF- kB

NF-xB je glavni transkripcijski faktor za uravnavanjengv, ki sprozijo signale za
nastanek vnetja wrevesju. Pot aktivacije NkB se z&ne s signali, ki se prenesejo prek
razlicnin receptorjev (receptorji za citokine in TLR), lzakterijskimi produkti in
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efektorskimi proteini preko ce€lne membrane. V citoplazmi celic se nahaja neaktif

kB, na katerega je vezan inhibiteB (IxB). Po tem, ko #B serinska kinaza (IKK)
fosforilira serinske ostanke nacB, se nanj lahko veZze ubikvitinkB z vezanim
ubikvitinom je tata za razgradnjo s 26S proteasomom, kar oicgrostitev NF<B iz

kompleksa #B/ NF«B. NF«B se premakne v jedro, kjer aktivira prepisovamgeliénih

genov, Vkljigno z geni, ki kodirajo citokine in druge mediatory@etja (Abbas in
Lichtman, 2005).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 REAGENTI IN GOJIEA

» BHI, tekate goji¥e Brain Heart Infusion (Merck, 1.10493.0500)

* BHI, agar Brain Heart Infusion (Merck, 1.1382510%

« agar Coliform (Merck, 1.10426.0500)

* ¢revo za dializo (Sigma D-9777)

« DMEM, agar Dulbecco's Modified Eagle's Mediumd&iom, AG T 043-01;

« BioWhittaker BE 12-709F)

 agark. coli O157:H7 (Merck, 1.04036.0500)

* FBS, serum govejega zarodka (Gibco, 10106-169)

* Fluorescentni prekrivni medij (Dako, S3023)

« gentamicin (Gibco, 15750-037)

« glicerol (Merck, 4094)

* Hemacolor, komplet reagentov za barvanje hiskatho klini¢nih preparatov (Merck,
1.11674)

« HEPES Hanks, Hanksova solna raztopina, N-[2-lkisiadil]piperazin-N'-2-[etan
sulfonilna kislina] (10mM HEPES; pH 7,4)

* L-glutamin (Sigma, G-8540)

* Lipopolisaharidi izE. coli 0111:B4 ( Sigma, L5293)

* MRS, tek@e goji¥e De Man, Rogosa, Sharp (Merck, 1.10661; Oxoid, 6943
« MRS, agar De Man, Rogosa, Sharp (Merck 1.1066@jd) CM361)

« kalijev klorid (Merck, 1.04936)

» 2-merkaptoetanol (Sigma, M-7154)

* metanol (Merck, 1.06009)

e mucin iz prasijega zelodca, Type lll (Sigma, M1778)

* barvilo za elektroforezo naphtol blue black (SegriN3393)

* natrijev hidrogen karbonat (NaHGXKemika, 14467)

* natrijev klorid (Merck, 1.06404)

* pankreatin (Sigma, P3292)

* penicilin/streptomicin (Sigma, P4333)

* pepsin (Sigma, P-7000)
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« plastine kanile za oralno aplikacijo (Instech SolomonPEU38, 20Gx38mm)

* resazurin natrijeva sol (Sigma, R7017)

* PMA (Sigma-Aldrich, P8139)

« rifampicin (Calbiochem, 557303)

*« RPMI-1640 (Sigma, 5886)

» metil-1,2,-[3H]-timidin (Sigma, T4688)

* tripansko modrilo (Merck, 1.11732)

« Triton X-100 (Sigma, T-9284)

* zaa verigo specifina s FITC konjugirana proti-miSja IgA protitele&igma, F 9384)
 za [ verigo specifna s FITC konjugirana proti-miSja IgM protitelessEigma, F 9259)
* zay verigo specifina s FITC konjugirana proti-miSja 1gG protiteleSagina, F 8264)
« dehidriran goveji Z@l (Sigma, B 3883)

* zolne soli No.3 (Biolife, 4111302)
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3.2 BAKTERIJSKI SEVI IN GOJENJE BAKTERIJ
3.2.1 SeviroduLactobacillus¢lovesSkega izvora

Lactobacilllus gasseri K7 (K7), je izolat iz blata teden dni starega @oja, z dokazanimi

probioticnimi lastnostmi, izoliran na Katedri za mlekarstv@ddelka za zootehniko,
BiotehniSke fakultete v Ljubljani. Sev je shranjembirki mikroorganizmov na Katedri za
mlekarstvo, Oddelka za Zootehniko, BiotehniSke fabta v Ljubljani, pod oznako IM 105

in v Czech Collection of Microorganisms pod ozn&oM 7710.

Lactobacilllus gasseri K7 Rif" (K7 Rif), je derivat seva K7, ki je z zaporednim
precepljanjem v goji& z nara&joco koncentracijo rifampicina, pridobil odpornost firo
rifampicinu. Sev je shranjen v zbirki mikroorganiamna Katedri za mlekarstvo, Oddelka

za Zootehniko, BiotehniSke fakultete v Ljubljangdpoznako IM 238.

Lactobacillus gasseri LF221 (LF), (prejLactobacillus acidophilus LF221), je izolat iz
blata novorojetka, izoliran na Instituto di Microbiologia, Facolth Agraria, Universita
Cattolica dal Sacro Cuore, Piacenza, Italia. Raxiekso potrdile, da proizvaja dva
bakteriocina (Bogovi Matijasi in Rogelj, 1998). Sev je shranjen v Zbirki indyskih
mikroorganizmov (ZIM) v Ljubljani, ki je registrirea kot WDCM810 (WFCC-MIRCEN
World Data Centre for Microorganisms (WDCM), podhako ZIM BI 50.

Lactobacillus gasseri LF221 bac(LF bac), je mutant seva LF, ki ne tvori bakteriocinov.
Pridobili smo ga na Katedri za mlekarstvo, Oddetkuzootehniko, Biotehniski fakulteti,
Univerzi v Ljubljani; s tretiranjem seva LF221 zNNnitrozoguanidinom. Sev je shranjen v
Zbirki industrijskih mikroorganizmov (ZIM) v Ljub§ni, ki je registrirana kot WDCM810
(WFCC-MIRCEN World Data Centre for MicroorganisnWDCM), pod oznako ZIM BI
43.

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), je izolat s Stevilnimi dokazanimi probémimi

lastnostmi. Sev je shranjen v ameriSki @alizbirki (American Type Cell Collection;
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ATTC) pod oznakoATCC 53103. LGG je trzna znamka v lasti Finske ralske

korporacije Valio.

Lactobacillus casei imunitass DN114 je naravni izolat iz rodu laktobacilov, widjen v
raziskovalnem centru DANONE Vitapole iz fermentega mleka. Zaradi dokazanih
probioticnih lastnosti ter dobrega preZivetja v izdelkih grebavilih, ga uporabljajo za
proizvodnjo probiotinih izdelkov. Sev, ki smo ga uporabili v nasi Sjiige bil izoliran iz
izdelka Actimel. Pripadnost vrstiactobacillus casel smo potrdili z metodo PCR s

specifinimi zatetnimi oligonukleotidi za to vrsto.

L. delbrueckii ssp. bulgaricus BF (BF) je izolat iz prehranskega dopolnila BidgiKamy
Medical, Bolgarija). Sev je izoliran iz tradiciongiga bolgarskega jogurta in je v lasti
druzbe Selur (Sofia, Bolgarija). Sev je shranjaih tuzbirki mikroorganizmov na Katedri
za mlekarstvo, Oddelka za Zootehniko, Biotehnisdaultete v Ljubljani pod oznako IM
376.

Lactobacillus sakei NCDO 2714 smo zaradi obtljivosti za bakteriocine uporabljali kot
indikatorski sev. Shranjen je v zbirki mikroorgamav NCDO (National Collection of
Dairy Organisms, National Institute for Dairyinge&ling England) pod oznako NCDO
2714.

3.2.2 Sevi roduLactobacilluszivalskega izvora

Lactobacillus reuteri 9/17 (IM 298), 9/26 (IM 278), 2/26 (IM 280), 14/ZBV 279), 2/18
(IM 303), 12/26 (IM 300) in 10/26 (IM 301),actobacillus crispatus/amylovorus 4/26 (IM
276) in 2/25 (IM 299) teLactobacillus vaginalis/reuteri 13/26 (IM 302), 11/26 (IM 277)
in 6/17 (IM 297) so izolati iz prebavil 3-5 tednstarih odstavljenih pujskov, izolirani na
Katedri za mlekarstvo, Oddelka za Zootehniko, Biaigke fakultete v Ljubljani in
shranjeni v zbirki mikroorganizmov na isti ustanopod oznakami, ki so navedene v

oklepajih.
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3.2.3 Patogeni in potencialno patogeni sevi

S aureus RN 4220 (Kreiswirth in sod., 1983) smo prejeli 8d Vesterlund, Functional
Foods Forum, University of Turku, Finland. SeviterS. aureus so potencialno patogene
bakterije, prisotne predvsem na nosni sluznigirgvesjucloveka in zivali. Sev RN 4220

je sposoben dobrega pripenjanjarevesno sluz (Vesterlund in sod., 2006).

E. coli O157:H7 je klinéni izolat Laboratorija za bakterioloSko diagnostikevesnih
infekcij, Instituta za mikrobiologijo in imunologij Medicinske fakultete v Ljubljani, ki ga

je za poskus podarila dr. Alenka Andlovic, vodjadeatorija.

E. coli 08:K88:H9ENt je enterotoksigenk. coli, izolirana izérevesja sesnih pujskov, ki
so oboleli za drisko. Spedifii pili, ki posedujejo antigen K88 na zunanji meumndr
bakterijske celice, omogajo patogenemu sevu dobre lastnosti pripenjanjg&reaesno
sluznico (Talafantovéa in sod., 198BeVE. coli 08:K88:H9ENnt in netoksigeno mutanto
E. coli O8:K88:H9ENtsmo prejeli od prof. A. Bombe, Research Instinit&xperimental

Veterinary Medicine, KoSice, Slovaska (Bomba in.s@899).

E. coli K-12 smo prejeli od S. Vesterlund, Functional Fo&dsum, University of Turku,
Finland. Sev K-12 je sicer zelo razSirjeni laborgg&i mikroorganizem, za katerega je

poznano tudi nukleotidno zaporedije celotnega genoma

Laktobacile smo gojili v tekiem goji£u MRS ali v/na trdnem gogsi MRS pri 37 °C v
anaerobnih pogojihLactobacillus sakei NCDO 2714 smo inkubirali pri 30 °C. Pred
poskusi smo laktobacile, ki so bili hranjeni na <ZDvcepili v tekée goji&e MRS (1 %
v/v) in inkubirali preko néi pri 37 °C. Naslednji dan smo kulturo vcepili (1) v sveze
gojie MRS in inkubirali 18 ur pri 37 °C. Postopek snaslednji dan ponovili, tako da
smo v poskusih uporabili 18-urno kulturo laktobaecilpo dvakratnem precepljanju.
Koncentracijo celic laktobacilov smo ugotavljalinzetodo Stetja kolonij v ali na trdnem
goji&u MRS (Singleton, 1992). V 18-urni kulturi je Steviaktobacilov priblizno 1x1%do
1x10 ke/mL. Glede na ptakovano koncentracijo bakterij smo igaali, koliko sveZe

kulture potrebujemo za posamezen poskus. Dejantkalcs bakterij smo ugotavljali z
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nacepljanjem na plég. Patogene bakterije smo gojili na enakimazendar z uporabo

goji&a BHI.

Preglednica 1Pogoji za kultivacijo bakterijskih sevov.

Table 1:Conditions for cultivation of bacterial strains

Bakterijski sev Gojisee A”Sg;;?i?ki Temf’%rf‘ tura

L. gasseri K7 MRS anaerobno 37
L. gasseri K7 Rif' MRS+rif anaerobno 37
L.gaserri LF221 MRS anaerobno 37
L. gasseri LF221 (bac-) MRS anaerobno 37
L. rhamnosus GG MRS anaerobno 37
L. casei immunitass DN114 MRS anaerobno 37
L. ssp. bulgaricus BF MRS anaerobno 42
L. sakei NCDO 2714 MRS anaerobno 30
L. reuteri 9/17, 9/26, 2/26, 14/26, 2/18, MRS anaerobno 37
in 12/26, 10/26

L. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 MRS anaerobno 37
L. vaginalis/reuteri 13/26, 11/26 in 6/17 MRS anaerobno 37
S aureus RN 4220 BHI aerobno 37
E. coli O157:H7 BHI aerobno 37
E. coli O8:K88:H9ENt in Ent BHI aerobno 37
E. coli K-12 BHI aerobno 37

& Anaerobne pogoje smo zagotovili s patacsistemov Generbag v neprodusnihckee
ali Generbox v anaerobnih Skatlah (Biomerieux, Maf€&toile, Francija).
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3.3 UGOTAVLJANJE SPOSOBNOSTI PREZIVETJA V SIMULIRAM
ZELODCNEM IN CREVESNEM SOKU

Sposobnost prezZivetja izbranih probioih sevov smo ugotavljali v simuliranem
zeloknem in ¢revesnem soku pri temperaturi tasu inkubacije, ki naj btimbolj
ponazarjali razmere v prebavnem traktu. Celice &uthe kulture laktobacilov smo
prenesli v 50 mL simuliranega Zelgwga soka (NaCl 125 mmol/l, KCI 7 mmoll/l,
NaHCOG; 45 mmol/l in pepsin 3 g/l) z vrednostjo pH 2,3 onra 7. Vzotili smo obéasu 0,
po 90 in po 180 minutah. Stevilo preZivelih mikrganizmov smo ugotavljali z metodo
Stetja na pla&ah. Laktobacile smo po 3-urni inkubaciji v simufiean zelodnem soku
izlocili s centrifugiranjem ter jih prenesli v simuliramevesni sok (0,1% pankreatina in
0,3% Zoénih soli, pH 8 (No. 3, Biolife)). Vzaiili smo pri¢asu 0, po 90 in po 180 minutah
in Stevilo prezivelih mikroorganizmov ugotavljalizetodo Stetja na plégh (Fernandez in
sod., 2003).

3.4 UGOTAVLJANJE PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
3.4.1 Ugotavljanje protibakterijske aktivhosti z megodo lise na agarju (MLA)

Sposobnost potencialnih probistin sevov za produkcijo protibakterijskih snovi smo
ugotavljali z difuzijsko metodo v agarju (metoda pagg-u (1976) z modifikacijami po
Bogovic Matijasi in Rogelj (1998). Na osuSeno plast modificiranedaega goji&a MRS
(10 mL) v petrijevih plo&ah smo na ozrana mesta nacepili [d 18-urne kulture testnih
sevov laktobacilov, po dvakratnem precepljanjusédosmo inkubirali 24 ur pri 37 °C v
anaerobnih pogojih. Naslednji dan smo tako pripeard ploge z izraslimi testnimi sevi
prelili s poltrdim goji€em, ustreznim za posamezni indikatorski sev (BHR3/ali RCM),

ki je vsebovalo 18-urno kulturo indikatorskih se\®®@ pul kulture indikatorskega seva smo
resuspendirali v 5 mL poltrdega g@@g. Ploge smo ponovno inkubirali 24 ur pri 37 °C v
anaerobnih pogojih. Prisotnost protibakterijskiloarnv vzorcu smo po inkubaciji potrdili s
pojavom cone inhibicije rasti indikatorskih sevoa podr@ju okrog lise z izraslimi

kolonijami testnega seva.
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3.4.1.1 Priprava brezceéhih supernatantov

Testne seve smo vcepili (1% v/v) v 25 mL sveZeg&&o MRS in inkubirali 18 ur pri 37
°C. Kulture smo 15 minut centrifugirali pri 3500ig 4 °C. Izmerili smo vrednost pH
supernatantov, nato smo jih v kafi 10 mL odpipetirali v stekletke za liofiliziranje,
zamrznili pri -20 °C in zamrznjene liofilizirali. Upernatante smo po liofilizaciji hranili v
hladilniku in pred poskusom resuspendirali v 2 ntdrigne demineralizirane vode, tako da

smo pridobili 5-krat koncentriran supernatant posamega testnega seva.

3.4.2 Ugotavljanje protibakterijske aktivnhosti z meéodo difuzije v agarju (MDA)

OsusSeno plast trdnega gépSBHI smo prelili s 5 mL poltrdega goj&, ustreznega za
posamezni indikatorski sev (BHI, MRS ali RCM), ke jvsebovalo 25ul kulture
indikatorskega seva. V trdno ga@j& smo izrezali luknje s premerom 5 mm in vanje
odpipetirali 100ul supernatanta testnega seva. &o&mo pustili v za$tni mikrobioloski
komori, da je pripravek difundiral v trdno ga@j& zatem pa jih inkubirali 24 ur pri 37 °C.
Prisotnost protibakterijskih snovi v vzorcu smo piubaciji potrdili s pojavom cone
inhibicije rasti indikatorskih sevov na podjo okrog luknje z naneSenim vzorcem. Vpliv
prisotne kisline oziroma nizke vrednosti pH smo vprdi tako, da smo namesto
supernatantov testnih bakterij v izrezane luknpdgipetirali tekée goji¥e MRS, ki smo
mu dodali toliko mléne kisline, da smo pridobili raztopine z r&mnimi vrednostmi pH
(3,8,4,0,4,2,4,4,4,6, 4,8).

3.5 UGOTAVLJANJE VARNOSTI PROBIOTIKOV
3.5.1 Razgradnja sluzi
3.5.1.1Ci&enje pragije zelodne sluzi

V testu razgradnje sluzi smo uporabili delrSeeno prasijo zelodno sluz (mucin from
porcine stomach type Ill, Sigma M 1778). Pred uporg bilo potrebno sluz dodatno
ocistiti, zato smo 10 g sluzi v liofilizirani oblikiaztopili v 500 mL 0,02 M fosfatnega

pufra z 0,1 M NaCl (PBS), dodali 1 mL toluena in§ak eno uro na magnetnem mesalu.
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Nato smo z 2 M NaOH umerili vrednost pH raztopie72. Raztopino smo mesali 24 ur
na magnetnem mesalu in nato 1 uro centrifugiraldptC in 10.000 g. Supernatant smo
ohladili na 0+2 °C in dodali ohlajen etanol do Gfstotne kotine koncentracije (v/v) in

tako oborili proteine zeldghe sluzi. Proteine smo s podjim mocnega stresanja raztopili v
60 mL destilirane vode in jih prelili ¥revo za dializo (dialysis tubing, Sigma D-9777).
Dializa v destilirani vodi je potekala 24 ur, désino vodo smo menjali na 8 ur. Po 24
urah smo vsebino iz dializnegeevesa odpipetirali v steklatkie in liofilizirali. Z opisanim

Noh X v

postopkom smo pridobili 3,8 g piiécene prasie Zelodne sluzi, ki smo jo uporabili pri
pripravi goji&a za test razgradnje sluzi (gégSB). ZaciS¢enje praSije sluzi, pripravo
goji&a B in test razgradnje sluzi smo uporabljali metddeso jih opisali (Fernandez in

sod., 2005) in (Zhou in sod., 2001).

Sestavine gojisa B smo raztopili v destilirani vodi. Pripravili en¥60 mL gojiga in ga
razdelili v dve steklekki po 380 mL, v eni od stekletk smo gojigu B dodali Se 3
odstotke glukoze (30 g/L). Tako pripravljenemu §ajiB in goji&u B z glukozo smo z 2
M NaOH umerili vrednost pH na 7,2. Z g@&n B in goji$em B z dodano glukozo smo
prelili 4 petrijeve plo&e, jih razdelili na 6 delov in na vsak del nand<li uL kulture
testnih sevov. Pl@& smo anaerobno inkubirali 3 dni pri 37 °C. Po mehi inkubaciji
smo ploge prelili z 0,1-odstotnim Amido Black v 3,5 M ocefaslini, pocakali 30 minut,
da so se enakomerno obarvale in jih nato spraf2 MLocetno kislino. Po spiranju smo na

ploXah ugotavljali prisotnost cone razgradnje sluzi.

Sposobnost razgradnje sluzi smo preskuSali pri vgelatih iz odstavljenih pujskov
(poglavje material in metode 3.3), pri LGG ter Kat pozitivno kontrolo smo uporabit.

coli O8:K88:H9ENnt, E. coli O8:K88:H9Ent in S aureus RN 4220. Kot negativno
kontrolo smo uporabili sev&. coli O8:K88:H9ENt in LGG, ki sta bila 10 minut

izpostavljena 100 °C.

3.5.2 Ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom

Odpornost proti antibiotikom smo preskusali daveskem izolatu K7 in pragih izolatih
L. reuteri 9/17, 9/26, 2/26, 14/26, 2/18, 12/26 in 10/R6gcrispatus/amylovorus 4/26 in
2/25 ter L. vaginalis/reuteri 13/26, 11/26 in 6/17. Suspenzije bakterijskih cedmo
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pripravili tako, da smo celice iz 18-urne kultupgai in resuspendirali v tolikSni ka@ini
fizioloSke raztopine, da je motnost ustrezala vostinl po Mc Farlandovi lestvici.
Uporabili smo goji&e, ki smo ga sestavili iz 90-odstotnega Mueler étin{Merck,
Nemdija) in 10-odstotnega gojia MRS ter uravnali na vrednost pH=6,7 (Klare in.sod
2005). Petrijevke s po 25 ml gaj@gsmo osusili, na povrsino nacepili po 100 ul sozpe
celic in nanesli na povrsino trakove E-festantibiotiki. Ploge smo inkubirali 48 ur pri 37
°C v anaerobnih razmerah. Rezultate minimalnihkitbinih koncentracij (MIC) smo

ockitali po navodilih proizvajalca AB Biodisk (SolnSyedska).

3.6 UGOTAVLJANJE HIDROFOBNOSTI

Uporabili smo 18-urno kulturo testnih sevov, ki spio predhodno dvakrat precepili.
Kulturo smo 10 minut centrifugirali pri 4000 g in°€. Supernatant smo odlili in celice
trikrat sprali s PBS. Celice smo resuspendirali BSPin uravnali optino gostoto na
vrednost 1 pri 560 nm. 3 mL cé&tie suspenzije smo dodali 0,6 mL n-heksadekana in 2
minuti mesSali na vriniku. Vzorce smo inkubirali 1 uro pri 37 °C. Poutaciji smo vodno
fazo previdno odpipetirali v 2 mL kiveto in ponovamerili opténo gostoto pri 560 nm.

Odstotek hidrofobnosti smo iztanali po naslednji formuli:

% hidrofobnosti = [(A-A)/A]x100 ..(1)

Ao - absorbanca vodne faze pred stikom z N-heksadekano
A - absorbanca vodne faze po stiku z N-heksadekanom
(Vinderola in sod., 2004)

3.7 UGOTAVLJANJE SPOSOBNOSTI ADHEZIJE (PRIPENJANJA
MIKROORGANIZMQOV)

Sposobnost pripenjanja izbranih sevov mikroorganizramo preizkusili z metodaniin

vitro na celéni liniji Caco-2 in na sluzéloveSkega in pra§jega izvora.
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3.7.1 Celice Caco-2

Celicno linijo smo dobili iz ameriSke zbirke tipskih kut (American Type Culture
Collection; ATCC), v kateri je shranjena pod oznakbCC HTB 37. Celice Caco-2 so
celicna linija, ki so jo pridobili iz adenokarcinoma @dbgacrevesa 72-letnega pacienta
(Fogh in sod., 1977; Pinto in sod., 1983). Popoladaitierencirane celice Caco-2 imajo v
pogojihin vitro lastnosti celic tankeg&aevesa (enterocitov) in so najpogosteje uporabljen

model za proéevanje sposobnosti adhezije bakterigrevesno sluznico.

3.7.2 Goji&e za celice Caco-2

Celice Caco-2 smo gojili v gojis DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) z
dodatki. Osnovno gojt& DMEM (BioWhittaker, BE 12-709F ali Biocrom, AG(43-01)
smo pripravili po navodilih proizvajalca. Nato sndodali sterilno pripravljen plodov
serum goveda (FBS) v 16-odstotni Kankoncentraciji (v/v) in antibiotik gentamicin v

kon¢ni koncentraciji 5qug/mL.

3.7.3 Gojenje celic Caco-2

Delo s ceknimi kulturami je vedno potekalo v sterilnih podgjiv mikrobioloski komori.
Celice smo vzdrzevali v gojis DMEM z dodatki, v inkubatorju pri 37 °C v aerobni
razmerah s 5% COGojixe smo menjali 3-krat tedensko. Celice Caco-2 sedpa na
povrSino in se razmnoZzujejo, dokler ne pride ddastia celic, ki povrSino v celoti
zapolnijo. Ko jo popolnoma prekrijejo v eni plassie nehajo deliti in t&mo, da so
dosegle fazo konfluentne radile jim menjamo goji&, se zé&nejo diferencirati. Ko so se
celice zg&ele stikati (po priblizno enem tednu), smo jih jofie dva tedna v enakih
pogojih, da smo dosegli popolno diferenciacijo. gajenje celic smo uporabljali
polistirenske stekletske s povrsino 75 cm(Greiner, 658 170 ali TPP, 90076). Celice v
steklenékah smo prelili s 15 mL goj&. Pred poskusom smo celice gojili v polistirenskih
plo&ah s 24 vdolbinicami, s povr§ino posamezne vdatkidi cni (TPP, 92424). V vsako
vdolbinico s pritrjenimi celicami v koncentraciji X 10!, smo odpipetirali 1 mL goji.

Celice smo presajali 1-krat tedensko (ena pas&&gmo celice odlepili od podlage, smo
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jih najprej sprali s PBS, nato pa med&ed povezave prekinili z 0,25-odstotnim Tripsin-
EDTA (EDTA-etilendiaminotetraocetna kislina). Ce&lismo prekrili z raztopino Tripsin-
EDTA, jo po 1 minuti odstranili in nato pakali Se 10 minut, da je Tripsin-EDTA, ki se je
zadrzal med celicami, razgradil med¢eé povezave. Celice smo nato resuspendirali v
gojis¢u DMEM in jih presteli s hemocitometrom. Tako zamamozevanje kot za pripravo
celic za poskuse smo v gojitvene posodice naspdil4 x 10 celic. V poskusih smo
uporabljali tri tedne stare celice. Vsaj 24 ur pexietkom poskusa smo dodali gags
DMEM brez antibiotika. V poskusih smo uporabiliicel med 5. in 22. pasazo (Bogovi
Matijasic in sod., 2003; BogoviMatijask in sod., 2006a; Fajdiga, 2006).

3.7.4 Crevesna sluzloveskega in Zivalskega izvora

Za pridobivanje sluzi izZrevesja, smo del zdravega, reseciranggaesja pazljivo sprali s
PBS, ki je vseboval 0,01 odstotka Zelatine in zatewno postrgali sluz s sluznice s
pomaijo gumijaste spatule. Tako pridobljeno sluz smatrifigirali 10 minut pri 1300 g,
da smo izlgili celicne ostanke in bakterije. Daliti smo vsebnost proteinov &revesni
sluzi (Lowry in sod., 1951) in jo do uporabe hrapii temperaturi -20 °C. Pred poskusom
smo sluz raztopili v Hanksovi solni raztopini (HHg smo dosegli koncentracijo proteinov
0,5 mg/mL (Laukova in sod., 2004; Vesterlund, 2006)

3.7.5 Sposobnost adhezije na celice Caco-2

Ugotavljanje adhezivnih sposobnosti testnih probimih sevov je potekalon vitro na
¢revesnih epitelnih celicah Caco-2. Uporabljali stnotedne stare, torej diferencirane
celice Caco-2 in praevali sposobnost vezave izbranih bakterij na cel@aice Caco-2
smo na dan vsakega poskusa $teli. Stevilo celiilgev vseh poskusih priblizno 2-4 x 10
na cnf. Bakterije smo po 18 urah inkubacije centrifugiialpelet trikrat sprali s PBS. Po
tretiem spiranju smo bakterije resuspendirali v RB8ravnali opitno gostoto na 0,5 pri
600 nm, tako da je koncentracija bakterij znasalipno 5x1¢ do 5x16 KE/mL odvisno
od posameznega seva. Po dvakratnem spiranju celm-£ s PBS, smo v vsako
vdolbinico ploge s 24-imi vdolbinicami nanesli 0,5 mL bakterijsteztopine in 30 min

inkubirali pri 37 °C v atmosferi s 5% GONevezane bakterije smo odstranili s trikratnim
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spiranjem s PBS. Po inkubaciji smo celice Cac@gdii s Tritonom X-100 (0,05-odstotni)
in Stevilo vezanih laktobacilov ovrednotili z metodtetja na pla@h na gojisu MRS

(Bogovik Matijask in sod., 2003; BogoviMatijask in sod., 2006a).

3.7.6 Sposobnost adhezije in testi tekmovanja naugi ¢loveSkega in pradjega

izvora

Studije adhezije in sposobnost tekmovanja testnibipticnin sevov z izbrano patogeno
bakterijo & aureus, E. coli) na¢revesni sluzi so bile opravljene s pafjuoradioaktivnega
ozn&evanja preiskovanih bakterij in &thvanja deleza vezanih bakterij z merjenjem
radioaktivnosti s tekinsko scintilometrijo (Ouwehand in sod., 1999). 8ako vdolbinico
polistirenske mikrotitrske plég s 96-imi vdolbinicami smo nanesli 100 ul p$sene
suspenzije sluzi in inkubirali 15-20 ur pri 4 °Co Ihkubaciji smo odstranili nevezane
komponente sluzi z dvakratnim spiranjem z 200 ul H&rjavainen in sod., 1998).
Vdolbinice mikrotitrske plo& smo po inkubaciji sprali z 250 ul HH. Preiskovaeye
bakterij smo 18 ur gojili v bujonu MRS pri 37 °Cofia¢u smo dodali 5 pl/mL metil-1,2,-
[3H]-timidina, da smo bakterije metabiio ozn&ili. Bakterije smo po 18 urah inkubacije
centrifugirali in pelet trikrat sprali s PBS. Petjem spiranju smo bakterije resuspendirali
v PBS in uravnali Stevilo celic z umerjanjem ¢p#& gostote na 0,5 pri 600 nm, tako da
smo dobili priblizno 1-2x1DKE/ml. V vsako vdolbinico smo dodali 100 pl balisie
suspenzije in inkubirali eno uro in pol pri 37 °Cuémola in sod., 2000). V testih
tekmovanja smo istasno dodali 50 pl laktobacilov in 50 Hl coli ali S. aureus. Preverili
smo tudi vpliv laktobacilov na adhezijo pri dvehnkentracijalE. coli ali S aureus, zato
smo Vv testih tekmovanja uporabili razmefacoli ali S. aureus in laktobacili 1:1 in 1:10.
Tako kot v predhodnih testih smo bakterije resudpah v PBS in uravnali Stevilo celic z
umerjanjem optine gostote na 0,5 pri 600 nm, natoEpaoli oziromaS. aureus ustrezno
razredili v PBS. Pri testih tekmovanja smo radioaktivien&iili le E. coli ali S aureus,
vezavo pa ovrednotili glede na rezultate, kjer ijevitestu uporabljeni set. coli ali S

aureus sam.
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3.8 UGOTAVLJANJE VPLIVA IZBRANIH LAKTOBACILOV NA CITOKINSKI
ODZIV CELICNE LINIJE THP-1

3.8.1 Celice THP-1

Celicno linijo smo dobili iz ameriSke zbirke tipskih kut (American Type Culture
Collection; ATCC), v kateri je shranjena pod Stkeil ATCC TIB-202. THP-1 je
monocitna cetina linija, pridobljena iz krvi 1l-lethega &ea obolelega za akutno
monocitno levkemijo. Po stimulaciji s PMA (Phorldd-myristate 13-acetate) se monociti
preobrazijo v aktivne makrofage s sposobnostjo gojgnja na podlago in izanja

citokinov (Tsuchiya in sod., 1980).

3.8.2 Gojenje celic THP-1

Celicno linijo smo gojili s pomgo standardnih tehnik za cétie kulture v gojigu RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma, R6B& dodatki. Ze pripravljenemu
gojis¢u (500 mL) smo dodali 5,5 mL 200 mM L-glutaminam® mesSanice streptomicina
in penicilina, ki je vsebovala 5000 U/mL streptoméin 5000 pg/mL penicilina, 50 mL
deaktiviranega tetg§ega seruma in 1,748 uL 14,3 M 2-merkaptoetanola.

Delo s cekno kulturo je vedno potekalo v sterilnih pogojih,mikrobioloski komori.
Celice smo vzdrzevali v gojis RPMI 1640 z dodatki, v CQOinkubatorju pri 37 °C v
aerobnih razmerah s 5% @a gojenje celic smo uporabljali polistirenskek&nicke s
povrsino 75 crf (TPP, 90076), v katerih so bile celice suspendirargoji&u in se niso
pritrdile na podlago. Ko so se monocitigali deliti, tvoriti skupke v obliki grozdov, smo
jih centrifugirali 5 min pri 1600 g in 4 °C, pre8tas resuspendirali v 20 mL goga RPMI
1640, tako da je bila njihova kama koncentracija med 5x1@n 7x1¢ celic/mL. Celice
smo ponovno inkubirali, dokler nismo pridobili zatleega Stevila celic za izvedbo
poskusa. Goji& smo menjali v povpigu 3-krat tedensko. Celice smo Steli tako, da smo
100 pL celic, resupendiranih v RPMI, odpipetirali v epetko, ki je vsebovala 900L
tripanskega modrila, 100L te suspenzije odpipetirali v Neubauerjevo komiaroelice, ki
SO0 se obarvale modro (Zive celice z ohranjenccrelimembrano) presteli s potjo

svetlobnega mikroskopa.
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3.8.3 Priprava celic THP-1 za poskus

Vsaj 24 ur pred zgetkom poskusa smo celice gojili v ge@jis RPMI, ki ni vsebovalo
antibiotika. Pred poskusom smo celice presteliyspsndirali v goji&u RPMI 1640 in jih

v koncentraciji 1x10 celic/mL odpipetirali v polistirenske pl&& s 24 vdolbinicami, tako
da je vdolbinica vsebovala 1X6elic. Goji&u RPMI smo dodali PMA v koncentraciji 10
ng/mL in plo€e inkubirali 24 ur v inkubatorju pri 37 °C v aerdbmazmerah s 5% CO
Pod vplivom PMA so se monociti cétie linijle THP-1 diferencirali v makrofage in se
pritrdili na dno polistirenske plos. Pritrjene celice smo sprali z gégn RPMI brez
PMA in antibiotikov in ponovno inkubirali 24 ur v@; inkubatorju pri 37 °C v aerobnih
razmerah s 5% COV poskusih smo uporabili celice med 8. in 12.gias

3.8.4 Priprava mikroorganizmov za poskus

V testu smo uporabili naslednje sevle:crispatus/amylovorus 4/26, LGG, K7,L. casei
imunitass DN114 in L. delbrueckii ssp. bulgaricus BF. Kulturo laktobacilov, ki je bila
predtem 2-krat precepljena, smo centrifugiralirikrat sprali s PBS. Po tretjem spiranju
smo bakterije resuspendirali v PBS in uravnali ifteselic z umerjanjem opine gostote
na 0,5 pri 600 nm, ptiemer smo dobili priblizno 1-2x2#&E/mL. V predhodnem poskusu
smo se prepeali, da se Stevilo KE laktobacilov ohraie jih resuspendiramo v gajis
RPMI. Pred poskusom smo suspenzijo laktobacilovBS& Fponovno centrifugirali in

resuspendirali v istem volumnu g@@RPMI.

3.8.5 Potek poskusa

V tri zaporedne vdolbinice z diferenciranimi cehwal HP-1 smo odpipetirali po 1 mL
* gojis¢a RPMI,
* v RPMI resuspendiranega izbranega seva laktobacilov
* RPMI z dodanimi lipopolisaharidi (LPS. coli (O111:B4) v kogini koncentraciji
0,4 pg/mL,
* v RPMI resuspendiranega izbranega seva laktobazildedanimi lipopolisaharidi
(LPS)E. coli (O111:B4) v korini koncentraciji 0,4 pg/mL,
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Tako pripravljeno pla® s 24 vdolbinicami smo inkubirali 24 ur v inkubgtopri 37 °C v
aerobnih razmerah s 5% @@0 24-urni inkubaciji smo odpipetirali superna¢aoeltne
linije THP-1 in jih do opravljanja meritev konceatije Sestih raztnih citokinov hranili
pri -20 °C.

3.8.5.1 Vrednotenje citokinov z metodo prete citometrije

Vpliv izbranih laktobacilov na imunski odziv cétie linije THP-1 smo ugotavljali s
pomaijo sistema BD™ CBA (Cytometric Bead Array, Bectonickinson, ZDA).
Koncentracije izldenih citokinov v supernatantih c&lie linije smo merili z metodo
pretaine citometrije, na tekinskem citometru BD FACSCaliblf. Izbrali smo komplet
reagentov za vrednotenje vnetja gioveku (Human inflammation kit, BD), ki omoga
merjenje koncentracij IL-8, IL{3, IL-6, IL-10, TNF in IL-12p70 v pg/mL.

Sest populacij lovilnih kroglic s spedifiimi intenzivnostmi fluoresciranja je prekritih s
specifénimi protitelesi za proteine IL-8, L, IL-6, IL-10, TNF in IL-12p70. Lovilne
kroglice, PE-konjugirana detekcijska protitelesarakombinantne standarde ali testne
vzorce skupaj inkubiramo, da pride do tvorbe sehdkompleksov. BDY CBA
programska oprema za analiziranje nam po opratljereritvah na pretmem citometru
rezultate poda grafino in v tabelah. Iz meritev, pridobljenih pri teatiju negativne
kontrole in standardov, smo izdelali umeritvenovldfjo, s pomdjo katere smo dotali

koncentracijo posameznega citokina v preiskovaadraih.

Reagenti:

e Lovilne kroglice (human inflammation capture beads)peciitno intenziteto
fluoresciranja so razporejene od najsvetlejSe giemaejSe Al (IL-8), A2 (IL-B),
A3 (IL-6), A4 (IL-10), A5 (TNF), A6 (IL-12p70)

* Lovilne kroglice za umeritev citometra (cytometetup beads)

* Reagent B: PE-konjugirana protitelesa pétveskim citokinom IL-8, IL-B, IL-6,
IL-10, TNF in IL-12p70

« Standardi za meritve vnetja ptiloveku (human inflammation standards), ki

vsebujejo liofilizirane rekombinatnéloveSke proteine; vsak standardni vzorec
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vsebuje po 50 ng/mL posameznega proteina (IL-8[3LHL-6, IL-10, TNF in IL-
12p70)

» Detektor pozitivne PE kontrole (PE positive contdstector): kontrola s PE-
konjugiranimi protitelesi, ki jo uporabimo skupaj Ibvilnimi kroglicami za
umeritev citometra za daltev izhodi€nih kompenzacijskih nastavitev

» Detektor pozitivne FITC kontrole (FITC positive ¢om detector): kontrola s FITC
konjugiranimi protitelesi, ki jo uporabimo skupaj Ipvilnimi kroglicami za
umeritev citometra, za dalitev izhodig€nih kompenzacijskih nastavitev

» Izpiralni pufer (wash buffer), ki vsebuje proteinedetergent

* Raztopina za razrédvanje (Assay diluent): raztopina proteinskegagufr

3.8.5.2 Postopek za pripravo poskusa

BD CBA standarde za vrednotenje vnetjadgoveku smo raztopili v 0,2 mL raztopine za

razredevanje, nezno premesali s pipeto in pustili 15 mimausobni temperaturi.

100 ul standardov smo nato odpipetirali v 9@0raztopine za razreéévanje in pripravili
ustrezne razredtve, tako da smo 300l izhodi&nega standarda odpipetirali v epruveto s
300 pl raztopine za razreédvanje in postopek nadaljevali, da smo dobili wstee
razreditve (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:128 in B)Razléne razreditve standardov

so nam omogdle izdelavo umeritvene krivulje.

Lovilne kroglice (capture beads) smo dobro premeagalvrticniku in odpipetirali 10ul
lovilnih kroglic za posamezen citokin (IL-8, ILB1IL-6, IL-10, TNF in IL-12p70) za vsak

preiskovani vzorec in tako pripravili skupno megangitokinov.

V posamezno ustrezno ozemo epruvetko smo odpipetirali 5d skupne meSanice
citokinov, 50ul reagenta B in 5Qu preiskovanega vzorca ali 5@ standarda ustrezne

razreditve oziroma 5Qul razred¢evalne raztopine pri negativni kontroli.

Tako pripravljene vzorce smo premesSali na¢wrkiu in 3 ure inkubirali v temi na sobni
temperaturi. Po kamani inkubaciji, smo v vsako epruvetko dodali 1 mapiralnega pufra,

premesali na vigniku in centrifugirali (5 min, 200 g, 4 °C). Supatant smo odpipetirali
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in zavrgli in preostalo vsebino v epruvetki resusprali v 300 pl izpiralnega pufra. Takoj
po pripravi smo vzorce analizirali z metodo pigi citometrije, s pontgo modro-zelene
ekscitacijske lai (488 nm argon-ion laser). Vrednotili smo 10 00&gddkov (celic) na

vzorec.

3.9 UGOTAVLIANJE VPLIVA PROBIOTCNE BAKTERIJE L. gasseri K7 (Rif')
NA MISI SEVA C57BL/6J OB SGASNI APLIKACIJI
ENTEROHEMORAGECNE E. coli 0157:H7-posku# vivo

Poskusin vivo je potekal v hletku za poskusne zivali, InStituta za mikrobiologijo
imunologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljydohi. Dovoljenje za izvajanje poskusov
na Zivalih Stevilka 34001-29/2008/7 je bilo izdanstrani Veterinarske uprave Republike
Slovenije dne 16.7.2008.

V poskus je bilo vkljgenih 50 Sest do osem tednov starih misk seva CH®HdBiénskega
spola, ki smo jih prejeli v Medicinskem eksperim@@ném centru InStituta za patologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani. Gojili smo jih plastinih kletkah pri temperaturi 21-23
°C, 55-odstotni relativni vlagi in 12-urnem cikluetlobe in teme. Zivalim v poskusu smo
kletke dvakrat tedensko menjali in jih po uporapradi in sterilizirali v za to namenjenem
prostoru. V¢asu poskusa so imele zivali neomejen dostop ddiztane vode in krme
(Altromin 1324). Na zé&etku poskusnega obdobja so bile Zivali nakim razdeljene v
poskusne skupine (5 skupin po 10 Zivali) in nasta@jv skupinah po 5 Zivali v kletki.
Poskus je bil razdeljen na obdobje prilagajanjdrij, ko so bile zivali vseh petih skupin
hranjene ad libitum samo s standardno hrano zawubliki peletov, in poskusno obdobje
(21 dni), ko so poleg standardne hrane prejemaleeStne mikroorganizme. Med
poskusom smo Zivali vsak dan opazovali in ocernjihavo zdravstveno stanje glede na

kriterije, opisane v literaturi (Shu in Gill, 2001)

(1) normalen izgled: miS je zivahna, ima gladkoet®¢o dlako, se odziva na

zunanje draZzljaje, kaze zanimanje za okolico, niniske;
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(2) nenormalen izgled: dlaka je nasrSena in niletet manj zivahna in aktivna in
manj zainteresirana za dogajanje zunaj kletke, izmpkrventilacije ob rokovanju z

Zivaljo, mi$ je zgrbljena in letargna, ne reagira na drazljaje, kaZze znake driske.

Delo je potekalo v treh prostorih, ki so med sgimjezani gistim in n&istim hodnikom.
Kontrolna skupina in skupina zivali, ki smo jim mplali sev K7 (Rif"), so bile véasu
poskusa nastanjene v prostoru namenjemu karamexitem ko so bile Zivali, ki smo jim
aplicirali le E. coli in Zivali, ki smo jim aplicirali sev K7 (Rif in E. coli, nastanjene v
prostoru za poskus. Rokovanje z zivalmi (aplikadghtanje zivali in krme, odvzem blata)
smo opravijali v Igenem prostoru, kjer smo imeli na uporabo tudi nbkvtoSko
varnostno komoro. Kadar smo na isti dan apliciraiicnim skupinam sev K7 (Rifin E.
coli, smo najprej opravili aplikacijo K7 (R)fin potemE. coli, zatem pa prostor temeljito
razkuzili. Cid¢enje in sterilizacijo kletk in vode smo opravili posebnem, za to
namenjenem prostoru, kjer smo imeli na uporabokdato Ob vhlevitvi smo vsako Zival
ustrezno oznali z uSesno &palko, da smo tekom poskusa lahko izvajali moimigr
posamezne zivali. Zivali smo stehtali in jim odvagtorce blata ob vhlevitvi, ter 8., 15.,
22. in 28. dan poskusa. Dnevno smo spremljalickadi zauzite krme oz. tehtali morebitne
ostanke krme pri posamezni skupini petih Zivaliraga velikega obsega dela, ki je
zajemalo 14-dnevno aplikacijo mikroorganizmov invoginanje Stevilnih vzorcev, Se
posebej ob zrtvovanju, smo po 5 zivali (v eni kietkljucevali v poskus z enodnevnim

zamikom.

Zadnji dan poskusa (28. dan) smo zivali omamilpprabo CQ in izkrvaveli s pomgjo

intrakardialne punkcije.

Usmrtitev z omamljanjem in izkrvavitvijo smo izvealkomori s CQ atmosfero. MiS smo
polozili v komoro in zaprli pokrov, nato smo odpvientil na jeklenki s C®in pustili

dovod plina odprt tolik@éasa, da je Zival prenehala dihati.

Nobena Zival ni poginila pred &@ovanim zrtvovanjem. Odstranjevanje trupel poskusn
zivali je bilo izvedeno v skladu s predpisi, ki jaje zivalske stranske proizvode, ki niso

namenjeni prehrani ljudi.
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3.9.1 Potek poskusa

1. skupina A

kontrolna skupina, hranjena samo s standardno tramaiSi v obliki peletov (28 dni)
8.-21. dan vsakodnevna per oralna aplikacija 10tzjolosSke raztopine

2. skupina B

1-7. dan standardna hrana za miSi v obliki peletov

8.-21. dan standardna hrana za misi v obliki pelétossakodnevna aplikacija 1,2X10
KE/mL K7 (Rif") v 100 pl fizioloSke raztopine

21.-28. dan standardna hrana za misi v obliki pelet

3. skupina C

1.-7. dan standardna hrana za miSi v obliki peletov

8.-21. dan standardna hrana za misi v obliki pel@iossakodnevna aplikacija 1,2xX10
KE/mL K7 (Rif") v 100 pl fizioloSke raztopine

8. dan intragastfha okuzba s 5xfOKE/mL E. coli O157:H7 v 100 pl fiziolodke
raztopine

21.-28. dan standardna hrana za miSi v obliki pelet

4. skupina D

1-7. dan standardna hrana za misi v obliki peletov

8.-21. dan standardna hrana za misi v obliki pelétossakodnevna aplikacija 1,2xX10
KE/mL K7 (Rif") v 100 pl fizioloSke raztopine

15. dan poskusa intragastra okuzba s 5xfOKE/mL E. coli O157:H7 v 100 pl
fizioloSke raztopine

21.-28. dan standardna hrana za misi v obliki pelet

5. skupina E
1.-28. dan standardna hrana za miSi v obliki peleto

8. dan intragastfha okuzba s 5xfOKE/mL E. coli O157:H7 v 100 pl fiziolodke
raztopine
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Legenda: Standardna hrana za misi

&1 Standardna hrana za migi in vsakodnevna peroralna aplikacija
1.2x 10" KE/mL Lactobacillus gasseri K7

Slika 4:Shematski prikaz poskusa.
Figure 4 Schematic display of the experiment

3.9.2 Gojenje in priprava mikroorganizmov

Sev K7 (Rif) smo gojili v tekdem goji&u MRS z dodatkom rifampicina v komi
koncentraciji 250 pg/mL. 5 mL 18-urne kulture, ki pila predtem dvakrat precepljena
(prvi¢ v goji&e z rifampicinom, drugi pa v goji§e brez rifampicina), smo centrifugirali
10 minut pri 3,500 g in sediment trikrat spralitergno fizioloSko raztopino. Po zadnjem
spiranju smo celice resuspendirali v 100 pl sterfimioloSke raztopine. Za aplikacijo smo
uporabili suspenzije laktobacilov, ki so bile heamg v hladilniku najuwetri dni. Dnevno
smo suspenzijo laktobacilov, pripravljeno za agij@azivalim, nacepljali na gojt&¢ MRS

z dodatkom rifampicina, da smo preverjali Stevil&/KL. V poskusu smo aplicirali v
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povpreiju 1,2x10 KE K7 (Rif")/zival/dan, resuspendiranih v 100 pl fizioloSketopine.E.
coli O157:H7 smo gojili v tekiem goji€u BHI. Dnevne doze smo pripravili po enakem
postopku kot je opisano za sev K7 (Rife da je 100 ul pripravljene suspenzije vsebmval
5 x 10 KE E. coli O157:H7/zival/dan.

3.9.3 Aplikacija mikroorganizmov

Za oralno aplikacijo smo uporabili plasie intragasttine sonde za enkratno uporabo
velikosti 20Gx38 mm (Instech Solomon, FTP2038). Rplikaciji probioténega
mikroorganizma smo zival fiksirali in intragasmmp sondo usmerili na koren jezika ter
tako izzvali poziralni refleks. Pri intragasini aplikaciji patogenega mikroorganizma smo
Zivali fiksirali in intragastitno sondo z otutkom usmerili skozi Zrelo v smeri poziralnika.
Pred samo aplikacijo smo ocenili razdaljo od &mardo zadnjega rebra, kar nam je sluzilo
kot pokazatelj kako globoko lahko sondo vstavimelidrali smo enakomerno in gasi
ter pazili, da pri aplikaciji nismeutili nobenega odpora.

3.9.4 Odvzem vzorcev blata

Blato smo vzdadfili v sterilne 14-mL centrifugirke (TPP, 91016) t#htanju zivali, saj je ze
samo rokovanje z zivaljo povaztito blatenje. Proti koncu poskusa, ko so se zZimalradile
na rokovanje, smo morali za odvzem blata masitadoeninalno regijo. Sveze blato smo

vzorili pri vsaki miSi posebej. Od vsake Zivali smodafili priblizno 50 mg vzorca.

3.9.5 Odvzem vzorcev krvi

Ko je pri Zivali nastopila globoka narkoza, smo iidpebusno votlino za rebernim lokom,
pazljivo prerezali diafragmo, ter levo in desnoprdnice Se rebra. Prsnico smo dvignili in
fiksirali s pom@jo peana in prerezali asrikove vezi. Z injekcijsko iglo (BD
Microlancé™) smo vbodli v desni ventrikel in pasi vsrkali vso kri v brizgo. Na Zival
smo v povpr&u pridobili 500 ul krvi, ki smo jo uporabili zaitrazlicne analize in jo zato

razdelili v tri epruvetke z razinimi antikoagulanti oziroma stabilizatorji.
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3.9.5.10dvzem krvi za krvno sliko in diferencialno belosko sliko

Priblizno 100 pl krvi smo previdno vbrizgali v epaie z dodatkom EDTA (BD
Microtainer tubes, 365973) in nezno premesSali. Hrapo hematoloSkega analizatorja
ABC VET (ABX Diagnostics, Montpelier, Francija) smmeverili naslednje parametre:
WBC (St. levkocitov), RBC (St. eritrocitov), HGB dk¢ina hemoglobina v krvi), HCT
(hematokrit), PLT (St. trombocitov), MCV (povg@re volumen eritrocitov), MCH
(povpre&na absolutna kalina hemoglobina v eritrocitih) in MCHC (povgirea relativna

koncentracija hemoglobina v eritrocitu).

Kapljico krvi iz epruvete z dodatkom EDTA smo kamila predmetno stekelce in s
poma:jo posebnega predmetnega stekelca z zaobljeninmrolamedili krvni razmaz. Tako
pripravlijene krvne razmaze smo pobarvali z barxdi hematoloSke in klitne vzorce,
Hemacolor (Merck, 1.11674), po navodilih proizvegl Preparate smo pregledovali s
poma:jo svetlobnega mikroskopa (Olympus BX51, Europadiw Company, Hamburg,
Nemdija). PreSteli smo 150 do 200 belih krvnih celic,skno jih razdelili v naslednje
kategorije: limfociti, monociti, segmentirani nesfitni granulociti, paltasti nevtrofilni
granulociti, eozinofilni granulociti, bazofilni gnalociti in druge celice. Za vsako
kategorijo smo izréunali delez celic v preparatu tako, da smo Stesaliecc v eni kategoriji
delili s Stevilom vseh prestetih belih krvnih cell@a smocim bolj eliminirali moznosti
napak pri Stetju, smo uporabili programsko oprermasyEell counter (Dogsa |., EasyCell
countef™). Krvne celice smo trikrat presteli v desetih @negtih, da smo preverili #nost

metode.
3.9.5.20dvzem krvi za vrednotenje fagocitoze
Za vrednotenje fagocitoze smo 100 ul krvi previdrizgali v epruvete z dodatkom

heparina (po navodilih proizvajalca je odsvetovaparaba EDTA ali citrata) in nezno

premesali. Epruvetke smo do izvedbe testa hraailedu.
3.9.5.2.1 Test fagocitoze
Skupek reagentov (Phagotest, Orpegen Pharma) amogwantitativno doléanje

levkocitne fagocitoze v heparinizirani celokupnvikrVsebuje s fluoresceinom (FITC)-

ozna&enekE. coli in potrebne reagente. Oma@gonam merjenje odstotka fagocitov, ki so
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zauzili bakterijo in njihovo aktivnost (Stevilo zatih bakterij na celico). Fagocitozno

raziskavo izvajamo s pretoo citometrijo (FACScalibur, BD).
Reagenti:

Reagent A: Soli izpiralne raztopine, ki jih pred uporabo rakbtuiramo v 1 litru dvakrat
destilirane vode in med uporabo hranimo v hladurpki -4 °C.

Reagent B: Raztopina stabilizirane in opsonizirane s FITCaseneE. coli. 1x raztopina
vsebuije priblizno 2 x fbakterij na mililiter. 2 mL s FITC-oziane raztopin€&. coli smo
razdelili na alikvote po 100 pL in zamrznili pri0Z2C, da smo se izognili ¥kratnemu

odmrzovanju in zamrzovanju reagenta.

Reagent C: duSilna raztopina za nevtraliziranje fluoresceieédterij, ki se vezejo na

povrsino celic; reagent modre barve.

Reagent D: raztopina za obarvanje, raztedo v razmerju 1:10 z dvakrat destilirano vodo,

da dobimo raztopino za liziranje eritrocitov irtaeno fiksacijo levkocitov.

Reagent E: Raztopina za obarvanje DNA za citom@&io locevanje bakterij med analizo

levkocitov; reagent roZnate barve.

3.9.5.2.2 Postopek za pripravo poskusa

Heparinizirano celokupno kri smo nezno premesSaloimanesli na dno 5 mL epruvete,
100 pL na poskus. Pazili smo, da na stranskih Btepauvete ni bilo ostankov krvi. Pred
dodajanjem bakterij smo vzorce krvi poloZili v ledkopel za 10 minut, da smo jih ohladili
na 0 °C. Ohlajeno raztopir®. coli (reagent B) smo dobro premeSali in dodali 20 pL na
poskus in kontrolni vzorec. Kontrolni vzorec smacstilu v ledni kopeli, poskusne vzorce
pa smo inkubirali 10 minut pri 37 °C v vodni kopé€liocno ob koncu inkubacije smo vse
vzorce naenkrat vzeli iz vodne kopeli in jih naniest ledno kopel, da smo zaustavili
fagocitozo. Vsakemu vzorcu smo dodali 100 pL ledelaine duSilne raztopine (reagent
C). V epruvete smo nato dodali 3 mL izpiralne ramte (reagent A) in centrifugirali (5
min, 250 x g, 4 °C). Vzorcem smo dodali 2 mL seggia sobni temperaturi) raztopine za
obarvanje (reagent D) in inkubirali 20 minut pribso temperaturi. Celice smo po
inkubaciji centrifugirali (5 min, 250 x g, 4 °C) isupernatant zavrgli. V epruvete smo

dodali 3 mL izpiralne raztopine, centrifugirali supernatant odpipetirali in zavrgli. Nato
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smo celicam dodali 200 pL raztopine za obarvanjeAD{eagent E), premesSali in
inkubirali 10 minut na ledu, zé$ene pred svetlobo. Celice smo analizirali s pfieto
citometrijo, s pomg&o modro-zelene ekscitacijskec¢lu(488 nm argon-ion laser). Zbrali
smo 10 000 levkocitov na vzorec. Analizirali smostadek celic, v katerih je potekala
fagocitoza (granulociti in monociti), kot tudi nglio fluorescentno intenzivnost (Stevilo
zauZitih bakterij). Razmerje med bakterijami (priblx 10 na 20 pL) in levkociti (v 100
uL celokupne krvi) je 50:1¢e upoStevamo Stevilo belih kraki 8000/pL in 80:1 pri
5000/puL.

3.9.6 Postopek za izvedbo raztelesbe

RazteleSenje smo opravljali v secirnici, v mikrdb&ki varnostni komori. Pri delu smo
uporabili osebna za&gna sredstva. Po odvzemu krvi smo nadaljevalivzethom organov
iz trebusSne votline v naslednjem vrstnem reduajgtrebavila v celoti, vranica in ledvice.
Pri prebavilih smo najprej odvzeli zelodec, takostl@o ga na podtpu pilorusa l@ili od
zxetka tankegarevesa. Dvanajstnik smo od tegacrevesa l¢ili na dvanajstnikovo-
te¥ecrevnem zavinku (flexura duodenojejunaliSyevesje smo pazljivo razpletli in tanko
¢revo Icili od slepega ¢revesa na podiéu vitocrevne-slepdrevne gube (plica
ileocaecocolica), ki vitérevo povezuje s slepidrevesom. Ko smérevesje razpletli, smo
previdno odvzeli vzorce mezenterialnih bezgavkihinfiksirali v 10-odstotnem formalinu.
Slepo ¢revo smo od kolona &ili na podr@&ju vitocrevnega ustja (ostium ileale), ki
nakazuje mejo med slepigrevesom in kolonom. Za histolosko analizo smo olilvze
vzorce posameznih del@vevesja (dvanajstnik, té&screvo, vitocrevo, kolon, slepdrevo)

v dolzini dveh centimetrov in sicer vzorec dvanajst proksimalno (pri pilorusu), vzorec
vitegacrevesa dva centimetra proksimalno od &iéwne-slepérevne gube, preostalo tes
¢revo smo izmerili in odvzeli vzorec na sredini retpnega te®ga crevesa. Vzorec
velikosti enega centimetra smo nemudoma fiksiraliOvodstotnem formalinu, preostali
vzorec prav tako velikosti enega centimetra smamhlzob prerezali, da smo dobili tkivo v
obliki pravokotnika, ki smo ga z bucikami pripek kogek stiroporja. Vsak delrevesja
(dvanajstnik, te& crevo, vito ¢revo, kolon, slepairevo) od vsake Zivali posebej smo
shranili v ustrezno ozianem lokku in fiksirali v 10-odstotnem formalinu. Vzorce em
ob vsaki raztelesbi odvzeli v enakem zaporednermens redu in na enakih anatomskih

lokacijah, kar nam je omogibo ponovljivost vzotenja. Iz preostalih delodrevesja smo v
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posebej ozngene 14 mL centrifugirke pazljivo iztisniérevesno vsebino tankegeevesa,
slepegairevesa in kolona. Izpraznjene deélevesja smo shranili v 2 mL krioviale, vsak
del posebej. Organe (jetra, vranica, Zelodec, t&jyidelecrevesja (dvanajstnik in t&s
¢revo, sleparevo, kolon, vitocrevo) smo v 2 mL kriovialah hranili na temperatat® °C
do opravljanja analiz. Vsebingrevesja (vsebina tankedgaevesa in slepegé&evesa ter
vsebina kolona) in blato, vz&gno na dan Zrtvovanja, smo suspendirali v stefiioloski
raztopini in Se isti dan nacepili na pteSs selektivnim trdim gojié&m, za potrditev
prisotnosti K7 (Rif) oziromakE. coli 0157:H7.

3.9.7 Priprava organov za histoloSke analize
3.9.7.1 Prepajanje organov s paraplastom

Fiksirane organe smo oblikovali na primerno veltkiosjih zlozili v oStevitene plastine
koSarice (oznaka zivali, organ). Tako pripravljek@Sarice smo do #Zatka postopka
hranili v fiksativu. Nato smo jih odcedili in zldZiv kaseto aparata Hypercenter XP.
Kaseto s koSaricami smo zaprli in vlozili v reakkp komoro vkljdgenega aparata
Hypercenter XP. Po programu se je tkivo dehidriralaazmastilo z nar&ajoco vrsto
alkoholov in z nadomestkom ksilena (Shandon Xyl&wbstitute, Thermo Scientific,
ZDA) ter postopoma prepojilo s paraplastom (BiosPl&xtra, Bio-Optica, Italija). Po
koncanem postopku smo reakcijsko komoro odprli ter Ko8az organi prenesli v temu
namenjeno komoro z ogretim paraplastom v aparaturialivanje organov "Histocentre 2"
(Shandon).

3.9.7.2 Izdelava parafinskih blokov

Preverili smo,¢e je v rezervoarjih, kasetah in kovinskih modeliadastna kotina
paraplasta. Aparat "Histocentre 2" smo vé&lju24 ur pred préetkom dela, da se je
paraplast raztopil. 30 minut pred g@tkom dela smo vkigili Se grelno in hladilno pla®
aparata. S segreto pinceto smo prenesli koSarim@ani na vréo ploZo aparata ter jo
odprli. Kovinski model za organe smo postavili rgratdi del aparata, s segreto pinceto

prenesli enega ali ¢¥eorganov v model, pokrili z nosilcem ter zalili arpplastom. Model
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smo prenesli na hladilno pla® da se je paraplast strdil ter nato odstranimkski model

za organe. Tako pripravljeni parafinski bloki sb pripravljeni za rezanje tkivnih rezin.

3.9.7.3 Priprava predmetnih stekelc za nanaSanie re

Predmetna stekelca smo zlozili v plasé nosilce in jih potopili v 2% kromzvepleno
kislino, da so se razmastili. Nato smo jih spigadid tek&o vodo toliko ¢asa, da smo
odstranili razma%valec. Temeljito smo jih sprali Se z destiliranode in potopili v

adheziv (kromgalun Zelatina), jih odcedili, terZpeasno posusili.

3.9.7.4 Rezanje parafinskih blokov z drsnim rezam ali mikrotomom

Na ustrezno mesto na drsnem mikrotomu (model SMZdCeica, Neniija) smo vstavili
nosilec s parafinskim blokom, nastavili Zeleno dieloerezanja (4 pm) ter ustrezni kot
rezanja. S¢opicem smo odrezano rezino prenesli v vodno kopel (T=@h da se je
izravnala, ter jo nanesli na ustrezno a@&ame in z adhezivom premazano predmetno steklo.
Predmetna stekla z rezinami organov smo vstavibsilec predmetnic aparata za barvanje
tkivnih rezin Shandon »Varistan 24-4«, ter jih p&iBuTako pripravljena predmetna stekla

Z rezinami organov smo obarvali.

3.9.7.5 Barvanije histoloskih preparatov

Predmetna stekla z rezinami organov smo pobanalmetodi H&E (hematoksilin in
eozin) s pomfo aparata Varistan 24-4 (Shandon, ZDA). Programede odstranitev
paraplasta s ksilenom, razmastitev in rehidragijeats padajdo koncentracijo alkoholov,
obarvanje s hematoksilinom, izpiranje, obarvanjeozinom, izpiranje ter dehidracijo v
rasta@i vrsti alkoholov in ksilen nadomestka. Po kanem barvanju smo na preparat kanili
nekaj kapljic kanadskega balzama (Shandon XylenestBute Mountant, Thermo

Scientific, ZDA) in pokrili s¢istim pokrovnim stekelcem.

HistoloSke rezine smo pregledali in opravili morfetntne meritve visine resic t&sga in

vitega ¢revesa. Na pregledovanem dehevesja vsake Zivali smo izmerili viSino stotih
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histolosko primernih resic v desetih zaporedno nainéh tkivnih rezinah. Za vrednotenje
debeline sluznice kolona smo izmerili od vraaine epithelialis do lamine muscularis
mucosae sto histolosko ustreznih mest vsake Zivali. Linda tkivo, ki je bilo nakljgno
prisotno v histoloSkih rezinah te=ga in vitegacrevesa, smo ovrednotili z meritvami
absolutne povrSine limfamega vlozka. Pregledali smo deset histoloskih raaiskupino
Zivali. Meritve so bile opravljene s poijo mikroskopa Olympus BX-51, kamere

Olympus DP-12 in programske opreme Olympus DP-BXf61 (vse Olympus, Netija).

3.9.8 Priprava organov za imunohistoloSke analize

Iz vsake skupine miSi smo odvzeli pet vzorcev \at&gvesa in pripravili Stiri histoloske
rezine posameznega vzorca za kvantifikacijo celseabnostjo IgA, IgG in IgM. Vzorce
smo narezali s pond drsnega mikrotoma (debelina rezin 5 um), repiol®zili v vodno

kopel (T=45 °C) in nanesli na predmetna stekelcad fhkubacijo z ustreznimi protitelesi
smo stekelca vstavili v katke in deparafinizirali in rehidrirali po naslednjestandardnem

postopku:

* 3 krat 3 minute ksilen

* 3 krat 2 minuti 100-odstotni etanol

* 1 krat 2 minuti 95-odstotni , 80-odstotni in 7@stotni etanol
* 5 minut PBS.

* Po kortani deparafinizaciji smo stekelca Se trikrat spealPBS, obrisali s krpico in

ozn&ili mesto, kjer se nahaja vamk (mesto nanosa protiteles) z diamantnim@ukom.
Uporabili smo protitelesa proizvajalca Sigma iresic

* zaa verigo specifina s FITC konjugirana proti-miSja IgA protitele$a9384),

 za U verigo specifna s FITC konjugirana proti-misSja IgM protitele$a9259),

* zay verigo specifina s FITC konjugirana proti-miSja 1gG protitele5a8264).

Konjugat je v obliki raztopine v 0,01 M PBS in vegh 1-odstotni BSA z 15 mM
natrijevim azidom za podaljSanje obstojnosti. Rdr smo razléne razreditve konjugata

s PBS (1:50, 1:100 in 1:150) in ugotovili, da sazigene celice najlazje Stevne pri
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razreditvi 1:50. Na vsak vzaek, pritrjen na predmetno stekelce, smo s pipet@sia200

ul raztopine protiteles, razré&shih v PBS v razmerju 1:50. Stekelca smo 30 minut
inkubirali v vlazni komori pri sobni temperaturi jih po inkubaciji trikrat sprali s PBS.
Tako pripravljene vzorce na predmetnih stekelciho spnekrili s krovnimi stekelci z
uporabo fluorescentnega prekrivnega medija (Dak8023). Za vrednotenje Stevila
pozitivnih (fluorescirajéih) celic, ki so vsebovale specifia protitelesa, smo uporabili
mikroskop Nikon Eclipse E800. Za vrednotenje pnosti posameznega protitelesa smo v
vsakem od dvajsetih preparatov, ki smo jih prigraxileumov Zivali ene skupine, presteli

Stevilo pozitivnih celic v celotni histoloSki rezim rezultate primerjali med skupinami.

3.9.9 Mikrobioloska analiza blata, organov inérevesne vsebine
3.9.9.1 Priprava vzorcev

Zivalim smo odvzeli vzorce blata ob vhlevitvi, #r, 15., 22. in 28. dan poskusa. Sveze
vzorce blata posamezne miSi v poskusu smo zbirédd wyL centrifugirke, jih stehtali in
dodali sterilno fizioloSko raztopino v razmerju @:V vzorcih blata smo tekom poskusa
ugotavljali Stevilo mlénokislinskih in koliformnih bakterij ter prisotno$t7 (Rif") in E.

coli O157: H7 po aplikaciji. Ustrezne raztgiste tako pripravljenih vzorcev blata smo
nanesli na selektivna goji& za vrednotenje Stevila K7 (Riftrdno gojige MRS z
dodanim rifampicinom (120 pg/mL), za vrednotengvia mlg&nokislinskih bakterij trdno
gojike MRS, za vrednotenje Stevitacoli O157:H7 selektivno trdno goiié FluorocultE.

coli O157:H7 (Merck, 1.04036.0500) in za vrednotenjeevif koliformnih
mikroorganizmov trdno gojté& Chromocult Coliform (Merck, 1.10426.0500).

Ob Ztvovanju smo vsebino tankegy@vesa, kolona in slepedgeevesa nezno iztisnili v 14
mL centrifugirke in dodali sterilno fizioloSko raggiino do koknega volumna 10 mL za
ugotavljanje prisotnosti K7 (R)fin E. coli O157: H7.

Ob zrtvovanju smo zivalim odvzeli vzorce Zelodankegacrevesa, kolona in slepega
¢revesa za ugotavljanje prisotnosti K7 (Rif E. coli O157: H7 na sluznigirevesja in v
Zelodcu. Prav tako smo vzidr parenhimske organe in mezenterialne bezgavke za

ugotavljanje morebitne translokacije K7 (RRif E. coli 0157:H7.
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Organe smo do preiskav hranili pri temperaturi *€0Zamrznjen organ smo prenesli v 14

mL centrifugirko, ga stehtali in dodali 3 mL steelfizioloSke raztopine.

Dele ¢revesja, zelodec in bezgavke smo prestavili v posedtekleno epruveto in nezno
homogenizirali z uporabo teflonskega bata, priegan na vrtalnik (Potter S
homogenizator, Sartorius, Néija), tako da smo epruveto pomikali navzgor in roiotzn

je bat drsel ob steni epruvete. Po homogenizasgkgga organa smo stekleno epruveto
temeljito pomili z navadno vt vodo, splaknili z destilirano vodogistili s papirnato
brisafo in 70-odstotnim etanolom in nato Se splakniliterigo fizioloSko raztopino.
Teflonski bat smo prav takaistili s papirnato bris& in 70-odstotnim etanolom. Vranico,
ledvice in jetra smo nezno homogenizirali s @@l homogenizatorjem (Ultra-turrax T8,
Ika). Po homogenizaciji smo kovinski del gakga homogenizatorja sprali s curkom
navadne vrée vode in mehatino cistili in nato splaknili Se z destilirano vodo. Kiagki
del paltnega homogenizatorja smo potopili v 70-odstotninetain homogenizator

vkljucili za nekaj sekund. Postopek smo ponovili Se slstefizioloSko raztopino.

3.9.9.2 Ugotavljanje prisotnodii coli O157: H7

Po 0,1 mL homogeniziranih vzorcev organowiavesne vsebine smo v dveh paralelkah
macepili na trdo goji& Fluorocult z&E.coli O157:H7. Plo& smo inkubirali 18 ur pri 35
°C v aerobnih pogojih. Po inkubaciji smo opazovatiasle kolonije. Ugotovili smo, da
bakterijski se\E. coli O157:H7 v prisotnosti drugih bakterij vrdie coli ne tvori kolonij
tipicnega izgleda, na podlagesar bi kolonije tega seva lahko radwali od ostalih
kolonij, zato selektivno Stetje kolonk. coli O157:H7 ni bilo mogée. Po navodilih
proizvajalca goji&a Fluorocult, so kolonij&.coli O157:H7 rumene in ne fluoresciraj@
jih osvetlimo z UV zarki. V predposkusih smo ugatipwla kolonije kazejo tigien izgled
le v primeru, da smo nacep#dlisto kulturo, ne pa v meSanici z drugimi sé&vicoli. Zato
smo vse zrasle kolonije s fiziolodko raztopino Em@ovrsine plod z razreditvijo 107 ter
po 1 mL prenesli v mikroepruvete. Celokupno popidakE. coli smo do nadaljnje analize
shranjevali na -20C. 1z tako pripravljenih vzorcev celokupne popudt. coli smo
izolirali DNA s poma@jo Wizard Genomic DNA Purification Kit-a (Promegapo

navodilih proizvajalca. Za detekcijo serotipa EHBI57:H7 v blatu, organih itrevesni
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vsebini smo uporabili reakcijo multiplex PCR (Frateo in sod., 1995), s katero smo
ugotavljali prisotnost genov z zapisi za toksinel Skpeciftne za to serolosko skupino.
Uporabili smo tri sete zatnih oligonukleotidov, kjer MS1F in MS1R pomnoZaj@dsek
DNA na 60 MDa velikem plazmidu, MK-1 in MK-2 pomnggta gene za viruléne
dejavnike (toksini) ter AE 19 in AE 20 pomnoZzujetapis genaeaeA za membranski
protein intimirbis7.vz Pomnozki PCR, spedcifii za sev O157:H7 so veliki 166 bp
(plazmid), 224 ali/in 227 bp (SLT) ter 1087 bp (nmeanski protein). PCR produkte smo
locevali na 1,8-odstotnem agaroznem gelu. Obarvali gma barvilom Sybr safe. Za

primerjavo velikosti smo uporabili ozéewvalec velikosti 100 bp.

3.9.9.3 Ugotavljanje prisotnosti K7 (Rif

Po 1 mL homogeniziranega vzorca smo odpipetirajpet@ijeve plo&e v dveh paralelkah
in jih prelili z goji&em MRS z dodanim rifampicinom (120 pg/mL). Re$mo inkubirali
72 ur pri 37 °C v anaerobnih pogojih, ki smo jilsegli z uporabo izdelka GENbox anaer
(BioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francija). Po inkubficsmo opazovali zrasle kolonije.
Posamezne zrasle kolonije mekislinskih bakterij smo z gog& MRS+rif s pomgo
cepilne zanke vcepili v 1 mL bujona MRS v mikroegetah ter inkubirali 48 ur pri 3%C.
Na ta n&in smo pridobili¢isto kulturo. @iS¢ene izolate mknokislinskih bakterij smo do
nadaljnje analize shranjevali na -2D. Sev K7 (Rif) smo dokazovali z metodo nakijie
amplifikacije polimorfne DNA (Random Amplificationf Polymorphic DNA (RAPD)).
DNA posameznih izolatov smo predhodno osamili s éamalnim kitom Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega, W1 53711-5399 Madis@DA). Pelet smo resuspendirali
v 600pL raztopine 50 mM EDTA, ki je vsebovala 0.01 mig” lizocima (Sigma-Aldrich,
89552 Steinheim, Netia) in inkubirali pri 37 °C 1 uro. Nadaljnji korako bili izvedeni
po navodilih proizvajalca.

Za pomnozevanje v reakciji PCR smo uporabitietai oligonukleotid M-13 in predhodno
objavljene pogoje reakcije (Torriani in sod., 199Bpmnozke smo analizirali z gelsko

elektroforezo. S primerjavo vzorcev pomnozkov smatrgili sev K7 (Rif).
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3.10 STATISTCNA ANALIZA PODATKOV

Zbrane podatke smo obdelali s patoprogramskega paketa Microsoft Excel (Microsoft
corporation, ZDA). Vsi podatki poskusow vitro in poskusain vivo so podani kot
povpr&ne vrednosti s standardnimi odkloni. Stafisti zn&ilnost smo ovrednotili s
Studentovim t-testom. Razlike med skupinami podatlsmno smatrali za statigto

zn&ilne, ¢e je bila vrednost p enaka ali manjSa od 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 PREZIVETJE IZBRANIH SEVOV LAKTOBACILOV V SIMULRANEM
ZELODCNEM IN CREVESNEM SOKU

Preverili smo, ali izbrani sevi laktobacilov prejv v simuliranem Zzelothem in
¢revesnem soku (simulirani pogoji prebavil). V poskismo uporabili en seffoveSkega
izvora, K7, in 4 seve laktobacilov pr&&ga izvoraL. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25

in L. reuteri 12/26 in 14/26. Laktobacile smo za 180 minut izgaé simuliranem
Zelodtnem soku in nato e za 180 minut simulirangavesnem soku. Stevilo preZivelih
mikroorganizmov smo spremljali atasu 0, 90, 180, 270 in 360 min. Rezultati izbranih

poskusov so prikazani na slikah 5, 6, 7, 8 in 9.

Vsi sevi laktobacilov so preziveli v simuliranih gmjih prebavil, saj je bilo Stevilo
prezivelih bakterij po 6 urah v simuliranem za&lndm inérevesnem soku pri vseh sevih v
mejah detekcije. Stevilo kolonijskih enot se medirBe inkubacijo v simuliranem
Zelodknem soku z vrednostjo pH 7 in pH 3 in med nadaljBjorno inkubacijo v
simuliranemc¢revesnem soku ni zmanjSalo. V simuliranem zé&bedn soku z vrednostjo
pH 2, pa se je Stevilo vseh izbranih laktobacilowvanjSalo, poleg tega pa so prezivele
bakterijske celice v manjSi meri prezivele nadaljimjkubacijo vérevesnem soku. Po 6-
urni inkubaciji v simuliranih pogojih prebavil se jako pri sevih K7 (slika 5) ir.
crispatus/amylovorus 2/25 (slika 7) zmanjSalo Stevilo kolonijskih ena red velikosti
dveh logaritmov, priL. crispatus’amylovorus 4/26 (slika 6) za red velikosti enega
logaritma in priL. reuteri 12/26 (slika 8) za red velikosti pol logaritma. jNabso
sposobnost prezivetja smo ugotovili pri sdvureuteri 14/26 (slika 9), saj se je Stevilo
bakterij ob izpostavitvi simuliranem zelatem soku z vrednostjo pH=2 sicer ohranilo,
vendar se je takoj po izpostavitvi simuliranémevesnem soku Stevilo kolonijskih enot
zmanjSalo za red velikosti Stirih logaritmov. Pairdy inkubaciji v simuliranendrevesnem
soku pa se je Stevilo kolonijskih enbt reuteri 14/26 (slika 9B) zmanjSalo Se za red
velikosti dveh logaritmov, kar pomeni, da je bike\Blo bakterij po Sesturni inkubaciji v
simuliranih pogojih prebavil manjSe za red velik@sistih logaritmov.
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Iz rezultatov lahko povzamemo, da sta seva K7 26 ftecej obutljiva za nizko vrednost
pH, neoldutljiva pa za Zal, prisoten v simuliranenirevesnem soku. Pri sevu 2/25 smo
opazili slabSo prezivelost pri pH=2, razen tegap®stavitev nizki vrednosti pH negativno
vplivala tudi na odpornost seva proti &al Pri sevu 14/26 sicer nismo zaznali zmanjSanja
prezivetja pod vplivom nizkih vrednosti pH, vendar celice postale po izpostavitvi pH=2
bolj okdutljive za Zok. Sev 12/26 pa se je izkazal za odpornega tako pipkim
vrednostim pH kakor tudi proti zal.

A B
6,5 6,5
; ol
b= ——— u B .
e A ~ 55 -~
£ | ) E 5]
o> 45 % 45
S \‘A S
4 44
Ao
3,5 35 1 R VR A
3 ‘ ‘ 3 ‘ ‘
0 90 180 180 270 360
¢as (min) ¢as (min)
——O0——pH7 —=—pH3 ---A--- pH2 —-o—-1 . 2---A--3
Legenda:

1- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 7
2- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 3
3- sev je bil pred izpostavitvijtrevesnemu soku izpostavljen Zzeladmu soku z vrednostjo pH 2

Slika 5:Prezivetje L. gasseri K7 simuliranem Zelodtnem (A) in érevesnem soku (B).

Figure 5:Survival of L. gasseriK7 in simulated gastric (A) and intestinal juice (B.
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Legenda:

1- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 7
2- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 3
3- sev je bil pred izpostavitvijtrevesnemu soku izpostavljen Zzeladmu soku z vrednostjo pH 2

Slika 6:Prezivetje L. crispatugamylovorus4/26 v simuliranem zelodnem (A) in érevesnem soku (B).

Figure 6:Survival of L. crispatus/amylovorug/26 in simulated gastric (A) and intestinal juicgB).
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Legenda:

1- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen Zeladmu soku z vrednostjo pH 7
2- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen Zeladmu soku z vrednostjo pH 3
3- sev je bil pred izpostavitvijrevesnemu soku izpostavljen Zelndmu soku z vrednostjo pH 2

Slika 7:PreZivetje L. crispatus/amylovoru2/25 v simuliranem Zelo@nem (A) in érevesnem soku (B).

Figure 7:Survival of L. crispatus/amylovoru®/25 in simulated gastric (A) and intestinal juicgB).



B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacil®oveSkega in Zivalskega izvora.

77

A B
6,5
——— = — -0
6 ———=—0 /’/,/—O
- N -
u ~
— — —
€ 55 ,-'A\ & T
n| ‘ ~ —m n) B R T T
¥4 NN ¥4 ‘A
g S& .0 8
A
4,5
4 T " T T
0 90 180 270 360
€as (min) ¢as (min)
——0——pH7 —= pH3 ---A---pH2 -——o——-1—=—2---A--3

Legenda:

1- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 7
2- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 3
3- sev je bil pred izpostavitvijtrevesnemu soku izpostavljen Zzeladmu soku z vrednostjo pH 2

Slika 8:Prezivetje L. reuteri 12/26 v simuliranem Zelodnem (A) in érevesnem soku (B).

Figure 8:Survival of L. reuteri 12/26in simulated gastric (A) and intestinal juice (B).
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Legenda:

1- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 7
2- sev je bil pred izpostavitvijerevesnemu soku izpostavljen zeladmu soku z vrednostjo pH 3
3- sev je bil pred izpostavitvijtrevesnemu soku izpostavljen Zzeladmu soku z vrednostjo pH 2
Slika 9:PreZivetje L. reuteri 14/26 v simuliranem Zelodnem (A) in érevesnem soku (B).

Figure 9:Survival of L. reuteri 14/26in simulated gastric (A) and intestinal juice (B).



78 B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacil®oveSkega in Zivalskega izvora.

4.2 UGOTAVLJANJE PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
4.2.1 Ugotavljanje protibakterijske aktivnosti z mdodo lise na agarju (MLA)

Protibakterijsko aktivnost z liso na agarju smo tagtali pri prasg€jih izolatih L. reuteri
9/17, 9/26, 2/26, 14/26, 2/18, 12/26 in 10/R6¢rispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 tel.
vaginalis/reuteri 13/26, 11/26 in 6/17 idloveskih izolatih LGG in K7. Kot indikatorske
seve smo izbralE. coli K12, E. coli 11229,E. coli 08:K88:H9Ent, S. aureus RN 4220 in
L. sakei NCDO 2714.

Preglednica 2Protibakterijska aktivnost izbranih sevov laktobacilov proti petim indikatorskim sevom

(Metoda z liso na agarju).

Table 2:Antibacterial activity of selected lactobacilli strains against five indicator strains (Agar spot
method).

sev E.coli(K12) E.coli11229 E.coli K88 S. a.RN4220 L. sakei

6/17 4 (oster rob) N 4 (zabrisan rob) 1-3 (zabrisan rob)

9/17 3 (zabrisanrob) N N N N

2/18 3 (zabrisanrob) 4 (oster rob) 3 (zabrisan rob)  (zabrisan rob) N

2/25 N N 6 (zabrisan rob) 3,5 (oster rob) cona na radey |
2/26 6 (oster rob) 7 (oster rob) 6 (oster rob) 5 (osbé) 5 (oster rob)
4/26 9 (zabrisanrob) N 7 (oster rob) 1-4 (oster rob)  (z&brisan rob)
9/26 6 (oster rob) 6 (oster rob) N 3 (oster rob) N

10/26 N N N N N

11/26 N N 1 (zabrisan rob) 2 (oster rob) N

12/26 N N N N N

13/26 1-4 (oster rob) N 2-3 (zabrisanrob) N N

14/26 N N 4 (zabrisan rob) 5 (oster rob) N

K7 N N N conanarobulise 5 (oster rob)
LGG 2 (oster rob) cona narobulise 1 (oster rob) gaeobu lise N

* velikost con inhibicije je podana v mm
N - ni cone inhibicije
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Prisotnost protibakterijskih snovi v okolici lisazzaslimi kolonijami testnega seva smo po
inkubaciji opazili v obliki cone inhibicije rastindikatorskih sevov, ki smo jo v mm
izmerili od roba lise do roba cone inhibicije. Edmastji izolat, pri katerem smo opazili
protibakterijsko aktivnost proti vsem indikatorskeevom, je bilL. reuteri 2/26. Prasiji
izolati niso pokazali protibakterijske aktivnostofi sevuL. sakei, z izjemoL. reuteri 2/26,
pri katerem je bila cona inhibicije radii sakei enaka kot pricloveSkem izolatu K7.
Praséja izolatal. reuteri 10/26 in 12/26 nista delovala protibakterijsko prdbenemu
izmed indikatorskih sevov. Osem od dvanajstih gji&Sizolatov (. reuteri 2/26, 14/26,
2/18, L. crigpatus/amylovorus 4/26 in 2/25 inL. vaginalis/reuteri 13/26, 11/26 in 6/17) je
delovalo protibakterijsko proti indikatorskemu sdswcoli O8:K88:HIENt, ki je prav tako
prastjega izvora. Osem od dvanajstih ptghiizolatov (. reuteri 9/26, 2/26, 14/26, 2/18,
L. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 ter. vaginalis/reuteri 11/26 in 6/17) je pokazalo
protibakterijsko aktivnost proti indikatorskemu se& aureus RN 4220 (preglednica 2).

4.2.2 Ugotavljanje protibakterijske aktivnosti z mdodo difuzije v agarju (MDA)

Z metodo difuzije v agarju smo ugotavljali protilbejsko aktivhost supernatantov kultur
prastjih izolatov L. reuteri 9/17, 9/26, 2/26, 14/26, 2/18, 12/26 in 10/26,
crigpatus/amylovorus 4/26 in 2/25 tet. vaginalis/reuteri 13/26, 11/26 in 6/17 inloveSkih
izolatov K7 in LF. Kot indikatorske seve smo izhr&l coli K12, E. coli O157:H7,E. c.
08:K88:H9ENt, E. coli O8:K88:H9ENtin S. aureus RN 4220. Prisotnost protibakterijskin
snovi v vzorcih smo po inkubaciji opazili kot poja@one inhibicije rasti indikatorskih

sevov na podrgu okrog luknje z naneSenim vzorcem.

Protibakterijsko aktivnost proti vsem indikatorsksevom smo zaznali pri supernatantih
kultur ¢loveskih izolatov K7 in LF, ter pri supernatantultkue prastjega izolatal.
crigpatus/amylovorus 4/26. Pri supernatantih kultur ostalih ptgigiizolatov nismo zaznali
protibakterijske aktivnosti proti nobenemu od iratdrskih sevov (preglednica 3). Na
ploZah, kjer smo namesto supernatantov MKB nanesliSgojMRS z dodano mé@o
kislino (vrednost pH 3,8, 4,0, 4,2, 4,4, 4,6 in)48bilo con inhibicije rasti indikatorskih

sevov (podatki niso prikazani).
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Preglednica 3Protibakterijska aktivnost izbranih sevov laktobacilov proti petim indikatorskim sevom

(Metoda z difuzijo v agarju).

Table 3:Antibacterial activity of selected lactobacilli strains against five indicator strains (Agar-well

diffusion method).

E.c. E.c. E.c. E.c. S.a.RN
08:K88:H9ENt" 08:K88:H9ENt" 0O157:H7 K12 4220
6/17 - - - - -
9/17 - - - - -
2/18 - - - - -
2/25 - - - - -
2/26 - - - - -
4/26 + + + + +
9/26 - - - - -
10/26 - - - - -
12/26 - - - - -
13/26 - - - - -
14/26 - - - - -
K7 + + + + +
LF + + + + +

sev

Slikovni prikaz protibakterijske aktivnosti izbrdmnisevov laktobacilov proti petim

indikatorskim sevom je predstavljen v prilogi A.

4.3 UGOTAVLJANJE VARNOSTI PROBIOTIKOV
4.3.1 Razgradnjaérevesne sluzi

Sposobnost razgradnjérevesne sluzi smo preskuSali pri vseh @j@si izolatih
laktobacilov (poglavje 4.2.1) teétoveskih izolatih LGG in K7. Kot pozitivhe kontrokemo
uporabili E. coli O8:K88:H9Ent, E. coli O8:K88:H9ENt in S aureus RN 4220. Kot
negativni kontroli smo uporabili sew& coli 08:K88:H9Ent in LGG, ki sta bila 10 minut

izpostavljena 100 °C. Preiskovane seve smo nanagjoji€e B z ali brez 3% glukoze.

Cono razgradnje sluzi smo opazili (i coli O8:K88:H9ENt in S aureus RN 4220, ne

glede na prisotnost glukoze v g@jis Prasiji izolati laktobacilov in¢loveSka izolata
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(LGG in K7) niso razgradili sluzi v gojisi B z ali brez 3% glukoze. Prav tako sluzi ni

razgradil patogeni pra$i izolat E. coli O8:K88:H9Ent (slika 10).

Slika 10: Test razgradnje sluzi. Pri testiranih sevih laktobacilov pr&fga inc¢lovesSkega izvora ni cone
razgradnje sluzi; cona razgradnje sluzi je vidngppeitivni kontroli E. coli O8:K88:H9ENt+E.c.)
in S aureus RN 4220 §a).

Figure 10:Mucin degradarion test No mucin degradation detected with lactobacittilates of porcine and
human origin; mucin degradation present with pesitontrolE. coli O8:K88:H9Ent+E.c.) and
S aureus RN 4220 Ea).



82 B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacil®oveSkega in Zivalskega izvora.

4.3.2 Odpornost proti antibiotikom

Preglednica 40dpornost seval.. gasseriK7 proti desetim antibiotikom, ugotovljena z metoa E-test®
(AB Biodisk, Svedska).

Table 4:Susceptibility of L. gasseriK7 to ten antimicrobial agents determined by E-te method (AB
Biodisk, Sweden).

ANTIBIOTIK MIC (ug/ml)
MIC p,®  MIC pp°

(razpon koncentracij v pg/ml) Lparal 2 paral

STREPTOMYCIN- SM (0,064-1024) 16 > 256 48 48
GENTAMICIN- GM (0,064-1024) 8 256 8
TETRACYCLINE- TC (0,016-256) 8 4 4 4
AMPICILLIN- AM (0,016-256) 4 4 2 2
METRONIDAZOLE- MZ (0,016-256) n.p. n.p. > 256 > 256
CLINDAMYCIN- CM (0,016-256) 4 64 4 4
CHLORAMPHENICOL- CL (0,016-256) 4 16 12 16
ERYTROMYCIN- EM (0,016-256) 4 1 0,38 0,38
RIFAMPICIN- RI (0,016-256) n.p. 0,19 0,047
VANCOMYCIN-VA (0,016-256) 4 4 1 1
CEFOTAXIME CTL (0,02-32) 3 3
CEFACLOR CF (0,016-256) 12 12
AMOXICILLIN AC (0,016-256) 1,5 2

MICp,: mikrobioloSke mejne vrednosti rezistence za aittig homofermentativne vrste rotactobacillus,
povzete po FEEDAP Panel Report (2005).

MICbpb: mikrobioloSke mejne vrednosti za rezistenco (Bkan in Wind, 2003).

Ce upostevamo mejne minimalne inhibitorne konceijgdMIC) iz literature (Danielsen
in Wind, 2003) sev K7 ni odporen proti nobenemuskoSanemu antibiotiku, le
ugotovljene vrednosti MIC kloramfenikola in tetrdana so bile na zgornji meji obni@a
okdutljivosti. Ce pa upoStevamo kriterije, ki so jih postavili nedfagi FEEDAP Panel
Report (2005), je bila ugotovliena MIC za gentamiana zgornji meji obmfa
ob¢utljivosti, MIC kloramfenikola in streptomicina paekoliko nad mejo, kar kaze na

zmerno odpornost seva K7 proti tema dvema antkmota (preglednica 4).
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Preglednica 50dpornost prasi¢jih izolatov proti desetim antibiotikom, ugotovljena z metodo E-test®
(A) (AB Biodisk, Svedska).

Table 5:Susceptibility of porcine lactobacilli isolates taen antimicrobial agents determined by E-test
method (A) (AB Biodisk, Sweden).

MIC (pg/ml)
Antibiotik L. crispatus
_ 4/26 2/25 MIGy,2

(Sot,rgepztlc-)%ﬁr)]_ S 8 >1024 16
%?8%3@8% e 4 16 8
Prsresiali a8 0,48 8
Oot6m0 15 0,38 4
'(\{I)%rloerlggg)o -V >256 >256 np.
ootene 0,064 0,75 4
(Coryl(ljolrg_n;gg)emcol— Cl 2 4 A
o piooee T 0,032 0,5 4
Egg)mpicin- Ri (0,016- 15 0.38 -
Egagigr%g;‘ Ve 0,50 >256 4

MICp," : Mikrobioloske mejne vrednosti rezistence za ddtlip homofermentativne vrste rodu.
Lactobacillus, povzete po FEEDAP Panel Report (2005).

**\/ FEEDAP Panel Report (2005), ni podatkov za mifgicin zato smo mejne vrednosti MIC povzeli po
literaturi (Danielsen in Wind, 2003).

Pri vseh pragjih izolatih smo ugotovili odpornost proti metroablu. Pri izolatihL.
reuteri pa intrinzéno odpornost proti vankomicinu.. crispatus/amylovorus 2/25 je
pokazal atipino odpornost proti streptomicinu za katerega ja BIC nad mejo detekcije.
MIC za gentamicin pa je bila za eno stopnjo ragited viSja od mejne vrednosti délene
s strani FEEDAP panel Report (2005). Bricrispatus/amylovorus 4/26 je bila MIC za

tetraciklin nad mejno vrednostjo dokno za homofermentativne nite® kislinske
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bakterije. V skupini izolatov, ki so bili identifi@ni kot L. reuteri ali L. vaginalis/reuteri
smo v Stirih primerih opazili zmerno odpornost prstreptomicinu. Pri preiskovanih
prastjih izolatih nismo ugotovili odpornosti proti klar#genikolu, razen pri izolatu 12/26,
kjer je bila MIC rahlo nad mejno vrednostjo. Muléipodpornost ni bila ugotovljena pri
nobenem od preiskovanih sevov. Rezultati so prikiaz@reglednicah 5 in 6.

Preglednica 60dpornost prasi¢jih izolatov proti desetim antibiotikom,ugotovljena z metodo E-test®
(B) (AB Biodisk, Svedska).

Table 6:Susceptibility of porcine lactobacilli isolates taen antimicrobial agents determined by E-test
method (B) (AB Biodisk, Sweden).

MIC (pg/ml)

Antibiotik skupina L. reuteri

9/ 12/ 2/ 6/ 11/ 9/ 13/ 14/ 2/ 10/

17 26 26 17 26 26 26 26 18 26 ¥
fgrggff_’;“oﬁr)" sm. g 32 96 24 6 32 12 12 8 8 16
gfgéj’_“ligg‘;) Gm 019 0725 4 10 025 038 3 025 025 3 8
(To‘fgfl"g}’zcggf‘ Te 15 15 15 3 050 1,0 15 1,0 15 2 8
(Ao%plig_'ggéfm 050 025 038 038 019 019 038 038 038 075 4
?g%&%@gg)"'— Mz 256  >256  >256  >256  >256  >256  >256  >256  >256  >256 n.p.
838‘1‘2%‘2;“ €M 064 050 05 0064 0023 1,0 0023 019 050 0,047 4
dooieose 2 L8 2 4 10342z 4 4
(Eo%gg_’%g”' EM 0047 038 019 0032 050 050 0047 0023 075 03D, 4
(Fgfgrl‘:sffizcé’é‘)'?i 016 016 0012 0012 0032 0016 0008 0012 0016032 4%
éﬁg;ggﬁgg)’*va >256  >256  >256  >256 ~ >256  >256  >256  >256  >256  >256 IR*

MICbpb: MikrobioloSke mejne vrednosti za rezistenco ([2&sen in Wind, 2003); sevi pri katerih so
vrednosti nad mejnimi se smatrajo za rezistentive (zadje).

* |R, intrinzi¢na rezistenca

**\/ FEEDAP Panel Report (2005), ni podatkov za mifaicin zato smo mejne vrednosti MIC povzeli po
literaturi (Danielsen in Wind, 2003).

n.p.: ni podatka
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4.4 HIDROFOBNOST

Odstotek hidrofobnosti izbranih sevov smo ugotévijavsaj treh neodvisnih poskusih z
dvema paralelkama. Najnizji odstotek hidrofobnesto izmerili pri potencialno patogenih
sevih E. coli K12 (5,2 odstotka)in S aureus RN 4220 (3,4 odstotke), najviSji pa pri
prastjem izolatulL. reuteri 9/26 (97 odstotkov). Ostale vrednosti za hidrofwginso se
gibale med 6,2 in 93,2 odstotka. MélbveSkimi izolati smo ugotovili nizek odstotek
hidrofobnosti pri K7 in LGG in relativho visok piiF. 1zmed pra%jih izolatov smo
najnizji odstotek hidrofobnosti izmerili pii. reuteri 2/26 (9 odstotkov) in 10/26 (35,5
odstotkov) tell. vaginalis/reuteri 13/26 (6,2 odstotka) in 11/26 (19,2 odstotka).d3tali
prastjih izolatih je bila izmerjena hidrofobnost nad 6@stotkov. Rezultati so prikazani v

preglednici 7.

Preglednica 7Hidrofobnost izbranih praSi¢jih in ¢loveskih izolatov.

Table 7:Hydrophobicity of selected porcine and human isolags.

% hidrofobnosti

SeV M1 M2 M3 M4 M5 povprede  SD
6/17 96,0 94,0 71 75,5 n.m. 84,1 11,01
9/17 77,5 n.m. 81 82 n.m. 80,2 1,93
2/18 n.m. n.m. 52 92,5 86 87,5 18,54
2/25 96 96 87,5 n.m. n.m. 93,2 4,01
2/26 n.m. 25,5 6 12,5 8,5 9,0 7,73
4/26 81,5 79 72 88 n.m. 80,1 5,73
9/26 99 97,5 n.m 94,5 n.m. 97,0 1,87
10/26 n.m 37,5 26 32 45,5 35,5 7,18
11/26 15 12,6 30 n.m. n.m. 19,2 7,67
12/26 98,5 n.m. 45 63,5 67 68,2 19,23
13/26 n.m. n.m. 6 7 55 6,2 0,62
14/26 98 97 75,5 84 n.m. 88,8 9,38
K7 15 56,5 42,5 28 27 32,0 14,33
LF n.m. n.m. 66,5 77 87,5 77,0 8,57
LGG n.m. n.m. 10 13,5 15 12,8 2,10
E.coli K12 6,1 n.m. 2 7,5 n.m. 5,2 2,33
S.aureusRN 4220 4,3 n.m. 1,5 4.5 n.m. 3,4 1,37

n.m. - ni meritve
M — meritev
SD - standardni odklon
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45  ADHEZIJA

4.5.1 Adhezija izbranih izolatovéloveSkega in prastjega izvora na sluzéloveSkega

in praSi¢jega izvora ter celgno linijo Caco-2

Sposobnost adhezije izolatdhveSkega in pra§jega izvora smo ugotavljali v poskusih

vitro na sluzicloveSkega in pragjega izvora ter na celi liniji Caco-2.
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Slika 11:Adhezija izbranih izolatov ¢loveSkega in pradijega izvora na sluzélovesSkega in prastjega
izvora ter celiéno linijo Caco-2.
Figure 11 Adhesion of selected human and porcine isolates human mucus, porcine mucus and Caco-

2 cell line.

Slika 11 prikazuje sposobnost adhezije izolattoveSkega in pra§ega izvora na sluz
¢loveSkega in pra§ega izvora ter na celice Caco-2, kot delez vezadrakterij. Pri
prastjih izolatih L. reuteri 2/26, 9/26, 12/26, 14/26 ib. crispatus/amylovorus 4/26 ter
¢loveskih izolatih LF in LGG smo opazili, da so sajbolje vezali na sluzloveSkega
izvora (49,4%, 42,0%, 22,7%, 30,2%, 8,4%, 4,6% Tb%), slabSe na sluz prgsiga
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izvora (27,4%, 21,8%, 18,8%, 25,5%, 2,3%, 2,2%4M%) in najslabSe na celice Caco-2
(5,5%, 2,1%, 13,4%, 1,4%, 1,2%, 0,6% in 3,1%). Pelezanih bakterij pragih in
¢loveskih izolatov na celice Caco-2 je znaSal odddlétotka (K7 in LF) do 13,4 odstotka
(L. crispatus/amylovorus 2/25 in L. reuteri 12/26), na sluzloveSkega izvora od 0,4
odstotka (K7) do 49,4 odstotkd.(reuteri 2/26) in na sluz prajega izvora od 0,3
odstotka (K7 inL. vaginalisreuteri 13/26) do 27,4 odstotkd..(reuteri 2/26). Odstotek
adhezije izolatov pradega in¢loveskega izvora je bil v poskusih vitro na celéni liniji
Caco-2 pri veéini izolatov nizji v primerjavi s poskusi na slugioveSkega in pra§ega
izvora. NajboljSo sposobnost vezave na glozeSkega in pra§ega izvora smo ugotovili
pri pras€jem izolatulL. reuteri 2/26 (49,4 in 27,4 odstotka). NajslabSe sta seslna
cloveSkega in pra§jega izvora vezala pra$iizolat L. vaginalisreuteri 13/26 (0,5 in 0,3
odstotka) intloveski izolat K7 (0,4 in 0,3 odstotka).

4.5.2 Adhezija izbranih izolatov na sluz iz raziinih delov praSitjega ¢revesja

30 4
25 4

20

Adhezija
(%)
&

10 +
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Slika 12:Adhezija izbranih izolatov na sluz iz razlénih delov praskjega érevesja.

Figure 12:Adhesion od selected strains to mucus from differémarts of porcine intestine.
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Zanimalo nas je ali se bodo izbrani izolalbveSkega in pra§ega izvora z raztno
afiniteto vezali na sluz iz razhih delov pragijegacrevesja. V ta namen smo izolirali sluz
dvanajstnika, te&®ga crevesa, vitegarevesa, navzgornjega, preega in navzdoljnega
kolona. Iz slike 12 je razvidno, da so se posamézlati tako ¢loveSkega kot tudi
prastjega izvora (K7, LGGL.. reuteri 2/26 in 2/18 teE. coli K12) z enako afiniteto vezali
na sluz iz raztinih delov pragijegacrevesja. Razlike v sposobnosti vezave pa so bik me
posameznimi izolati. reuteri 2/26 (25 odstotkov)... reuteri 2/18 (24,5 odstotkov), LGG
(14,4 odstotka)E. coli K12 (2,8 odstotka) in K7 (0,8 odstotka).

4.5.3 Vpliv izbranih laktobacilov na adhezijoS. aureusin E. coli na sluzéloveskega

in praSi¢jega izvora

Zanimalo nas je ali so izbrani sevi laktobacitbevesSkega (LGG, LF, in K7) in pragega
izvora (. reuteri 2/26, 9/26, 14/26, 12/26, 2/18 lin crispatus/amylovorus 2/25 in 4/26)
sposobni tekmovati z izbranimi patogenimi mikroargani (S. aureus, E. coli) pri vezavi
na sluzlovedkega ali pragjega izvora. Zeleli smo tudi préiti, ¢e na sposobnost adhezije
vpliva razmerje med mikroorganizmi, zato smo naz shplicirali suspenzijo izbranega
patogena in laktobacilov v razmerju 1:1 in 1:10teétih tekmovanja smo radioaktivho
ozn&ili le E. coli ali S aureus, vezavo pa ovrednotili glede na rezultate, kjebijes testu
uporabljeni se\E. coli ali S. aureus sam. V preglednicah so predstavljene srednje wsdn
in standardni odklon treh neodvisnih poskusov, kgemo ugotavljali vpliv izbranih
laktobacilov na adhezij& aureus in E. coli na sluz¢lovesSkega in zivalskega izvora. V
testih tekmovanja na sluzéloveSkega izvora smo ugotovili, da sta K7 In
crigpatus/amylovorus 4/26 zmanjSala adhezif® aureus (za priblizno 20 odstotkov), kadar
so bili mikroorganizmi aplicirani v razmerju 1:1. téstih, kjer smd. aureus laktobacile
aplicirali v razmerju 1:10 je le K7 zmanjSal adlje®. aureus (za priblizno 20 odstotkov),
ostali testni sevi laktobacilov pa so vez&aureus obéutno poveéali (preglednica 8).
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Preglednica 8Vpliv izbranih laktobacilov (L.) na adhezijoS. aureus(S.a.) ob aplikaciji suspenzije v

kateri so S. aureusin izbrani laktobacili v razmerju 1:1 in 1:10 na duzi ¢loveSkega izvora.

Table 8:Effect of selectedactobacilli (L.) on adhesion ofS. aureus (S.a.vhen added in a suspension

where the ratio of S. aureusand lactobacilliis 1:1 and 1:10 on human mucus.

sev Sa:L.(1:1) S.a:L.(1:10)
LGG n.p. 232 £ 116
LF n.p. 127 £ 96
K7 82+19 76 £ 23
2/26 117 +13 247 £ 79
9/26 n.p. 353+ 213
14/26 130+8 311 +89
12/26 9712 218 +113
2/25 94 + 17 304 + 149
2/18 n.p. 193+ 70
4/26 82+12 138 + 66

n.p.: ni podatka
* V testih tekmovanja smo radioaktivno o#ilale E. coli ali S. aureus, vezavo pa v odstotkih ovrednotili

glede na rezultate, kjer je bil v testu uporablgeWVE. coli ali S. aureus sam.

Preglednica 9vpliv izbranih laktobacilov (L.) na adhezijoE. coli (E.c.) ob aplikaciji suspenzije v kateri

SoE. coliin izbrani laktobacili v razmerju 1:1 in 1:10 na duzi ¢loveSkega izvora.

Table 9:Effect of selectedlactobacilli (L.) on adhesion ofE. coli (E.c.) when added in a suspension

where the ratio of E. coli and lactobacilliis 1:1 and 1:10 on human mucus.

sev E.c:L . (1:1) E.c.:L.(1:10)
LGG 86 + 23 105+ 31
LF 82+10 100+ 4
K7 95+ 17 98 +10
2/26 102 +7 131+ 16
9/26 925 140+7
14/26 96 +11 147 + 36
12/26 786 112 + 16
2/25 96 + 17 193 £ 56
2/18 86 + 13 108 + 23
4/26 78+8 115+ 19

* V testih tekmovanja smo radioaktivno oZilale E. coli ali S. aureus, vezavo pa v odstotkih ovrednotili

glede na rezultate, kjer je bil v testu uporablgeWvE. coli ali S. aureus sam.
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V testih tekmovanja laktobacilov E. coli na sluzi¢loveSkega izvora stéoveSka izolata
LGG, LF in prasija izolataL. reuteri 12/26 inL. crispatus/amylovorus 4/26 zmanjSala
adhezijoE. coli, kadar so bili mikroorganizmi aplicirani v razmed:1. V testih, kjer smo
mikroorganizme aplicirali v razmerju 1:10, laktobaniso zmanjSali adhezij&. coli na
sluz ¢loveSkega izvora. Ugotovili smo, da so v tem primerekateri prasji izolati

adhezijoE. coli celo poveali (preglednica 9).

Preglednica 10Vpliv izbranih laktobacilov (L.) na adhezijoS. aureus(S.a.)ob aplikaciji suspenzije v

kateri so S. aureusin izbrani laktobacili v razmerju 1:1 in 1:10 na duzi praSi¢jega izvora.

Table 10:Effect of selectedactobacilli (L.) on adhesion ofS. aureus (S.a.yvhen added in a suspension

where the ratio of S. aureusand lactobacilliis 1:1 and 1:10 on porcine mucus.

sev Sa:L.(1:1) S.a:L. (1:10)
LGG 164 + 22 78+ 10
LF 68 + 8 82+9
K7 69 + 34 51+11
2/26 236 + 3 139 + 20
9/26 145 + 31 87 +11
14/26 205 + 47 157 £ 49
12/26 124+ 71 100 £ 19
2/25 65+ 14 70 £ 37
2/18 101 +14 96 +5
4/26 81+8 123 + 58

* V testih tekmovanja smo radioaktivno oZilale E. coli ali S. aureus, vezavo pa v odstotkih ovrednotili

glede na rezultate, kjer je bil v testu uporablgeWvE. coli ali S. aureus sam.

V testih tekmovanja na sluzi prag&ga izvora, kjer so bili mikroorganizmi aplicirawi
razmerju 1:1, st&loveSka izolata LF in K7 ter prag izolatal. crispatus/amylovorus
2/25 in 4/26 zmanjSala adhezif aureus (za 20-30 odstotkov). Ostali preiskovani sevi
(¢loveski izolat LGG in prasji izolati L. reuteri 2/26, 9/26, 14/26, 12/26) pa so adhe&jo
aureus poveali. Praséji izolat L. reuteri 2/18 na adhezij&. aureus ni vplival. V testih
tekmovanja na pra§i sluzi, kjer so bili mikroorganizmi aplicirani vazmerju 1:10, je
¢loveski izolat K7 zmanjSal adhezif® aureus za odstotkov, preostatdovesSka izolata LF
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in LGG pa za priblizno 20 odstotkov. Adhez§oaureus sta zmanjSala tudi pr&g izolata

L. crispatus/amylovorus 2/25 (za 30 odstotkov) im. reuteri 9/26 (za 13 odstotkov).
Praséji izolati L. reuteri 2/26 in 14/26, teL. crispatus/amylovorus 4/26 so adhezij&.
aureus poveali, medtem koL. reuteri 12/26 in 2/18 na adhezijo nista vplivala
(preglednica 10).

Preglednica 11Vpliv izbranih laktobacilov (L.) na adhezijo E. coli (E.c.) ob aplikaciji suspenzije v

kateri so E. coliin izbrani laktobacili v razmerju 1:1 in 1:10 na duzi praSi¢jega izvora.

Table 11:Effect of selectedlactobacilli (L.) on adhesion ofE. coli (E.c.) when added in a suspension

where the ratio of E. coli and lactobacilliis 1:1 and 1:10 on porcine mucus.

sev E.c.:L.(1:1) E.c.:L.(1:10)
LGG 66 + 8 94 + 23
LF 71+£15 89+7
K7 87+11 110+ 16
2/26 92 +15 136 £ 29
9/26 92 +17 118 + 25
14/26 102 £ 19 131 £ 26
12/26 74 +10 107 £ 16
2/25 73+6 102 +£18
2/18 79 + 23 9 +14
4/26 7717 113+5

* V testih tekmovanja smo radioaktivno oZilale E. coli ali S. aureus, vezavo pa v odstotkih ovrednotili
glede na rezultate, kjer je bil v testu uporablgeWvE. coli ali S. aureus sam.

V testih adhezije na sluzi préfga izvora so vstloveski izolati (LGG, K7 in LF) ter
prastji izolati L. reuteri 12/26 in 2/18 inL. crispatus/amylovorus 2/25 in 4/26 zmanjSali
sposobnost adhezije. coli kadar so bili mikroorganizmi aplicirani v razmerjul. V
testih, kjer so bili mikroorganizmi aplicirani vamerju 1:10 je adhezijg.coli zmanjsal le
¢loveski izolat LF. Ostali izolati so adhezijo pdaé (L. reuteri 2/26, 9/26, 14/26) ali pa

niso imeli ve&jega vpliva (preglednica 11).
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4.6 UGOTAVLJANJE VPLIVA IZBRANIH LAKTOBACILOV NA CITOKINSKI
ODZIV CELICNE LINIJE THP-1

Vpliv izbranih laktobacilov na citokinski odziv ¢&he linije THP-1 smo ugotavljali z
merjenjem koncentracije izenih citokinov v supernatantih cé&tie linije po 24-urni
inkubaciji v goji£u samem (RPMI), z dodanimi bakterijami testnih selaitobacilov L.
crispatus/amylovorus 4/26, K7, LGG, L. casei imunitass DN114 (Actimel) in BF), z
dodanim LPS (i£. coli O111:B4) in ob inkubaciji z izbranim sevom laktolbav in LPS
skupaj. Uporabili smo komplet reagentov za vredmetevnetja pricloveku (Human
inflammation kit, BD), ki omogéa s@&asno merjenje koncentracij IL-8, IL31IL-6, IL-
10, TNF in IL-12p70 v pg/mL z metodo préte citometrije. Pri stimulaciji celic THP-1 s
sevom LGG smo opazili stati&tio zn&ilno poveanje koncentracije IL-8 glede na
kontrolo (0.05; n=3) (slika 13 C). Pri merjenju koncentradliel3 smo pri stimulaciji
celic THP-1 z izbranimi laktobacili opazili statisto zn&ilno poveanje. Najbolj izrazito
poveanje smo opazili pri sevill. casel imunitass DN114 (Actimel) (slika 14 D) in
najmanj izrazito pri sevu LGG (slika 14 C). Prinstilaciji celic THP-1 samo z LPS so bile
koncentracije izmerjenega citokinacjye glede na kontrolo (gogé RPMI), vendar manjsSe
glede na koncentracije izmerjene pri stimulaciglzranimi laktobacili. Ob stimulaciji celic
THP-1 z izbranimi laktobacili in LPS hkrati pa sdebkoncentracije IL-B vetje od
vrednosti, kjer smo celice stimulirali samo z LP&ndar manjSe v primerjavi z

vrednostmi, kjer smo celice stimulirali le z izbiranlaktobacili (slika 14).

Po 24-urni stimulaciji cetne linije THP-1 z RPMI, izbranimi laktobacili, z ISPE. coli
0O111:B4, oziroma z izbranimi laktobacili in LPS glaji v supernatantin céhe linije
nismo ugotovili sprememb v koncentracijah IL-10 llr12p70. Dodatek LPE. coli
0111:B4 je v vseh poskusih poviiostatistino zn&ilno poveanje koncentracije IL-8
(p<0,01; n=3), ob dodatku izbranega seva laktobacilowrispatus/amylovorus 4/26, K7,
LGG, L. casei imunitass DN114 (Actimel) in BF pa je priSlo do stati8io zn&ilnega
zmanjSanja koncentracije 1L-8<f,03; n=3) (slika 13). Podoben trend smo opazdi tu
koncentracijah IL-6 in TNF, kjer se je njuna koniranija povéala ob stimulaciji z LPS,
ob stimulaciji z LPS in izbranimi laktobacili, p& $e koncentracija citokina statigto
zn&ilno zmanjSala (180.05; n=3) (slikal5 in 16). Na slikah 13, 14, 151 so prikazani
rezultati enega izmed treh ideimih testov.
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Slika 13: Koncentracija (c) IL-8 (pg/mL) v
supernatantih celéne linije THP-1 po
stimulaciji z RPMI, L, LPS in L+LPS.

Figure 13:Concentration (c) of IL-8 (pg/mL)
in supernatants of THP-1 cell line after
stimulation with RPMI, L, LPS, L+LPS.
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4.7  VPLIV PROBIOTENE BAKTERIJE L. gasseri K7 (Rif) NA MISI SEVA
C57BL/6]J OB SWOASNI APLIKACIJI ENTEROHEMORAGENE E. coli
O157:H7

4.7.1 Teza zivali in prirast

V poskus je bilo vkljgenih 50 misSk seva C57BL/6J Zzenskega spola star#estido osem
tednov. Na zé&etku poskusnega obdobja so bile Zivali nakiju razdeljene v poskusne
skupine (5 skupin po 10 zivali) in nastanjene povali v kletki. Poskus je bil razdeljen na
obdobije prilagajanja (7 dni), ko so bile Zivali kiggetih skupin hranjene ad libitum samo s
standardno hrano za miSi v obliki peletov, in pasia obdobje (21 dni), ko so poleg
standardne hrane prejemale 3e testne mikroorganizivadi smo stehtali ob vhlevitvi, 8.,

15., 22. dan poskusa in ob Zrtvovanju (28. dan ysek

V skupini A (kontrolna skupina) se je povpna teza zivali v prvem tednu poskusa
(obdobje prilagajanja) zmanjSala za 0,1 g, v nadalreh tednih pa so zivali enakomerno
priragale v povpréju 0,5 g na teden. Povyrea teZa Zivali ob vhlevitvi je bila 18,28 g, ob

Zrtvovanju 19,72 g, tekom poskusa so zivali priteohi44 g.

V skupini B (14-dnevna aplikacija K7 (Rif se je povpréna teza Zivali v obdobju
prilagajanja povéala za 0,64 g, ¥asu 14-dnevne aplikacije K7 (Rifse je povéala za
0,09 g in v zadnjem tednu za 0,60 g. Povpeeteza Zivali ob vhlevitvi je bila 18,15 g, ob

Zrtvovanju 19,48 g, tekom poskusa so zivali pritohi33 g.

V skupini C (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin enkratna aplikacij&. coli 8. dan poskusa)
se je povpréna teza zivali v obdobju prilagajanja poata za 1,09 g, po aplikaci. coli

in tudi v ¢asu 14-dnevne aplikacije K7 (Rife povpréna teza Zivali padla za 0,93 g, v
zadnjem tednu pa so zivali v povpre pridobile 1,60 g. Povpiteaa teza zivali ob vhlevitvi
je bila 18,61 g, ob Zrtvovanju 20,37 g, tekom paskso Zivali pridobile 1,76 g.
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V skupini D (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin enkratna aplikacij&. coli 15. dan poskusa)
je povpreéna teza zivali od vhlevitve do 15. dneva poskusasia za 0,91 g. Od 15. do 22.
dne poskusa, teden po aplikaéijicoli, so Zivali izgubile 0,64 g, od 22. dne do Zrtvowaan;
so pridobile 1,01 g. Povptea teza zivali ob vhlevitvi je bila 18,64 g, obvavanju 19,92
g, tekom poskusa so zivali pridobile 1,28 g.

V skupini E (enkratna aplikacijg. coli 8. dan poskusa) je povgre teza Zivali v prvem
tednu poskusa narasla za 0,89 g, v tednu po apliacoli je padla za 0,08 g, od 15. dne
do zrtvovanja pa so zivali pridobile 0,64 g. Po¥peeteza zivali ob vhlevitvi je bila 18,75
g, ob zrtvovanju 20,20 g, tekom poskusa so zivadigbile 1,45 g.

Vse zivali v petih razéinih poskusnih skupinah so tekom poskusa (28 dmijopile na
telesni tezi. Med poskusnimi skupinami nismo zazstakisttno zn&ilnih razlik v prirastu
(slika 17).

4,0
3,51

3,0
—~ 2,5

e o7 [

1,0

rirast (g

0,5 +— -

0,0 ; ; ;
A B C D E
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Slika 17:Prirast zivali v ¢asu 28-dnevnega poskusa.

Figure 17:Animal weight gain during 28 day trial.
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skupin na dan vhlevitve, 8., 15., 22. in 28. dan
22,0 poskusa.
21,0 = = T Legenda:
p
a 200 /,\4 (A) kontrolna skupina, (B) dvr)evna aplikacija 1,2
3 190 | x 10° KE seva K7 (R na Zival 8. do 21. dan
2 1 1 1 - poskusa, (C) dnevna aplikacija 1,2 X KE seva
18, K7 (Rif) na zival 8. do 21. dan poskusa in
- enkratna aplikacija 5 x POKE seva E. coli
17.0 0157:H7 na zival 8. dan poskusa, (D) dnevna
160 aplikacija 1,2 x 1®KE seva K7 (Rff na Zival 8.
' g 5 < 5 = do 21. dan poskusa in enkratna aplikacija 5% 10
2 z = N 5 KE na zival seva E. coli O157:H7 15. dan
> - ~ poskusa in (E) enkratna aplikacija 5 ¥ KE na

Zival seva E. coli O157:H7 8. dan poskusa.
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Figure 18 (Page 99Mean weight of animals from five different test graips on day of housing, 8., 15.,
22. and 28. day of trial.

Legend:(A) control group, (B) daily application of 1,2 9°ICFU of strain K7 (Ri} per animal from 8. until
21. day of trial, (C) daily application of 1,2 x*1GFU of strain K7 (R} per animal from 8. until 21. day of
trial and one application of 5 x 4@FU of strainE. coli 0157:H7 per animal on 8. day of trial, (D) daily
application of 1,2 x 1DCFU of strain K7 (RIj per animal from 8. until 21. day of trial and ceyeplication
of 5 x 16 CFU per animal of straii. coli 0157:H7 on 15. day of trial and (E) one applicatad 5 x 16
CFU per animal of straiB. coli 0157:H7 on 8. day of trial.

4.7.2 Poraba krme

Koli¢ino zauzite krme smo spremljali z vsakodnevnim gejgm krme pri posamezni
skupini petih Zivali, ki so bile nastanjene v ikketki. Povpréna poraba krme na dan je
bila za skupino A (kontrolna skupina) 31,06 g (#),&a skupino B (14-dnevna aplikacija
K7 (Rif") 28,38 g (+0,67), za skupino C (14-dnevna apliga#{7 (Rif) in enkratna
aplikacijaE. coli 8. dan poskusa) 30,00 g (x0,96), za skupino Ddiigvna aplikacija K7
(Rif") in enkratna aplikacij&E. coli 15. dan poskusa) 28,41g (+1,01) in za skupino E
(enkratna aplikacijaE. coli 8. dan poskusa) 29,05 g (+0,68). Stevilke v okiapa
ponazarjajo standardno napako pri meritvah. P@warelnevna poraba krme je bila pri
skupini, ki smo ji 14 dni aplicirali K7 (Rif (skupina B) signifikantno nizja §9,01) kot

pri kontrolni skupini (skupina A). Poraba krme mstalih skupinah se ni stati&tio

zn&ilno razlikovala od porabe pri kontrolni skupini.

4.7.3 Opazovanje poskusnih zivali

Med poskusom smo Zivali vsak dan opazovali in dcejihovo zdravstveno stanje. Zivali
vseh petih poskusnih skupin so bile med poskusmahhie, imele gladko, svetie dlako,
se odzivale na zunanje draZljaje in kazale zanienag okolico. Tudi po aplikaciji
mikroorganizmov E. coli 0157:H7 in K7 (Rif)) zZivali niso imele driske in niso kazale

drugih klinicnih znakov bolezni.

4.7.4 Analize krvi

Zivalim smo ob Zrtvovanju odvzeli vzorce krvi zaadino krvne slike, diferencialne bele

krvne slike in test fagocitoze.
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4.7.4.1 Krvna slika

Kri smo analizirali z uporabo hematoloSkega an&diga ABC VET (ABX Diagnostics,
Montpelier, Francija) in preverili naslednje pardarae WBC (St. levkocitov), RBC (St.
eritrocitov), HGB (koltina hemoglobina v krvi), HCT (hematokrit), PLT (§ombocitov),
MCV (povpreni volumen eritrocitov), MCH (povpt@a absolutna kalina hemoglobina
v eritrocitih) in MCHC (povpréna relativna koncentracija hemoglobina v eritrocitu
Merjeni krvni parametri so bili pri vseh poskusrskupinah Zivali v mejah referémh
vrednosti (ABC Vet), razen Stevilo trombocitov. 8ke trombocitov je bilo pri skupini B
(14-dnevna aplikacija K7 (R)) nekoliko poviSsano, vendar se ni statist zna&ilno
razlikovalo od Stevila trombocitov pri skupini Adktrolna skupina). Stevilo trombocitov
pri skupinah C, D in E je bilo nad refetsimi vrednostmi in se je statitio zn&ilno
razlikovalo od kontrolne skupine A €£f,05). Vrednosti levkocitov so bile pri vseh
skupinah v mejah referénih vrednosti, vendar je bilo Stevilo levkocitovskupini D
statisttno zn&ilno visje (p=0,02), kot pri kontrolni skupini A.

Preglednica 12Krvna slika zivali v poskusu.

Prikazane so srednje vrednosti in standardni odktarlicno tretiranih zivali v poskusu. A (kontrolna
skupina), B (14-dnevna aplikacija K7 (Rjf C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna aplikacij&. coli

0157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacijaRi") in enkratna aplikacij&. coli O157:H7 15. dan
poskusa) in E (enkratna aplikaciacoli O157:H7 8. dan poskusa).

Table 12:Hematology values for animals in trial.

Mean *+ SD of differently treated animals duringltrA (control group), B (14 day application of K7 (Rjf

C (14 day application of K7 (Rjfand one application dE. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day
application of K7 (Rif) and one application @&. coli O157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatidn
E. coli O157:H7 on day 8 of trial).

enota ref.vred. A B C D E
WBC 107/L 3,0-15,0 50+24 6,2+2,1 6,1+17 76+19 74+24
RBC 10™/L 5,0-12,0 9,6+0/4 9,8+0/4 9,8+05 9,6 +0,4 9,8+4,6
heg 9L 111-180 1458+7,9 1472+6,6 1474+71 1426+53  144+685
et LWL 0,36-052  0,5+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 04+0,0 04%02
LT 10°/L 140-600 472,8+329,8 668,9+298,2 851,6+141,9 863,1+81,1 92538 +268
vey 44-69 468+1,0  463+0,7 47,109 46,6 +0,8 46 +22,9
McH P9 12,0-245 151+0,3  151+0,2 151+0,6  14,9+04 14774
g/L 216-420 3225+88 3249+85 3202+7,2 3205+49 320,2+157,8

MCHC
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4.7.4.2 Diferencialna bela krvna slika

Za vrednotenje diferencialne bele krvne slike smpravili krvne razmaze, v katerih smo
presteli 150 belih krvnih celic, ki smo jih razdelv naslednje kategorije: limfociti,
monociti, segmentirani nevtrofilni granulociti, palsti nevtrofilni granulociti, eozinofilni
granulociti in bazofilni granulociti. Za vsako kgtgijo smo izrdunali delez celic v
preparatu tako, da smo Stevilo celic v eni katggdelili s Stevilom vseh prestetih belih

krvnih celic, ter ga izrazili v odstotkih.

Delez presStetih monocitov, eozinofilnih granuloeitcn bazofilnih granulocitov je bil
manjSi od 1 odstotka. Absolutno Stevilo limfocitepreiskovanih krvnih razmazih je bilo
v skupini D statistino zn#&ilno vegje (p=0,02) kot pri kontrolni skupini. Pri skupiBi pa
smo opazili statistho zn&ilno vegji (p<0,05) delez segmentiranih in pastih

nevtrofilnih granulocitov kot pri kontrolni skupin.

Preglednica 13Diferencialna bela krvna slika Zivali v poskusu.

(prikazane so srednje vrednosti in standardni adkiazlicno tretiranih Zivali v poskusu. A (kontrolna
skupina), B (14-dnevna aplikacija K7 (Rjf C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacijaRi") in enkratna aplikacij&. coli O157:H7 15. dan
poskusa) in E (enkratna aplikaciacoli O157:H7 8. dan poskusa).

Table 13:Diferential white blood count of animals in trial.

(Mean + SD of differently treated animals durinigitrA (control group), B (14 day application of K7 (B)f

C (14 day application of K7 (R)fand one application dt. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day
application of K7 (Rff) and one application d&. coli O157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatién
E. coli O157:H7 on day 8 of trial).

ref.vred. A B c D E
limfociti (%) 90,20 +2,97 84,4+83 83,1+4.4 83,4+47 80,2 £5,0 71,4 +52
segmentirani 830£377 144+g82 161%46 157+47  189%53  26,0%52
nevtrofilci (%) o
pali €asti n.p. 08+04  14+11 0804  09%06  23:04
nevtrofilci (%)
eozinofilci (%) ~ 0,70%0,82 <1 <1 <1 <1 <1
bazofilci (%) 0,20 £0,42 <1 <1 <1 <1 <1
monociti (%) 0,6 +0,84 0,3+0,3 0,1+0,2 0,2+0,3 0,1+0,2 0,2+0,3

n.p.- ni podatka
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4.7.4.3 Test fagocitoze

Ob zrtvovanju zivali smo odvzeli vzorce krvi, dagdveverili, ¢e je razléno tretiranje Zivali
vplivalo na fagocitno sposobnost granulocitov innmcitov. V ta namen smo uporabili
skupek reagentov (Phagotest, Orpegen Pharma), &gaia kvantitativno ugotavljanje
levkocitne fagocitoze v heparinizirani celokupnvikiFagocitozno raziskavo smo izvajali z

metodo preténe citometrije s FACScalibur pré&tum citometrom.

Med razltno tretiranimi skupinami ni bilo statishio zn&ilnih razlik v delezu
granulocitov in monocitov, pri katerih smo izmerilktivnost fagocitoze. Delez
granulocitov, ki so fagocitirali, je bil v skupif (kontrolna skupina) 80,4 odstotka, v
skupini B (14-dnevna aplikacija K7 (Rif 81,3 odstotka, v skupini C (14-dnevna
aplikacija K7 (Rif) in enkratna aplikacij&. coli O157:H7 8.dan poskusa) 85,1 odstotka, v
skupini D (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin enkratna aplikacij&. coli O157:H7 15.dan
poskusa) 85,7 odstotka in v skupini E (enkratn&agpija E. coli O157:H7 8.dan poskusa)
80,5 odstotka. Povpten delez fagocitiraph monocitov je bil pri skupini A 53,7
odstotka, pri skupini B 54,4 odstotka, pri skupii60,2 odstotka, pri skupini D 56,9
odstotka in pri skupini E 54,9 odstotka.

A B
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Slika 19:(A) Delez fagocitirajotih granulocitov, (B) delez fagocitirajatih monocitov Zivali v poskusu.
Figure 22:(A) Percentage of granulocytes positive for phagotysis, (B) percentage of monocytes

positive for phagocytosis from animals in trial.
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4.7.5 MikrobioloSke analize

Za mikrobioloSke analize smo zivalim odvzeli vzotiata ob vhlevitvi ter 8., 15., 22. in
mlegnokislinskih in koliformnih bakterij ter prisotnos7 (Rif") in E. coli O157:H7.
Stevilo mlgnokislinskih bakterij smo ugotavljali na gaji MRS, Stevilo seva K7 (R)f
na goji$u MRS z dodatkom antibiotika rifampicina, Stevilolikormnih bakterij na goji&u

Chromocult in Stevilo seva. coli O157:H7 na goji& Fluorocult.

Ob zrtvovanju smo odvzeli vzorce zelodca, tank&gaesa, kolona in slepegaevesa,
vzorce vsebine tankegérevesa, kolona in slepegaevesa, mezenterialne bezgavke,
vranico, jetra in ledvice ter v odvzetih vzorcihotayljali prisotnost bakterij K7 (Rifin E.
coli O157:H7.

Ker se je izkazalo, da bakterijski s&v coli O157:H7 v prisotnosti drugih bakterij na
goji&u Fluorocult ne tvori tiginih kolonij, selektivno Stetje kolonij sewa coli O157:H7

ni bilo moga@e. Zato smo zrasle kolonije s potwfizioloSke raztopine sprali s povrSine
ploX ter iz izpirkov izolirali celokupno bakterijsko DN da bi dokazali prisotnost seta
coli O157:H7 z metodo multiplex PCR. Uporabili smoseete z&etnih oligonukleotidov,
kier MS1F in MS1R pomnoZujeta odsek DNA na 60 Mikem plazmidu, MK-1 in
MK-2 pomnoZujeta gene za virukeme dejavnike (toksini) ter AE 19 in AE 20
pomnozujeta zapis gereaeA za membranski protein intinggs7.47 (Fratamico in sod.,
1995). Pomnozki PCR, speciii za seroloSsko skupino O157:H7, so veliki 166 bp
(plazmid), 224 ali/in 227 bp (SLT) ter 1087 bp (nt@anski protein) (priloga B).

Kolonije, zrasle na goj&&t MRS z dodanim rifampicinom, smo precepili v t&&@ojige
MRS, izolirali celokupno DNA izraslih kolonij in padili njihovo istovetnost s sevom K7
(Rif") z analizo RAPD z uporabo &tnega nukleotida M-13 (Torriani in sod., 1999)
(priloga C).
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4.7.5.1 Vrednotenje Stevila ntl@okislinskih bakterij v blatu
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Legenda:

Skupina A-kontrolna skupina;

Skupina B-dnevna aplikacija 1,2 x*IKE seva K7 (Rf) na Zival 8. do 21. dan poskusa;

Skupina C-dnevna aplikacija 1,2 x *1BE seva K7 (Ri) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 18 KE sevaE. coli 0157:H7 na Zival 8. dan poskusa;

Skupina D-dnevna aplikacija 1,2 x*IKE seva K7 (Rf) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 1 KE na Zival sev&. coli O157:H7 15. dan poskusa;

Skupina E-enkratna aplikacija 5 x*IKE na Zival sevé&. coli 0157:H7 8. dan poskusa.

Slika 20:Stevilo bakterij v gramu blata Zivali v skupinah A, B, C, D in E, zraslih na goji&u MRS, ob
vhlevitvi, 8., 15., 22. in 28. dan poskusa.

Figure 20:Number of bacteria in 1 g of faeces from animals igroups A, B, C, D and E, grown on MRS
agar on the day of housing, 8., 15., 22. and 28.ydaf trial.

Slika 20 prikazuje Stevilo kolonijskih enot bakjera gram blata miSi, odvzetega med 28-
dnevnim poskusom, na gajis MRS, ki je selektivno gojé& za mlénokislinske bakterije
(MKB). Povpre&no Stevilo MKB v blatu skupine A (kontrola) je bitkozi celotno obdobje
okrog 2,5 x 18 KE/g. Pri skupini B smo ugotovili naji vrednost 1,3 x TOKE/g po 4
tednih, ko je bilo Stevilo kolonijskih enot glede predhodna vzoéenja ve€je za red
velikosti 0,5 logaritma. Pri skupini C je bilo Stevnajvesje po 1 tednu, ko smo ugotovili
3,2 x 16 KE/g, najmanj$e pa po 2 tednih, ko smo ugotoyBi% 10 KE/g. Stevilo zraslih
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celic MKB je bilo pri skupinah D in E priblizno eka in se med poskusom ni bistveno
spreminjalo. Za Stevilo bakterij v vzorcih blatd, k@) bi izrasle na goj& MRS, pri

skupinah A in B (po 2 tednih) ter D in E (po 1 tedinimamo podatkov.

4.7.5.2 Vrednotenje Stevila koliformnih bakteriplatu
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Legenda

Skupina A-kontrolna skupina;

Skupina B-dnevna aplikacija 1,2 x*IKE seva K7 (Rf) na Zival 8. do 21. dan poskusa;

Skupina C-dnevna aplikacija 1,2 x*1BE seva K7 (Rf) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 18 KE sevaE. coli 0157:H7 na Zival 8. dan poskusa;

Skupina D-dnevna aplikacija 1,2 x Ll&E seva K7 (Rfj) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 16 KE na Zival sev&. coli O157:H7 15. dan poskusa;

Skupina E-enkratna aplikacija 5 x®IKE na Zival sevé&. coli 0157:H7 8. dan poskusa.

Slika 21: Stevilo bakterij v gramu blata Zivali v skupinah A, B, C, D in E, zraslih na gojigu za
koliformne bakterije, ob vhlevitvi, 8., 15., 22. in28. dan poskusa.

Figure 21:Number of bacteria in 1 g of faeces from animals imgroups A, B, C, D and E, grown on
coliform agar on the day of housing, 8., 15., 22nd 28. day of trial.

Na sliki 21 so prikazana Stevila koliformnih baljtera gram blata Zivali v poskusu,
odvzetega v razlnih ¢asovnih obdobjih. Stevilo koliformnih bakterij jéldv povpreju

za red velikosti dveh logaritmov nizje od ugotombga Stevila MKB. Stevilo KE
koliformnih bakterij na gram blata pri skupini A @a3alo 4 x 10(po 1 tednu), med
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testnim obdobjem se je Stevilo bakterij zmanjSal@adnji teden doseglo vrednost 8,9 x
10° KE/g. Trend upadanja smo opazili tudi pri skugiiki ni prejemala seva K7 (R)jf
Povpré&no Stevilo koliformnih bakterij je pri skupinah B, in D po 1 tednu znasSalo 1,6 x
10° KE/g. Pri skupini B in C smo najmanj$e Stevilo umadli po 3 tednih (9,1 x 10KE/g),

pri skupini D pa po 4 tednih (9,5 x 2KE/g). Za Stevilo bakterij na goji& Chromocult pri
skupinah A in B (po 2 tednih) ter E (po 1 tednupamo podatkov.

4.7.5.3 Vrednotenje Stevila ntleokislinskih bakterij v blatu, izraslih na gagjisMRS z

dodatkom rifampicina
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Legenda:

Skupina A-kontrolna skupina;

Skupina B-dnevna aplikacija 1,2 x*IKE seva K7 (Rff na Zival 8. do 21. dan poskusa;

Skupina C-dnevna aplikacija 1,2 x “1BE seva K7 (Ri) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 18 KE sevaE. coli 0157:H7 na Zival 8. dan poskusa;

Skupina D-dnevna aplikacija 1,2 x 18E seva K7 (Rf) na Zival 8. do 21. dan poskusa in enkratna
aplikacija 5 x 18 KE na Zival sev&. coli 0157:H7 15. dan poskusa;

Skupina E-enkratna aplikacija 5 x*IKE na Zival sev&. coli 0157:H7 8. dan poskusa.

Slika 22:Stevilo bakterij v gramu blata Zivali v skupinah A, B, C, D in E, zraslih na goji¥u MRS z
dodatkom rifampicina, ob vhlevitvi, 8., 15., 22. ir28. dan poskusa

Figure 22:Number of bacteria in 1 gram of faeces from animal# groups A, B, C, D and E, grown on
MRS agar with rifampicin on the day of housing, 8..15., 22. and 28. day of trial.
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Na sliki 22 je prikazano Stevilo kolonijskin enotropi rifampicinu odpornih
mlecnokislinskih bakterij v blatu miSi. Praviloma je m@am goji€u zrasel samo sev K7
(Rif"), saj je proti rifampicinu odporninh sevov v naragiedno malo. Da bi potrdili
specifénost gojiga za sev K7 (Rif, smo nakljgne kolonije izrasle na gofi po
nacepitvi obravnavanih vzorcev potrdili z analiz&FD. Pri skupini D je bilo Stevilo
zraslih KE po 2 tednih za red velikosti 1,3 logaiat veje kot po 3 tednih. Pri skupini B pa
je bilo Stevilo zraslih KE po 2 tednih za red vebk 0,6 logaritma manjSe od tistega po 3
tednih. Povpréno $tevilo KE pri skupini C, ugotovljeno po 3 teldnje znasalo 1,5 x £0
KE/g. Kjer podatki niso prikazani, je bilo $tevikmlonijskih enot pod mejo detekcije ¢LO
KE/g). Rasti na tem selektivnem g@jisnismo opazili po nacepljanju blata zivali iz skup
A (kontrola) in E skozi celotno poskusno obdobg, je préakovan rezultat, saj nobena od
teh dveh skupin ni prejemala celic seva K7)RN 1. in 4. tednu poskusnega obdobja v
blatu nobene skupine zivali nismo ugotovili priszgti proti rifampicinu odpornih
mlecnokislinskih bakterij.

4.7.5.4 Vrednotenje Stevika coli O157:H7 v blatu

Prisotnost kultivabilnih bakterij se\& coli O157:H7 smo potrdili v blatu misk skupine D,
ki je v poskusnem obdobju 2. tedna prejemala dnesimerek seva K7 (R)fter enkratno

dozoE. coli O157:H7 (8. dan)k. coli O157:H7 smo ugotovili samo v vzorcih blata 5 misSk
od 10 analiziranih, odvzetih prvi dan po aplikaoifnenjenega seva, drugi in tretji dan po

aplikaciji pa prisotnosti nismo veuspeli detektirati (priloga B).

4.7.5.5 Vrednotenje Stevila mikroorganizmov v Zeloth vsebinirevesja

Zanimalo nas je ali bodo mikroorganizmi, ki smoJikialim aplicirali tekom poskusa (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif pri skupini B, C in D in enkratna aplikaciga coli 0157:H7 8.
dan poskusa pri skupini C in E in 15. dan poskusakupini D) prisotni v vsebini zelodca
in v vsebini tankegérevesa, kolona in slepegeevesa. Z metodo RAPD (za ugotavljanje
K7 (Rif')) smo analizirali 22 izolatov iZrevesne vsebine in 6 izolatov iz Zelodca, ki so
zrasli na selektivnem gojid MRS z dodatkom rifampicina. Prisotnosti K7 (Rif Zelodcu
poskusnih zivali nismo potrdili. Prisoten pa je bNsebini slepegérevesa ene izmed misk



B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacildoveskega in Zivalskega izvora. 109

v skupini C (C2/2). Z metodo multiplex PCR (za wydanjeE. coli 0O157:H7) v zelodcu
in ¢revesni vsebini miSk nismo uspeli potrditi sévacoli O157:H7 pri nobeni od skupin

(priloga C).

4.7.5.6 Vrednotenje Stevila mikroorganizmovenavesni sluznici

Zanimalo nas je ali sta se mikroorganizma K7 "jRifi E. coli O157:H7, ki smo ju
aplicirali zivalim v poskusu, uspela pripeti in kaizirati ¢revesno sluznico. Homogenizate
tankegacrevesa, kolona in slepegaevesa smo nacepili na ustrezna trdna &@ji# iz
zraslih kolonij izolirali DNA. Z metodo RAPD in muplex PCR omenjenih sevov v

vzorcih nismo uspeli potrditi pri nobeni od skupin.
4.7.5.7 Vrednotenje Stevila mikroorganizmov v oiigan

Zanimalo nas je ali sta mikroorganizma K7 (Riifi E. coli O157:H7, ki smo ju aplicirali
Zivalim v poskusu, preSla v mezenterialne bezgaukemorda celo kolonizirala
parenhimske organe. V vzorcih jeter, ledvic, vrarnit mezenterialnih bezgavk poskusnih
Zivali, seva K7 (Rff) in O157:H7 z metodo RAPD in multiplex PCR nisnepeli potrditi
pri nobeni od skupin.

4.7.6 HistoloSke analize

Pripravili smo histoloSke rezine mezenterialnih ds&, dvanajstnika, té8ga crevesa,
vitega c¢revesa in kolona. Izmerili smo viSine resicéega in vitegacrevesa, debelino
sluznice kolona in povrsino limfétega tkiva tefega in vitegarevesa. Pregledali smo
histoloSke rezine mezenterialnih bezgavk (slikogredstavitev v prilogi E). Analize smo
opravili s pomdjo mikroskopa Olympus BX-51, kamere Olympus DP-d2rogramske
opreme Olympus DP-Soft BX-51 (vse Olympus, Nga). Meritve smo opravili pri 400-

Kratni poveavi.

V histoloskih rezinah dvanajstnika so bile resiae yseh skupinah poskusnih zivali
posSkodovane, tako da meritve niso bile mago
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4.7.6.1 Morfometkine analiz&revesnih resic téggacrevesa
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Slika 23:ViSina resic te€egaérevesa (jejunum) zivali v poskusu.

A (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif()), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna
aplikacijaE. coli O157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacifa(Kif) in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikdgioli O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 23:Height of jejunal villi of animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (Bjf C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif') and one application d. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatddrE. coli O157:H7 on day 8 of trial).

Z meritvami resic te®gacrevesa smo opazili, da so bile glede na kontrokupiso A
resice pri Zivalih v poskusni skupini B nizje za @stotkov, v skupini C za 13 odstotkov
in pri zivalih v poskusnih skupinah D in E za 21stmdkov. Razlike v viSini resic té8ga
crevesa so bile statigtio zn&ilne med zivalmi v poskusnih skupinah A in B (p©32),, A

in C (p=0,05) in Ain D (p=0,01).
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4.7.6.2 Morfometkine analize&revesnih resic viteg&evesa
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Slika 24 ViSina resic vitega¢revesa (ileum) zivali v poskusu.

A (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif()), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna
aplikacijaE. coli O157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacifa(Kif) in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikdeijeoli O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 24:Height of ileal villi of animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (Bjf C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif") and one application d&. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatidrE. coli O157:H7 on day 8 of trial).

Z meritvami resic vitegdrevesa smo opazili, da so bile viSine resic Ziizasikupin A in B
primerljive, pri zivalih v skupini C viSje za 7 ad$kov, v skupini D viSje za 6 odstotkov in
pri zivalih v poskusni skupini E nizje za 19 odktt. V viSini resic med posameznimi
skupinami v poskusu ni bilo stati&tio zn&ilnih razlik. Ugotovili smo statistno zndilne
razlike med viSino resic vitega in tefjacrevesa (resice té8gacrevesa so bile visje od
resic vitegacrevesa) pri skupini A (p= 0,02), C (p= 0,01) in [&=0,001). Pri poskusnih
skupinah B in D pa v viSini resic ®ga in vitegatrevesa ni bilo statistho zn&ilnih
razlik.
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4.7.6.3 Morfometiine analize debeline sluznice kolona
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Slika 25:Povpre¢na debelina sluznice kolona Zivali v poskusu.

A (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif()), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin enkratna
aplikacijaE. coli O157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacija(Kif") in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikdgioli O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 25.Mean width of colon mucosa of animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (B)f C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif") and one application d&. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatddrE. coli O157:H7 on day 8 of trial).

Debelina sluznice kolona pri zivalih v poskusnitugka B, C in D se ni statigtio
zn&ilno razlikovala od debeline sluznice pri kontroskupini A. Debelina sluznice zivali

v skupini E pa je bila statigtio zn&ilno (p=0,02) tanjSa od kontrolne skupine A.
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4.7.6.4 Skupna povrSina limfatiega tkiva tefegacrevesa

PovrSina limfaitnega tkiva tefegacrevesa je bila za skupino E primerljiva s kontrolno
skupino A (4,2 mrhpri skupini E in 3,84 mpri skupini A). Rahlo pov&nje povrsine
limfaticnega tkiva glede na kontrolno skupino smo opaaili gkupini B (4,95 mr),
dvakratno pové&anje pri skupini C (7,87 mfhin trikratno povéanje pri skupini D (13,44
mnv).
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Slika 26:Skupna povrSina limfatiénega tkiva v histoloskih rezinah te&egacrevesa zivali v poskusu.

A, (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif")), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin enkratna
aplikacijaE. coli O157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacifa(Kif) in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikd€i@li O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 26:Total area of lymphatic tissue in histological slies of jejunum of animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (Bjf C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif') and one application d. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatddrE. coli O157:H7 on day 8 of trial).
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4.7.6.5 Skupna povrSina limfatiega tkiva vitegérevesa

PovrSina limfatinega tkiva viteg&revesa je bila v primerjavi s kontrolno skupino &g
mnv) pri poskusnih Zivalih skupine B &tirikrat p@ama (3,2 mrf), pri skupini C trikrat
povetana (2,6 mrf), pri skupini D sedemkrat posana (5,6 mrf) in pri skupini E skoraj
osemkrat pov&ana (6,0 mr).

Opazili smo tudi, da je bila povrSina limf&iega tkiva tefegacrevesa (od 3,84 do 13,44
mn7) vesja od povrsine limfatinega tkiva vitegérevesa (od 0,8 do 6,0 nin
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Slika 27:Skupna povrSina limfati¢nega tkiva v histoloskih rezinah vitega&revesa zivali v poskusu.

A, (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif")), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna
aplikacijaE. coli 0157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacija(Kif") in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikdgijeoli O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 27:Total area of lymphatic tissue in histological slies of ileum of animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (B)f C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif") and one application d&. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatddrE. coli O157:H7 on day 8 of trial).
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4.7.7 ImunohistoloSke analize

V histoloskih rezinah vitegérevesa smo ugotavljali prisotnost protiteles IggGlin IgM s
specifinimi s FITC konjugiranimi proti-misjimi protitelesiz vsake skupine misi (A, B,
C, D in E) smo vzaitili pet vitih ¢reves in pripravili Stiri histoloSke rezine posamega
vzorca vitegacrevesa za vrednotenje Stevila protiteles enegaedazrZa vrednotenje
prisotnosti posameznega razreda protiteles smakews od dvajsetih preparatov, ki smo
jih pripravili iz ileumov Zivali ene skupine, preit Stevilo pozitivnih celic v celotni

histoloski rezini in rezultate primerjali med skoami.
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Slika 28:Stevilo IgA-pozitivnih celic v histoloskih rezinahZivali v poskusu.

A (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplikacija KRif()), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna
aplikacijaE. coli O157:H7 8. dan poskusa), D (14-dnevna aplikacifa(Kif) in enkratna aplikacij&. coli
0157:H7 15. dan poskusa) in E (enkratna aplikdeijeoli O157:H7 8. dan poskusa).

Figure 28:Number of IgA positive cells in histological slicesf animals in trial.

A (control group), B (14 day application of K7 (R)f C (14 day application of K7 (Rjfand one application
of E. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatiohK7 (Rif") and one application d&. coli
0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatidi. coli 0157:H7 on day 8 of trial).

Slika 28 prikazuje Stevilo IgA-pozitivnih celic, ldmo jih presteli v histoloSkih rezinah
vitegacrevesa. Najv@e Stevilo IgA-pozitivnih celic smo presteli prigiini B (159,5), ki
je bilo statisttno zn&ilno visje (p=0,05) kot pri kontrolni skupini A (93Pri skupini C
smo presteli 97,4 IgA-pozitivnih celic, pri skupibBi 112 in najmanj IgA-pozitivnih celic

pri skupini E (78,8). Pozitivne IgA celice so bieisotne v vseh preiskovanih rezinah.
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Stevilo pozitivnih IgA celic ponazarja povgie prestetih IgA-pozitivnin celic, Stirih

histoloskih rezin vitegérevesa, petih misi iste skupine.

Preglednica 14Stevilo IlgM-pozitivnih celic v histolo3kih rezinahZivali v poskusu.

Skupina A (kontrolna skupina), B (14-dnevna aplila&7 (Rif")), C (14-dnevna aplikacija K7 (Rifin
enkratna aplikacija E. coli 0157:H7 8. dan poski®#l4-dnevna aplikacija K7 (R)fin enkratna aplikacija
E. coli O157:H7 15. dan poskusa in E (enkratna aplika€i@oli 0157:H7 8. dan poskusa.

Table 14:Number of IgM positive cells in histological slice®f animals in trial.

Group A (control group), B (14 day application o KRif)), C (14 day application of K7 (Rjfand one
application ofE. coli O157:H7 on day 8 of trial), D (14 day applicatimiK7 (Rif') and one application .
coli 0157:H7 on day 15 of trial) and E (one applicatidi. coli O157:H7 on day 8 of trial).

A B C D E
2 2 21 28 2
5 16 2 4
20 2 1
12 3 4
22 6 4
43 71 12
29 5
42 6
9
16
4

Preglednica 14 prikazuje Stevilo IgM-pozitivnih icelki smo jih preSteli v histoloSkih
rezinah vitegarevesa. Najvge Stevilo IgM-pozitivnih celic smo presteli prighini C
(povpre&no 25,6) in sicer smo pozitivne celice opazili iz8ed 20 preiskovanih rezin. Pri
skupini C je bilo Stevilo pozitivnih IgM celic staticno zn&ilno vecje (p=0,03) kot pri
kontrolni skupini A (3,5 pozitivnih celic), kjer smopazili pozitivne celice le v dveh izmed
20 preiskovanih rezin. Pri skupini B smo prestelRl IgM-pozitivni celici v eni izmed 20
preiskovanih rezin. Pri skupini D smo opazili pasmo 18,7 IgM-pozitivnih celic in sicer

v 6 izmed 20 preiskovanih rezin, pri tem je zanirpndatek, da smo v eni izmed rezin
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presteli kar 71 IgM-pozitivnih celic. Pri skupini Emo preSteli povpt@o 6,1 IgM-
pozitivnih celic, ki so bile prisotne v 11 rezinati 20 preiskovanih. Stevilo pozitivnih IgM
celic ponazarja povpége prestetin IgM-pozitivnih celic Stirih histologkirezin vitega
drevesa, petih misi iste skupine. Stevilo pozitiveiglic IgM je bilo pri vseh skupinah
zivali v poskusu (A, B, C, D, E) statigtio zn&ilno manjSe kot Stevilo pozitivnih celic
IgA. V histoloskih rezinah, ki smo jih inkubiralizay specifénimi s FITC konjugiranimi
proti-misjimi IgG protitelesi, nismo opazili poariih celic. Slikovna predstavitev je v

prilogi D.



118 B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacil®oveskega in Zivalskega izvora.

5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Mlecnokislinske bakterije so sposobne pozitivno vplivet zdravjetloveka, kar dokazuje
dejstvo, da veliko Stevilo prehranskih proizvodavsptnih na svetovnih trgih, vsebuje
MKB s probioténim delovanjem. V&na probioténih sevov, ki se danes uporabljajo v
prehrani sodi v rodovdactobacillus in Bifidobacterium. Tako je probiotini pripravek
VSL #3, ki vsebuje 9 x 18 KE/g Zivih liofiliziranih bifidobakterij @ifidobacterium
longum, B. infantis in B. breve), 8 x 103° laktobacilov (. acidophilus, L. casai, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus in L. plantarum) in 20 x 16° Sreptococcus thermophilus, kot
del vzdrZevalne terapije pokazal dobre rezultatezgravljenju bolnikov z ulcerativhim
kolitisom in pri prepréevanju ponovnega pojava Crohnove bolezni po operetn
posegu. Pozitivni ¢inki tega probioinega pripravkan vivo so najverjetneje rezultat
kombinacije sposobnosti vezanja dmdaih laktobacilov na povrsino sluznice in inhibécij
vezave patogenih bakterij, iZanja snovi, ki izboljSajo epiteliisko bariero in
imunomodulatornega vpliva na celice imunskega iat§Madsen in sod., 2001)..
plantarum 299v (ProViv&) je v dvojno slepih, kontroliranih randomizirarstudijah zavrl
ponovitev enterokolitisa, ki ga povza Cl. difficile, in ublazil simptome sindroma
razdrazljivin prebavil (Niedzielin in sod., 2001;Wit in sod., 2003). Z&. lactis BB12 so
dokazali, da zmanjSuje pojav akutnih drisk pri oifnan blazi simptome alergijskih reakcij
na mleko in atognega dermatitisa pri otrocih (Chouraqui in sod.0£20Majamaa in
Isolauri, 1997)L. rhamnosus GG (Actifit®, Gefilus®, LGG®, Onaka He GG?, Vifit®...) je
do danes najbolj raziskana probdoi bakterija, s Stevilnimi dokazanimtioki, med
drugim na zmanjSanje pojavnosti akutne driske prbaih (Szajewska in sod., 2001),
blazenje simptomov alergijskih reakcij na mleko atopinega dermatitisa pri otrocih
(Charlesworth, 2003; Rosenfeldt in sod., 2004), g8amje tveganja vnetij dihal (Gluck in
Gebbers, 2003), zmanjSanje zobnega kariesa (Nasedin 2001) in lajSanje simptomov
revmatoidnega artritisa (Hatakka in sod., 2003gvi8ii pozitivni winki za zdravje
dloveka so bili dokazani tudi za probisite bakterijeL. johnsonii Lal (LCI®), L. casel
DN114001 (Actime?) in L. casei Shirota (Yakul?) (Saxelin in sod., 2005).
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Stevilni rezultati drugih raziskovalcev, pridobljen raziskavahin vitro in in vivo, ki
dokazujejo pozitivne dinke probioténih bakterij na gostitelja, so nas vzpodbudili k
ugotavljanju morebitnih probiatnih winkov lastnih izolatovéloveSkega in Zivalskega

izvora.

5.1.1 Prezivetje izbranih sevov laktobacilov v simiranem Zelodénem in érevesnem

soku

Ker Stevilne Studije kaZejo na to, da je predpogaj celovito probiotino delovanje
(zaviralno delovanje proti patogenim bakterijam, equsem preko spré&nja
protimikrobnih snovi ter pripenjanja na&revesno sluznico in vpliv na prirojeni in
pridobljeni imunski odziv gostitelja) potrebna misost Zivih mikroorganizmov, smo
preverili sposobnost prezivetja izbranih laktobaciv simuliranih pogojih prebavil. Vsi
testirani sevi laktobacilov (K4,. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 inL. reuteri 12/26 in
14/26) so preziveli v simuliranih pogojih prebaki cemer so bili tri ure izpostavljeni
simuliranemu Zelothemu soku in zatem preneSeni v simulitgavesni sok, v katerem
smo jih inkubirali naslednje tri ure (Slika 5, 6, 8 in 9). Opazili pa smo, da je
izpostavljenost nizki vrednosti pH (simuliran zelodsok z vrednostjo pH=2) vplivala na
slabSe prezivetje v simuliranetrevesnem soku (prisotnost &oih soli) (Slika 5, 6, 7, 8 in
9). Le sevL. reuteri 12/26 se je izkazal za odpornega tako proti nizkiednostim pH,
kakor tudi proti nadaljnji izpostavitvi Z&him solem simuliranegé&revesnega soka (Slika
8). Metodo za testiranje prezivetja izbranih laldcibov v zelodnem increvesnem soku
smo povzeli po Fernandez in sod. (2003), katezlltati testiranja probiotnih sevovL.
acidophilus UO 001 inL. gasseri UO 002 so primerljivi z naSimi. Zanimiva pa jelmgva
ugotovitev, da je dodatek posnetega mleka (pH=p@)itivno vplival na sposobnost
prezivetja testiranih sevov ob izpostavitvevesnemu soku in zmlim solem. Mishra in
Prasad (2005) sta sedem raziln sevov vrstd.. casel loceno izpostavila raztopinam z
razlicnimi vrednostmi pH (pH=1, pH=2 in pH=3) in 1- ind2lstotni raztopini Z&hih soli.
Noben izmed sevov ni prezivel v raztopini z vredjmopH 1, v raztopini z vrednostjo pH 2
sta enourno izpostavitev prezivela dva seva, Wi Iszen enega pa so preziveli triurno
izpostavitev vrednosti pH=3. Testirani sevi soadikovali po sposobnosti prezivetja v 1-

in 2-odstotni raztopini Zéhih soli v razlénih ¢asovnih obdobjih. Nasi rezultati in rezultati
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drugih raziskovalcev (Conway in sod., 1987; Fermanah sod., 2003; Goldin in sod.,

1992; Jacobsen in sod., 1999; Mishra in Prasadp;Z0érate in sod., 2002) kazejo na to,
da je sposobnost prezivetja v okolju z nizko vrefjmopH in prisotnostjo prebavnih

encimov in zatnih soli speciftna za posamezen sev in je torej selekcijski defawniga

je potrebno pri iskanju novih kandidatov za prol®fpreveriti.

Rezultati predhodnih poskusavvivo na prasikih so potrdili, da je sev¥loveSkega izvora
K7 sposoben prezivetja in &sne kolonizacijérevesja pragkov. Po 14-dnevni aplikaciji

5 x 10° KE/dan je bilo v blatu pra&kov ugotovljenih 2.5 x 10do 3.3 x 10 KE K7 v
gramu blata, pri dveh zivalih pa je bil preiskovaav v blatu prisoten Se Sest dni po
koncani aplikaciji. Pri dveh Zivalih, ki sta bili Zrtwani po petih dneh aplikacije K7 je bil
preiskovani sev ugotovljen na sluznici dvanajstr{ilk40 KE/10 cr), te§egacrevesa (170
KE/10 cnf) in vitega érevesa (1600 KE/10 cih (Bogovi Matijasic in sod., 2006b;
Bogovic Matijas in sod., 2004). Sposobnost prezivetja K7 irtasae kolonizacije
prebavil smo tudi v okviru te doktorske disertagjtrdili s poskusonin vivo na misih.
Testirani sevi laktobacilov pra$ega izvora so pokazali sposobnost prezZivetja v
simuliranih pogojih prebaviln vitro, pred njihovo uporabo v probistiih pripravkih pa bi
bila potrebna Se dodatna testiranja v poskirsiivo.

5.1.2 Varnost probiotikov
5.1.2.1 Sposobnost razgradnje sluzi

Probiotcéne bakterije morajo zadostiti tudi varnostnim zghte Organizacije Zdruzenih
narodov za prehrano in kmetijstvo in Svetovne zsingene organizacije, ki dalajo, da
probioticni proizvod ne sme vsebovati sevov, ki lahko radigpasluz ali so odporni proti
antibiotikom v veji meri, kot je to zn&lno za posamezne vrste. Sposobnost razgradnje
sluzi smo preskusali pri vseh prg#i izolatih laktobacilov (poglavje 3.2.2) téloveskih
izolatih LGG in K7. Pra#ji izolati laktobacilov inc¢loveSka izolata (LGG in K7) niso
razgradili sluzi tudi v primeru, ko gofid ni bila dodana glukoza in bi zaradi pomanjkanja
hranilnih snovi lahko kot vir hranilnih snovi updil glikoproteine in oligosaharide
¢revesne sluzi (Hacin in sod., 2008). Ne glede nsoprost glukoze v goji& pa smo
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razgradnjo sluzi (slika 10) opazili pri sevilh aureus RN 4220 in toksigenE. coli
08:K88:H9ENt, ne pa tudi pri netoksigeni mutari coli O8:K88:H9EnNt, kar nakazuje
na povezavo med patogenostjo in sposobnostjo rmhzgra sluzi. Patogenim
mikroorganizmom sposobnost razgradnje sluzi in idmghanizmi (npr. sekrecijski sistem
tip Il pri S typhimurium in patogeniE. coli) omoga&ijo vstop v ¢revesne celice, kar
povzrai patoloSke spremembecvevesju gostitelja, medtem ko komenzalna in proénat
mikroflora ostane ujeta v mukoznem sloju in v majmeri vstopa oziroma prehaja skozi
¢revesni epitel, v glavnhem s potijo dendritskih in specializiranikirevesnih celic M.
Sposobnost razgradnje sluzi, ki je eden od pokpeatearnosti probiotikov, so predtem
ugotavljali pri razlénih sevih, med katerimi so. casel GG, L. acidophilus, B. bifidum, L.
rhamnosus (HNOO1), L. acidophilus (HNO17),B. lactis (HNO19),L. delbrueckii ssp. lactis
(UO 004) Se preden so se lotili ugotavljanja njilnopozitivnih winkov in vivo na ljudeh
(Fernandez in sod., 2005; Ruseler-van Embden in $685; Zhou in sod., 2001). Stevilni
poskusiin vitro, kot tudiin vivo na podganah so dokazali, da predstavniki vrsiakiopajo

kot probiotiki, ne razgrajujejérevesne sluzi (Snydman, 2008).

5.1.2.2 OButljivost za antibiotike

Za bakterije rodu_actobacillus Se ni standardov za izvedbo in interpretacijootesta
ob¢utljivost/rezistenco, zato smo si pri izbiri g@@sin interpretaciji pomagali s podatki iz
literature. Na goji& Mueller-Hinton, ki je konvencionalno gaji za testiranje odpornosti
proti antibiotikom, sev K7, kakor tudi ¥ma ostalih laktobacilov, ne raste. Zato smo
uporabili meSanico goji& Mueller-Hinton (90 odstotkov) in gofid MRS (10 odstotkov),
uravnano na vrednost pH=6,8 (Klare in sod., 200B3ko goji£e omogga rast
laktobacilov, sestavine MRS pa v uporabljenih kon@eijah ne vplivajo negativno na
aktivnost antibiotikov. V vé&ni objavljenih raziskav (Danielsen in Wind, 20@¥lgado in
sod., 2005; Kheadr in sod., 2004; Matt6 in sodQ72@hou in sod., 2005), so za testiranje
laktobacilov in bifidobakterij uporabili kar MRS dodatkom cisteina, ker omogg dobro
rast teh organizmov, ki na gajiB, obiajnih za testiranje odpornosti proti antibiotikom
(Mueller-Hinton agar, Iso-sensotest agar) ne ras@pstajajo pa utemeljeni pomisleki v
zvezi z uporabo MRS za testiranjecatijivosti za antibiotike, saj lahko pride do ira&ci]

med sestavinami gojia in antibiotiki. Na zmanjSanje aktivnosti nekateentibiotikov
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lahko vpliva tudi vrednost pH, ki je v tem gd@jisze na zé&etku nizka (pH=5,4) ter se med
rastjo ml€nokislinskih bakterij Se dodatno zniza. Preizkusdinekaj alternativnih gofis
kjer je z&etna vrednost pH 6,8 in kjer je delez MRS samd$eln, da omog@ rast, ne
vpliva pa na antibiotike. TakSnega (90 odstotkovMH.0 odstotkov MRS) smo uporabili
tudi v nasi raziskavi (Hacin in sod., 2008). Ugdgave vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracij (MIC) desetih antibiotikov za K7 sminperjali z mejnimi vrednostmi MIC,
ki smo jih povzeli po Danielsen in Wind (2003) ey FEEDAP Panel Report (200%)e
upoStevamo mejne MIC po Danielsen in Wind (2003j, ni odporen proti nobenemu
preskusanemu antibiotiku, le ugotovljene vrednbH kloramfenikola in tetraciklina so
bile na zgornji meji obma okzutljivosti. Ce pa upostevamo kriterije, ki so jih postavili
na podlagi FEEDAP Panel Report (2005), je bila agiggna MIC za gentamicin na
zgornji meji obmdja okiutljivosti, MIC kloramfenikola in streptomicina paekoliko nad
mejo, kar pomeni zmerno rezistenco seva K7 pratatevema antibiotikoma (preglednica
4). Izsledki, ki so jih objavili Matto in sod. (20D so rezultat obsezne evropske raziskave
6. okvirnega programa EU, ACE-ART, v katero so Wikljuceni laboratoriji iz veé
evropskih drzav, in od katere si obetajo validiralestne metode za ugotavljanje
obXutljivosti za antibiotike pri mlénokislinskih bakterijah, ter smernice za standdg&i@

in nacionalne zakonodaje. Moznost prenosa genowdparnost proti antibiotikom med
probioticnimi in patogenimi bakterijami je majhna, vendgukltemu vredna pozornosti.
MKB lahko namré vsebujejo plazmide z geni za odpornost proti odthiau,
eritromicinu, kloramfenikolu in makrolid-linkozamistreptograminu. Plazmidi z geni za
odpornost proti antibiotikom so bili najdeni frireuteri, L. fermentum, L. acidophilus in

L. plantarum, ki so bili izolirani iz surovega mesa, silazehiata Zivali. Odpornost proti
streptomicinu, tetraciklinu in kloramfenikolu jeldidokazana pri. lactis, izoliranem iz
surovega mleka in mehkega sira. Odpornost pratadigdinu je bila ugotovljena pri.
plantarum 5057. Genov za odpornost proti vankomicinu pri ddcilih niso nasli
(Snydman, 2008). Laktobacili so dsoma olutljivi za penicilinske antibiotike
(piperacilin, ampicilin) in inhibitorje [-laktamazodporni pa proti oksacilinu in
cefalosporinom (cefoksitin in ceftriakson) (Coppamasod., 2005; Danielsen in Wind,
2003). Nepropustnost cétie stene je glavni vzrok za odpornost, saj sew tegu nimajo

s citokromi posredovanega elektronskega transpdfégina sevov laktobacilov kaze

visoko stopnjo odpornosti proti glikopeptidnim dnditikom (vankomicin, teikoplanin),
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obcutljivost za bacitracin pa ndao variira med sevi (Coppola in sod., 2005; Katlsad.,
2001). Veinoma so obutljivi za antibiotike, ki inhibirajo sintezo ceéhe stene, kot so
kloramfenikol, eritromicin, klindamicin in tetradik in odporni proti aminoglikozidnim
antibiotikom (neomicin, kanamicin, streptomicin gentamicin) (Zhou in sod., 2005).
Odporni so tudi proti v@ni inhibitorjev sinteze nukleinskih kislin (enoksa, pefloksacin,
norfloksacin, nalidiksinska kislina, sulfonamidiimetoprim in metronidazol). \@oma

je odpornost laktobacilov proti antibiotikom inikdna (nespeciéna, neprenosljiva),
vendar je zaradi vse ¥je uporabe teh bakterij v prehrani potreben stradzor in reden
monitoring olgutljivosti za antibiotike, ki je specifha za posamezen sev (Ammor in sod.,
2007).

5.1.3 Protibakterijsko delovanje

Probioténe bakterije so sposobne proizvajati rae metabolite in druge substance, ki
prepr&ujejo rast in razmnozevanje patogenih mikroorgaoiznPomembno vlogo imajo
organske kisline, predvsem rah& in ocetna, kot tudi druge snovi, ki se sicerijgov
manjSih kol€inah, kot so bakteriocini, antibiotiki in Se nepame zaviralne snovi.
Dokazano je, da stdoveSka izolata K7 in LF sposobna tvoriti bakten&c Acidocin
LF221 A in acidocin LF221 B, ki ju proizvajaF, stapredstavnika dvo-komponentnih
bakteriocinov razreda .lIBakteriocini, ki jih proizvaja K7, pa se po sestatrukturnih
genov (gassericin K7 A - Genbank EF392861; gaseelKi¢ B - Genbank AY307382) ne
razlikujejo od acidocinov LF221 A in B. Dokazanotyeli, da sev K7, tudi zaradi tvorbe
bakteriocinov, inhibira rast vegetativnih celicspor Cl. tyrobutyricum in vitro v siru in
tako zaviralno vpliva na pozno napihovanje, hkpine vpliva na viabilnost starterske
kulture (Bogové Matijasic, 1997; Bogow Matijasi in sod., 2007; BogoviMatijasi in
Rogelj, 1998; Bogovi Matijask in sod., 1998;Canzek Majheri in sod., 2003).
Protibakterijsko delovanje probio¢tiih sevov je pomembno z vidika dobrih tehnoloSkih
lastnosti, kot tudi z vidika preZivetja seva v peitih gostitelja, kolonizacije in
sposobnosti tekmovanja s patogenimi mikroorganizaip smo to lastnost preverili tudi

pri zivalskih izolatih.
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Z metodo difuzije v agarju smo potrdili protimiknod aktivnost supernatantov kultur
¢loveskih izolatov K7 in LF, ter prajega izolatalL. crispatusamylovorus 4/26, proti
indikatorskim sevomE. coli K12, E. coli O157:H7,E. coli O8:K88:H9Ent, E. coli
08:K88:H9ENt in S. aureus RN 4220 (preglednica 3, priloga A). Na plaB, kjer smo
namesto supernatantov MKB nanesli ggidMRS z dodano méao kislino, (vrednost pH
3,8,4,0,4,2,4,4, 4,6 in 4,8) ni bilo con inhi@aasti, zato sklepamo, da za inhibicijo rasti
indikatorskih sevov ni bila odgovorna nite kislina, ampak druge zaviralne snovi, ki so

jih v gojiste izlotale MKB.

Edini praSgji izolat, pri katerem smo z metodo lise na agaspazili protibakterijsko
aktivnost proti vsem indikatorskim sevom, je hil reuteri 2/26. Prasiji izolati niso
pokazali protibakterijske aktivnosti proti sewu sakel, z izjemo L. reuteri 2/26, pri
katerem je bila cona inhibicije radti sakel enaka kot pri humanem izolatu K7. P&gi
izolata L. reuteri 10/26 in 12/26 nista delovala protimikrobno protbenemu izmed
indikatorskih sevov. Osem od dvanajstih ptg$iizolatov (L. reuteri 2/26, 14/26, 2/18,.
crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 inL. vaginalisreuteri 13/26, 11/26 in 6/17) je delovalo
protimikrobno proti indikatorskem se&l coli O8:K88:H9ENn(, ki je prav tako pragjega
izvora. Osem od dvanajstin prg#i izolatov (. reuteri 9/26, 2/26, 14/26, 2/18..
crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 terL. vaginalis/reuteri 11/26 in 6/17) je pokazalo
protimikrobno aktivnost proti indikatorskemu se®uaureus RN 4220 (preglednica 2).
Rezultati kazejo, da je protibakterijska aktivhgst posameznih sevih razha in ni
odvisna od izvora samega seva, saj so nekateripsastjega izvora I(. reuteri 2/26 in
14/26, L. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25,L. vaginalis'reuteri 11/26 in 6/17) izkazali
protibakterijsko aktivnost proti indikatorskim sewaako prasiega kot tudi¢loveSkega
izvora. Rezultati ugotavljanja protibakterijske ighbsti z dvema metodama so se pri
posameznih sevih razlikovali. Tako so z metodesa ha agarju protibakterijsko aktivnost
proti E. coli O8:K88:H9ENt in S aureus RN 4220 izkazali pra&i izolati L. reuteri 2/26,
14/26, 2/18,L. crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25 inL. vaginalis/reuteri 11/26 in 6/17,
medtem ko je pri metodi difuzije v agarju protibafjsko aktivnost proti istima
indikatorskima sevoma izkazal ld.. crispatusamylovorus 4/26. Morda je za
protibakterijsko delovanje potreben Ziv organizesaj, smo pri metodi lise na agarju na

goji&ke nanesli Zzivo kulturo in opazovali protibaktergsiktivnost po 24-urni inkubaciji,
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pri metodi difuzije v agarju pa smo na goégnanesli supernatante in ne zivih celic, ki smo
jih predhodno odstranili. Druga razlaga pa je, d&aencentracije protimikrobnih snovi v
supernatantih pod mejo detekcije, gimer je mogee, da se je protibakterijska aktivnost
zmanjSala tudi med pripravo supernatantov (zamrgeya liofilizacija). Metoda
ugotavljanja protibakterijske aktivnosti z difuzijoagarju in z liso na agarju sta primerna

presejalna testia vitro, kadar Zelimo testirati ¥ge Stevilo bakterijskih sevov.

5.1.4 Adhezija (sposobnost pripenjanja mikroorganimov)
5.1.4.1 Hidrofobnost

V procesu vezave mikroorganizmov ¢ravesne epitelne celice sodeluje veliko dejavnikov
in mehanizmov, med katerimi so tudi hidrofobne fasti celéne povrSine, ki jih
posedujejo nekateri mikroorganizmi, medtem ko jelicoa povrSina drugih
mikroorganizmov hidrofilne narave. Merjenje hidrbfmsti, kot sposobnosti vezave
mikroorganizma na ogljikovodike (najpogosteje heledan), je pogosta metoda vitro
ugotavljanja sposobnosti mikroorganizma za vezavorevesne epitelne celice (Kiely in
Olson, 2000; Rosenberg, 1984; Vinderola in Reinleejr2003). V naSih poskusih smo
najmanjso hidrofobnost izmerili pri potencialno ggegnih sevitE. coli K12 (5,2%)in S
aureus RN 4220 (3,4%), najviSjo pa pri pra&m izolatuL. reuteri 9/26 (96%). Tudi pri
prastjih izolatih L. reuteri 14/26, 2/18, 9/17 in 12/26, crispatus/amylovorus 4/26 in 2/25
in L. vaginalis/reuteri 6/17 je bila izmerjena hidrofobnost nad 50%. Vengia smo pri
nekaterih pragjih izolatih izmerili tudi majhno hidrofobnodt. reuteri 2/26 (9%) in 10/26
(35,5%) terL. vaginalis/reuteri 13/26 (6,2%) in 11/26 (19,2%). Hidrofobnost jeabil
majhna tudi pricloveskih izolatih K7 (32%) in LGG (12,8%), ne pai puF (77%)
(preglednica 7). Ugotovili smo tudi, da hidrofobhas bila v neposredni povezavi z
ucinkovitostjo vezave preiskovanih sevov na celicedz2 in sluz¢loveSkega oziroma
Zivalskega izvora (slika 11). Ta ugotovitev je \sp@tju z rezultati Del Re in sod. (2000),
ki so ugotovili povezavo med hidrofobnostjo in spmsostjo adhezije pri 10 od 13
testiranih sevov. Vendar so njihovi testirani gewpadali vrstiBifidobacterium, mi pa smo
testirali izolate, ki pripadajo vrstLactobacillus, kar je mozen vzrok za razlike v
pridobljenih rezultatih. Mishra in Prasad (2005 sgotovila, da se\i. case posedujejo
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hidrofobne lastnosti, ki so v nekaterih primeritvepane s sposobnostjo vezave na epitelij.
hidrofobnosti 40%), kot smo jih izmerili v naSih giusih. Perez in sod. (1998) so pri
bifidobakterijah, pri katerih je bil izmerjen visaelez hidrofobnosti, ugotovili tudi dobro
sposobnost vezave na celice Caco-2, vendar paves pedobnim delezem hidrofobnosti
pokazali razkino afiniteto do vezave. Iz naSih rezultatov in pgkde iz literature lahko
povzamemo, da je delez hidrofobnosti ena izmeaddast v katerih se mikroorganizmi
med seboj razlikujejo in je v povezavi z adheziyendar pa hidrofobne lastnosti ne

zagotavljajo dobre vezave tigevesne celice.

5.1.4.2 Adhezija izbranih izolato¥oveSkega in pra§jega izvora na sluzloveSkega in

prasStjega izvora ter caetno linijo Caco-2

Ocena adhezije na epitelne celicevesja in posledna sposobnost kolonizacije prebavil
je pomemben dejavnik pri selekciji probistih sevov. Véina probioténih sevov je
sposobna preziveti prehod skozi prebavila in v phgm vitro izkazati sposobnost
adhezije, vendar pa v pogojih vivo ne naseltrevesja gostitelja. Od probidtiih sevov,

ki so trenutno prisotni na trgu, je LGG eden redkilostane prisoten v prebavilih Se nekaj
¢asa po kogani aplikaciji (Dunne in sod., 2001).

Za prodevanje adhezijskih sposobnosti izbranih izolatow smorabili modekrevesnih
celic Caco-2, ki so pridobljene iz tumorja debelégavesacloveka, vendar v pogojim
vitro spontano diferencirajo v absorpcijskim enterocit@omdobne celice in izrazajo
lastnosti epitelnih celic tankegaevesa (Fogh in sod., 1977; Pinto in sod., 1988)ic€
Caco-2 so pogosto uporabljen model za pevanje adhezije, vendar pa niso sposobne
izlocati mucinov in tako niso pokrite z mukoznim slojezngilnim za enterocite, ki s
vivo nahajajo wrevesju. Da bi preverili Se ta vidik, smo v testithhezije uporabili tudi
¢revesno sluzloveSkega in Zivalskega izvora, ki smo jo pridokalzdravih delowrevesja
ljudi in praStev (opisano v poglavju 3.7.4). Teste adhezije na smo izvedli s ponmgo
radioaktivnega ozré@vanja preiskovanih bakterij in @thvanja deleza vezanih bakterij z
merjenjem radioaktivnosti s te&osko scintilometrijo, saj so Vesterlund in sod0@3)

ugotovili, da je ta metoda v primerjavi s fluorestem ozng&evanjem preiskovanih
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bakterij, Stetiem na ploéah, barvanjem DAPI in barvanjem bakterij z barvildmstal
vijoli ¢no, najprimernejSa. Pri testih adhezije na celiaed=2 smo pripete mikroorganizme
vrednotili s pomgjo Stetja na plagh z uporabo selektivhega gops(Bogove Matijasi

in sod., 2003; BogoviMatijask in sod., 2006a; Fajdiga in sod., 2006). Obetavetoda
za vrednotenje bakterij, ki se vezejo na celicecca@a je tudi PCR v realneiasu
(Candela in sod., 2008). Sposobnost adhezije moldbveskega in pragjega izvora na
sluz ¢loveSkega in pra§jega izvora ter na celice Caco-2, smo izmerili #etez vezanih
bakterij. Pri 7 izmed 14 izolatov laktobacilov smpazili trend vezave in sicer, da so se
prastji izolati L. reuteri 2/26, 9/26, 12/26 in 14/26 ih. crispatus/amylovorus 4/26 ter
cloveSka izolata LF in LGG najbolje vezali na sléibveSkega izvora, slabSe na sluz
prastjega izvora in najslabSe na celice Caco-2 (slikh Tdstotek adhezije izolatov
prastjega incloveSkega izvora je bil nizji v poskusih vitro na celéni liniji Caco-2, v
primerjavi s poskusi na sluzioveSkega in pra§jega izvora. NajboljSo sposobnost vezave
na sluzclovesSkega in pra§jega izvora smo ugotovili pri pragem izolatuL. reuteri 2/26
(49,4 in 27,4 odstotkov), ki je bil tudi edini prg§izolat, pri katerem smo z metodo lise
na agarju opazili protibakterijsko aktivnost presem indikatorskim sevom. NajslabSe sta
se na sluzloveSkega in pra§ega izvora vezala pra§iizolat L. vaginalis/reuteri 13/26
(0,5 in 0,3 odstotka) inloveski izolat K7 (0,4 in 0,3 odstotka). Zanimivdaiek je, da sta
secloveski izolat LF in njegova mutanta, ki ne proigvéakteriocinov, LF bacna sluz
¢loveSkega izvora vezala z enako afiniteto (4,6,8atistotka) na sluz prégga izvora pa
se je LF bacvezal z veliko v&o afiniteto (12,6 odstotka) kot LF (2,2 odstotksljka 11).
Ugotovili smo, da so vsi preiskovani sevi sposdihezije n&revesno sluzloveskega in
Zivalskega izvora ter na celice Caco-2, vendaropaad posameznimi sevi velike razlike v
deleZzu vezanih celic. Razlike v sposobnosti adegzgtih sevov laktobacilow ( brevis
PEL1, L. reuteri ING1, L. rhamnosus E-800, L. rhamnosus LC-705 in LGG) na sluz
¢lovesSkega izvora so opisali tudi Ouwehand in sBA0{). Ugotovili so tudi, da prisotnost
pepsina vpliva na zmanjSanje sposobnosti vezaw; fako pa je prisotnost mleka z
razlicno vsebnostjo m@sbe vplivala na zmanjSano sposobnost adhezije koneasih
laktobacilov. To pomeni, déetudi mikroorganizmi prezivijo prehod skozi prebavn jih
prisotnost mleka v tem primerdis, lahko vsebina prebavil in prisotnost mlekaivpta na
njihove adhezivne sposobnosti. Rezultati, ki sopjitdobili glede adhezije seva LGG na

sluz ¢lovesSkega izvora (35%) se razlikujejo od naSih 4%), Ctitno je, da so zaradi
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pomanjkanja standardizirane metode za vrednotelijezije, rezultati adhezije istih sevov
v razliénih laboratorijih razlini in pogosto se za vrednotenje adhezije uporabt@glicne
metode (Blum in sod., 1999).

5.1.4.3 Adhezija izbranih izolatov na sluz iz r&zih delov pragijegacrevesja

Zanimalo nas je ali se bodo izbrani izolakbveSkega in pragjega izvora z raztno
afiniteto vezali na sluz iz razZhih anatomskih delov pra$egacrevesja, saj je iz literature
znano, da je najega prisotnost laktobacilov v predelu teg§acrevesa, v predelu debelega
crevesa (navzgornji, pkai in navzdoljni kolon) pa naj bi bili glavni pre@sniki
probioticnih bakterij bifidobakterije (McCracken in Loren2001). V ta namen smo
izolirali sluz dvanajstnika, té8ga ¢revesa, vitegarevesa, navzgornjega, prega in
navzdoljnega kolona. Ugotovili smo, da so se tastiizolati tako¢loveSkega kot tudi
prastjega izvora (K7, LGGL.. reuteri 2/26 in 2/18 teE. coli K12) z enako afiniteto vezali
na sluz iz raztinih delov pragijegacrevesja. Razlike v sposobnosti vezave pa so big me
posameznimi izolati. reuteri 2/26 (25%),L. reuteri 2/18 (24,5%), LGG (14,4%F. coli
K12 (2,8%) in K7 (0,8%) (slika 12). Rezultati adlieza sluz iz razéinih delov prasijega
crevesa so bili v skladu z rezultati, kjer smo teditivezavo vseh praevanih sevov na
sluz prasijega izvora. Zakaj v vezavi na sluz iz anatomslahi¢gaih delovérevesja ni bilo
vedjih razlik ne vemo. MoZna razlaga je, da je v tankéot tudi v debelengrevesu,
¢revesna sluz sestavljena pretezno iz mucinov MUCWC3 in ima zato verjetno enake
receptorje, v razmeroma enaki koncentraciji kargpgg podobne pogoje za vezavo
mikroorganizmov (Ouwehand in sod., 2001). Podolmskps so izvedli Ouwehand in sod.
(2002b), ki so za teste adhezije izolirali resewradkivo slepegarevesa, navzdoljnega,
preinega in navzgornjega kolona. Hkrati so izolirallitsamocrevesno sluz iz teh delov
crevesa in primerjali adhezijo izbranih probéoih bakterij (LGG,L. casael Shirota,L.
johnsonii Lal, L. bulgaricus in B. lactis BB12) nacrevesno sluz in resecirano tkivo
¢revesa. Ugotovili so, da so kebulgaricus, L. johnsonii Lal inB. lactis BB 12 statistino
zn&ilno slabSe vezali na resecirano tkivo navzgornjeglana v primerjavi z adhezijo na
ostale dele kolona. V vezavi probiotih sevov na sluz iz raZhih delovcérevesja pa niso
opazili statisééino zn&ilnih razlik, kar je v skladu z naSimi rezultatrdskovani sevi so se

slabSe vezali na resecirano tkivwoevesa kot na izoliran@revesno sluz, kar lahko
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pripisujemo vplivu rezidentne mikroflore na resaanih delihc¢revesa, ki v sami sluzi ni
prisotna. Na reseciranem tkivu so lahko prisotui welci hrane in encimi, ki prav tako
vplivajo na adhezijo. Nasi rezultati in podatkiliterature podpirajo dejstvo, da je vezava
bakterij na epitelijske celicérevesja kompleksen proces, ki je odvisen od Stéviln
dejavnikov in bi ga bilo za pridobitev bolj realngodatkov potrebno préavati tudi v

poskusihin vivo.

5.1.4.4 Vpliv izbranih laktobacilov na adhezfoaureus in E. coli na sluzé¢lovesSkega in

prastjega izvora

Znano je, da laktobacili razho vplivajo na adhezijo patogenih mikroorganizmioadlisi s
tekmovanjem za vezivha mesta, ali z é&ojem protimikrobnih snovi (Gopal in sod.,
2001; Lee in sod., 2000; Lee in Puong, 2002; LehtSalminen, 1997; Tuomola in sod.,
1999a). Zato nas je zanimalo ali so izbrani sektiolaacilovéloveskega (LGG, LF, in K7)
in prastjega (. reuteri 2/26, 9/26, 14/26, 12/26, 2/18 lin crispatus/amylovorus 2/25 in
4/26) izvora sposobni tekmovati z izbranim patogemikroorganizmi § aureus, E. coli)

pri vezavi na sluzcloveSkega ali pra§ega izvora. Ker se v pogojihn vivo
mikroorganizmi ne nahajajo vedno v enakih razmesgino preizkusili vpliv laktobacilov
na patogene mikroorganizme kadar so z njimi v emaka&merju in kadar je patogenih
mikroorganizmov priblizno desetkrat manj. V testibkmovanja za vezavo na sluz
¢loveSkega izvora, kjer so bH. coli in laktobacili dodani v razmerju 1:10, laktobaciiso
vplivali na adhezijcE. coli, ali pa so jo celo povali (preglednica 9). Izmed preskusanih
laktobacilov je le K7 zmanjSal adhezif aureus na sluz¢loveSkega izvora v testih, kjer
smoS. aureus in laktobacile dodali v razmerju 1:10. Vsi ostdivi laktobacilov, aplicirani
v razmerju 1:10, so adhezif® aureus na sluz¢loveSkega izvora povali (preglednica 8).
Poveanje adhezije patogenega mikrooganizachli O157) ob seasni aplikaciji LGG
na celice Caco-2 so ugotovili tudi Lee in PuongO@0in Ouwehand in. sod. (2000).
Rezultate so obrazlozili tako, da so se celiceoli O157 vezale na celide rhamnosus,
kar je mozno, da se je zgodilo tudi v naSih podku3iuomola in sod. (1999a) pa so
opazili, da LGG pow&a adhezijoS. typhimurium na glikoproteine, izolirane iZrevesja
¢loveka. V nasih testih adhezije je sev LGG p@ledhezijdS. aureus na sluzélovesSkega

izvora v primeru, ko je bilo apliciranih laktobamit 10-krat vé& in na sluz prasgjega
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izvora, ko so bili aplicirani v razmerju 1:1 (predhica 8 in 10). V testih, kjer je bilo LGG
10-krat ve&, pa so laktobacili zmanjSali adhezijodbireus na sluz pragjega izvora za 22
odstotkov (preglednica 10). Prav tako se je adaeBij coli na sluz pragjega in
cloveSkega izvora zmanjSala, kadar sta bila mikraoigna aplicirana v razmerju 1:1, ter
ostala nespremenjena, kadar je bilo apliciranitiolad&cilov 10-krat vé& (preglednica 9 in
11). Cloveski izolat K7 je zmanjSal vezav® aureus na sluzéloveskega in pragiega
izvora, kadar sta bila mikroorganizma apliciraneagmerju 1:1, kot tudi v testih, kjer je
bilo apliciranih laktobacilov 10-krat ¥egpreglednica 8 in 10). Tudi veza®acoli na sluz
prastjega izvora se je zmanjSala, kadar sta bila mikjaoeizma aplicirana v razmerju 1:1,
v ostalih testih pa K7 na veza¥®o coli ni imel ve&jega vpliva (preglednica 9 in 11). Izmed
prastjih izolatov je sevlL. crispatus/amylovorus 4/26 zmanjSal adhezij8. aureus in E.
coli kadar sta bila mikroorganizma aplicirana na sltaSgjega in ¢loveSkega izvora v
razmerju 1:1 in pow&al adhezijoS aureus in E. coli kadar je bilo apliciranih laktobacilov
10-krat v& (preglednica 8, 9, 10 in 11). Iz pridobljenih riatov in podatkov iz literature
(Collado in sod., 2007; Gueimonde in sod., 200& Lesod., 2003; Vesterlund in sod.,
2006) lahko sklepamo, da je vpliv laktobacilov rhezijo patogenih mikroorganizmov
odvisen v prvi vrsti od seva laktobacilov in njegowmterakcije s specifinim patogenim

mikroorganizmmom, pomembno pa je tudi razmerje meshmeznimi mikroorganizmi.

5.1.5 Probiotiki in njihov vpliv na izlo¢anje citokinov

Dokazano je, da so probittie bakterije sposobne spremeniti humoralni, ¢oelin
nespeciitni imunski odziv gostitelja, da lahko vplivajo ngkhlno izla&anje citokinov, kot
tudi na lokalni imunski odziv (Smits in sod., 200%a ugotavljanje vpliva testnih
mikroorganizmov na izkanje citokinov smo uporabili monocitno ¢&lo linijo THP-1, ki
je bila prvotno pridobljena iz krvi 1-lethega ¢t@ obolelega za akutno monocitno
levkemijo. V primerjavi z drugiméloveskimi mieloidnimi cekinimi linijami, kot so HL-
60, U937, KG-1 ali HEL, so diferencirane celice TFHPpo obnaSanju bolj podobne
nativnim makrofagom, ki nastanejo s preobrazbo mibow in so neprecenljivi model za
prowevanje delovanja makrofagawn vitro (Auwerx, 1991). Po stimulaciji s PMA se
monociti preobrazijo v aktivhe makrofage s sposaljoopripenjanja na podlago in

izlocanja citokinov (Tsuchiya in sod., 1980). Diferemg@ monocitov THP-1 v
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makrofage najpogosteje povZmmo z dodatkom PMA v koncentraciji 10-400 ng/mL,
vendar lahko (pre)visoka koncentracija PMA v difeiganih makrofagih povzto
nezazeljeno izrazanje nekaterih genov. To lahk&ripeezrazanje tistih genov, ki naj bi se
izraZali pod vplivom protevanega dejavnika, oziroma zahteva uporabo nej&kdi
koncentracij protevane snovi. Tretiranje celic THP-1 s PMA v koncaaoifi 5 ng/mL je
zadostovalo za sprozitev stabilne diferenciacifezimezazeljenega izrazanja genov, celice
pa so se vseeno dobro odzivale na sekundarne, stibkeluse (Park in sod., 2007). Park
in sod. (2007) pa so tudi ugotovili, da ob dodaskog/mL PMA po 48-urni inkubaciji ni
priSlo do izrazanja genov za TNE-RANTES, IL-13, MCP-1, IL-8, MIP-B, CCR5
CCR2a in CCR2b, medtem ko so pri koncentraciji @B-pg/mL zaznali izrazanje genov
za TNFa, MIP-18, IL-8 in IL-1B. Glede na podatke iz literature smo pred naSirskpsi
celicam v gojisu RPMI dodali PMA v koncentraciji 10 ng/mL, kar jgovzrailo
diferenciacijo monocitov v makrofage, ki so sergilt na dno polistirenske plés. Vpliv
izbranih laktobacilov in LPS (pridobljenih iE. coli 0111:B4) na imunski odziv smo
ugotavljali z merjenjem koncentracije izknih citokinov v supernatantih c&lie linije
THP-1 (poglavje 3.8). Po 24-urni stimulaciji égle linije THP-1 z RPMI, z izbranimi
laktobacili, z LPSE. coli O111:B4, oziroma z izbranimi laktobacili in LPSugkj, v
supernatantih celne linije nismo ugotovili sprememb v koncentracijahl0 in IL-12p70.
Pri zgodnjem prepoznavanju bakterij in postedi pri oblikovanju odziva celic T igrajo
kljuéno vlogo dendritine celice. Studije na Stevilnih bakterijskih vrstatklju¢no z
znanimi probiotiki VSL#3 inL. plantarum 299v, so pokazale, da lahko selektivho
regulirajo zorenjen vitro in izrazanje citokinov misjih dendritskih celic tako posledino
vplivajo na razvoj celic T, kar se kaZze v imunskedzivu tipov Thl, Th2 ali Th3. Te
interakcije z dendritskimi celicami so vsaj delompasledica vezave laktobacilov na
receptor PRR DC-SIGN (DC specific intercellular asion molecule 3-grabbing non-
integrin). Pomembno pa je dejstvo, da so samo lkadtiobacili, ki so bili sposobni
interakcije z DC-SIGN, stimulirali razvoj regulatoin populacij celic T, ki so proizvajale
IL-10 (Smits in sod., 2005). Tudi Cross in sod. 2P so potrdili, da nekateri sevi
laktobacilov ne stimulirajo izkanja IL-10, najverjetneje zaradi mehanizma prepoang
razlicninh mikroorganizmov s strani prirojenega imunskegéema. Pratevali so vpliv po
Gramu negativnih in po Gramu pozitivnih mikroorganov na izl@éanje citokinov ob

stimulaciji miSje monocitne/makrofagne c&sle linije J774A.1 s probiathima
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mikroorganizmomad.. casel Shirota inE. coli Nissle ter patogende. coli 2282. Pokazalo
se je, da so po Gramu pozitivne proliing bakterije.. casei Shirota povzrdile izlo¢anje
IL-12 in TNF-0, ne pa tudi IL-10. Po Gramu negativni prohintisevE. coli Nissle in
patogeneE. coli 2282, pa sta povzéda izlocanje IL-12, TNFe, in IL-10, pri ¢emer so
bile koncentracije IL-12 in TNF+ od tri do petkrat viSje kot pri stimulaciji k. casei
Shirota. V Studiji so Maragkoudakis in sod. (20Q&pwevali vpliv osmih sevov
laktobacilov na izldanje citokinov na modelu mononuklearnih celic pane krvi
(PBMC). Laktobacili so raztno vplivali na izl@anje citokinov I1L-12, IL-10, TNFe in
IFNy, zanimivo pa je, da so v nasprotju z ugotovitv&noss-a in sod. (2004) izmerili
najvisje koncentracije IL-10 ob stimulaciji PBMC k. casel Shirota. Sevi rodu
Lactobacillus, ki povzraijo dvig koncentracije proti-vnetnega citokina 10-ha modelu
PBMC, so po navedbah v literaturi redki in najpdggspripadajo vrsti. casei (Maassen
in sod., 2000; Miettinen in sod., 1996). Na &miiliniji THP-1 so bile opravljene tudi
Studije izrazanja citokinov z merjenjem mRNA ponsilaciji z L. plantarum in L.
paracasel F19 in patogendE. coli K4 (Cammarota in sod., 2009). Vse bakterije so
povzraile dvig koncentracije mMRNA za TNFe;, patogend. coli K4 pa je povzréila tudi
poveano izrazanje IL-8, IL-13 in IL-23. Noben izmed baikskih sevov ni povzral
izrazanja IFN, IL-10 ali IL-12p40. Za imunomodulatorno delovanyilju¢no z aktivacijo
monocitov in makrofagov, naj bi bili v veliki merodgovorni lipoproteini. Del
lipoproteinske molekule, ki je odgovoren za njegawmunomodulatorno aktivnost, se
nahaja na Nktterminalnem delu s tremi acilnimi skupinami. Odsitev lipidnega dela
povzraii neaktivnhost nativne molekule, medtem ko imajdeditni lipopeptidi sposobnost
aktivacije celic B in makrofagov. Ohranjenost geRét in strukturnih lastnosti mikrobnih
lipoproteinov (ma&bna acilna komponenta) je poglavithega pomena kievaaijo
monocitov preko TLR, saj so ugotovili, da OspA dlgvoteinB. burgdorferi OspA) brez
acilnih skupin ni sposoben stimulirati celic THR¢lizlo¢anju IL-12 (Brightbill in sod.,
1999).

Dodatek LPS iz. coli O111:B4 je v vseh naSih poskusih powdratatistcno zn&ilno
pove&anje koncentracije IL-8, ob dodatku izbranega selaktobacilov [.
crigpatus/amylovorus 4/26, K7, LGG,L. casel imunitass DN114 (Actimel) in BF pa smo

zaznali statistino zn&ilno zmanjSanje koncentracije IL-8 (slika 13). ILs8 razlikuje od
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drugih citokinov v tem, da ga v glavnem proizvajaq@nociti in makrofagi, je izredno
selektiven za nevtrofilne granulocite in je dalgmlobje obstojen v aktivni obliki v tkivih,
tako da lahko govorimo o podaljSani aktivnosti (Amaen sod., 1997). Po vsej verjetnosti
smo ga zato v nasih pokusih zaznali v ngjiekoncentracijah. Podoben trend smo opazili
tudi pri IL-6 in TNF, kjer se je njuna koncentracipove€ala ob stimulaciji z LPS, ob
stimulaciji z LPS in izbranimi laktobacili pa se }j@oncentracija citokina statigtio
zn&ilno zmanjSala, le da so bile koncentracije d¢eloh citokinov veliko manjSe (sliki 15
in 16). Testni laktobacili, razen LGG, niso powidliopovecanja koncentracije provnetnih
citokinov (IL-8, IL-6 in TNF), opazili pa smo rahlpove&anje IL-13 (slika 14), ki je
mediator lokalnega vnetja in lahko povargroliferacijo celic B in posledno pové&ano
tvorbo protiteles. Razlike med koncentracijami posanih citokinov v supernatantih,
izmerjenimi v l@&enih testih, so bile kar velike, vendar so bilinge (razmerja med
koncentracijami posameznih citokinov pri stimulazijrazlicnimi dejavniki) podobni. Za
vrednotenje izldenih citokinov smo izbrali sistem za merjenje karicacije citokinov z
metodo preténe citometrije (BD CBA), kjer dodajamo vzorcu masansestih populacij
lovilnih kroglic z razlgnimi intenzivnostmi fluoresciranja fluoresciranjari cemer je
vsaka od njih prekrita s speciiimi protitelesi za enega od naslednjih citokintwv8, IL-
1B, IL-6, IL-10, TNF ali IL-12p70. Lovilne kroglice,PE-konjugirana detekcijska
protitelesa in rekombinantne standarde ali testmoe skupaj inkubiramo, da pride do
tvorbe sendwi kompleksov. Dobra lastnost te metode je Ze omengsjstvo, da lahko
hkrati merimo koncentracijo Sestih ra&zlih citokinov, rezultate pridobimo v zelo kratkem
¢asu, poleg tega pa za meritve potrebujemo zelomodfblicino vzorca (Morgan in sod.,
2004). Stevilne Studije so pokazale dobro koratacijed metodo ELISA in MBAA
(multiplex bead array assay) v kombinaciji z metquiet@ne citometrije, vendar pa se
same vrednosti koncentracij citokinov lahko zelalikajejo. Variabilnost rezultatov,
pridobljenih z metodo ELISA in MBAA lahko zmanjSanie uporabimo enaka protitelesa
in podobne reagente istega proizvajalca (ElshaMiCoy, 2006). Studije o vplivu
razlicnin mikroorganizmov na izl@anje citokinov na Stevilnih modelildloveskih in
Zivalskih celénih linij, kot tudi na PBMC, so nam postregle zikelkoli¢ino, v nekaterih
primerih tudi nasprotugh si, podatkov. Nasprotujo si rezultati so lahko posledica
uporabe razéinih modelov cetinih linij, kot tudi uporaba razinih metod za vrednotenje
izlocenih citokinov (merjenje koncentracije citokinovnetodo preténe citometrije ali z
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metodo ELISA ali vrednotenje mRNA citokinov z mebodPCR v realnemcasu).
UposStevati pa je potrebno tudi dejstvo, da ima vsak svojstven vpliv na regulatorne
mehanizme imunskega sistema in posiediizzove specifien citokinski odziv (Cross,
2002). Citokini redkoge sploh kdajjin vivo delujejo sami. Celica téa je izpostavljena
okolju, kjer so prisotni razini citokini, in katerih sinergistni in antagonistini u¢inki
imajo zelo razline posledice. Poleg tega pa citokini pogosto spdifibsintezo drugih
citokinov, kar sprozi kaskado citokinskih aktivriog¥ozelj, 2000). Zato se moramo
zavedati dejstva, da se lahko vpliv laktobacilov imunski odziv v pogojihin vitro
razlikuje od vpliva v pogojihin vivo, kjer so vklji&eni Se Stevilni drugi dejavniki in

medsebojni vplivi signalnih poti v zivem organizmu.

5.1.6 Vpliv probiotiéne bakterije L. gasseri K7(Rif") na misi seva C57BL/6J ob
satasni aplikaciji E. coli O157:H7-poskusin vivo

5.1.6.1 Prirast in poraba krme

Po predhodnih raziskavabh vitro, ki so pokazale, da sev K7 (Riposeduje probicthe
lastnosti, smo Zeleli ovrednotiti delovanje te ¢nlekislinske bakterije v pogojim vivo in
prowiti njen vpliv na misi seva C57BL/6J obcsni aplikaciji enterohemoragie E. coli
0157:H7. Sev misi C57BL/6J smo izbrali na podlagiabjavljenih rezultatov (Savkovic
in sod., 2005), ki so potrdili, da je ta linija testen model za préavanje infekcije Z.
coli O157:H7. V poskus smo vkhii 50 misi seva C57BL/6J Zenskega spola, starité od
do 8 tednov, ki smo jih razdelili v pet skupin pesdt zivali. Poskus smo razdelili na dva
dela, obdobje prilagajanja (1 teden) in testno biEov katerem smo zivalim aplicirali
testne bakterijske seve. Skupina A (kontrolna gshkapije bila podvrZzena 14-dnevni
aplikaciji fizioloSke raztopine, skupina B 14-dnéwaplikaciji seva K7 (Rff), skupina C
14-dnevni aplikaciji seva K7 (R)fin enkratni aplikacijiE. coli O157:H7 8. dan poskusa,
skupina D 14-dnevni aplikaciji seva K7 (Rifn enkratni aplikacijiE. coli O157:H7 15.
dan poskusa in skupina E enkratni aplikaBijicoli O157:H7 8. dan poskusa. Dnevne
odmerke seva K7 (R)fin E. coli O157:H7, ki smo jih uporabili v poskusu, smo ddio
glede na podatke iz literature. Misi seva BALB/cs# jim aplicirali 5 x 10 KE/mL E. coli
0157:H7, so z&ele drastino izgubljati na tezi, 12 od 14 miSi pa je poginiflooku 10 dni
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od aplikacije (Asahara in sod., 2004). V drugi §tu misim seva BALB/c aplicirali 1
KE/mL E. coli O157:H7. MiSi so po aplikaciji zale izgubljati na tezi, vendar niso
poginile. Glede na razine podatke iz literature smo se atlip da bomo Zivalim aplicirali

5 x 10 KE E. coli 0157:H7, da bi izzvali infekcijo, ne pa tudi pogitivali. Za LGG, ki je
eden izmed najbolje proenih laktobacilov s probiathimi lastnostmi, pri misSih s per
oralno aplikacijo akutna toksiost ni bila ugotovljena niti pri zelo visokih odridn.
Snydman (2008) zaklfwje, da dejansko ni moge dosei letalnega odmerka. Odmerek s

1,2 x 16 KE seva K7 (Rff) se nam je zdel primeren za 14- dnevno aplikacijo.

Ob tehtanju smo ugotovili, da so tekom poskusalizwskupini A enakomerno priraale.
Zivali skupine B so wasu aplikacije probiotne bakterije teZzo vzdrzevale, v tednu po
kor¢ani aplikaciji pa so pridobile na tezi. Zivali skap C, so po aplikacijE. coli
0157:H7 (8. dan poskusa) cede izgubljati na tezi, v zadnjem tednu poskusaspesi
opomogle in z&ele priragati. Zivali skupine D so enakomerno pritak, po aplikacijiE.
coli O157:H7 (15. dan poskusa) saele izgubljati na tezi, vendar so si v zadnjem tedn
opomogle in pridobile na tezi. Tudi pri skupini Bd@ opazili rahlo izgubo teze v tednu po
aplikaciji E. coli O157:H7 (8. dan poskusa), potem pa so zivali em&koo prira&ale
(slika 18). Kljub velikim standardnim odklonom pneritvah telesne teze lahko trdimo, da
je aplikacija E. coli O157:H7 vplivala na Zzivali v poskusu, vendar papovzraila
klini¢nih znakov, zn&inih za toksine enterohemorage E. coli 0157:H7. Zivali so se
tekom poskusa normalno hranile, vendar je bila Ip@rierme pri skupini B statisto
zn&ilno nizja glede na kontrolno skupino, prirast Ziva skupini B pa ni odstopal od
prirasta ostalih Zivali v poskusu. Nekateri sektddacilov so z izldanjem mig€ne kisline

in posledénim znizevanjem vrednosti pH gaj& sposobni inhibirati ras. coli O157:H7

v pogojihin vitro (Ogawa in sod., 2001). Sev K7 je v pogajihvitro izkazal sposobnost
inhibicije rastiE. coli O157:H7 z izléanjem protimikrobnih snovi (preglednica 3, priloga
A). Menimo, da je sev K7 (R)ftudi v pogojihin vivo z izlozanjem protimikrobnih snovi,

predvsem miéne kisline, vplival na viabilnodt. coli O157:H7 Wwrevesju misi.

5.1.6.2 Analize krvi

5.1.6.2.1 Krvna slika
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Merjeni krvni parametri so bili pri vseh poskusrskupinah zivali v mejah referé&mh
vrednosti (preglednica 12), opazili smo le povisarmednosti trombocitov. Stevilo
trombocitov pri skupinah C, D in E je bilo nad mef@nimi vrednostmi, podanimi s strani
hematoloskega analizatorja ABCVet (140-600 X/)0in se je statistino zn&ilno
razlikovalo od kontrolne skupine A. Stevilo tromiiou pri misih je nasploh vije kot pri
drugih vrstah (900-1600 x @ pri migih, 200-600 x 1YL pri cloveku). Zaradi njihove
majhnosti je Stevilo misjih trombocitovcasih podcenjeno, saj so nekateri hematoloski
analizatorji sposobni meriti le ¥ trombocite. MiSji trombociti se v pogojim vitro
pogosto tudi aktivirajo in tvorijo grude, kar vodio napak pri Stetju (Everds, 2007). Tudi
drugi viri (Jacoby in sod., 2002) navajajo velik$jg vrednosti za Stevilo trombocitov
(100-1000 x 1YL), zato povisanim vrednostim v naSem poskusu re mipisovati
vec¢jega pomena. Vrednosti levkocitov so bile pri vsaiupinah v mejah referénih
vrednosti, vendar je bilo Stevilo levkocitov v skupD statisttno zn&ilno visje (p=0,02),
kot pri kontrolni skupini A (preglednica 12). Vreakti diferencialne bele krvne slike
sovpadajo s temi rezultati, saj je bilo tudi absmbuStevilo limfocitov v preiskovanih
krvnih razmazih v skupini D statighio zn&ilno visje (p=0,02), kot pri kontrolni skupini
A. Pri skupini E pa smo opazili statisto zn&ilno visji (p<0,05) delez segmentiranih in
palicastih nevtrofilnih granulocitov kot pri kontrolnkgpini (preglednica 13). Rezultati
kazejo na to, da je pri skupini D, ki je bila praeglikacijo E. coli O157:H7 en teden
tretirana s sevom K7, prislo do aktivacije celickdy se je pokazalo v posenem Stevilu
limfocitov. V skupini E, ki je bila tretirana le E. coli O157:H7, pa je bilo povano
Stevilo paléastin kot tudi segmentiranih nevtrofilnin granutoei, kar je zné&lno za

vnetna stanja.

5.1.6.2.2 Fagocitoza

Fagocitoza s polimorfonuklearnimi nevtrofilci in maciti predstavlja najpomembnejSi del
zagite gostitelja proti bakterijskim in glighim okuzbam. Proces fagocitoze lahko
razdelimo na v&pomembnejSih faz: kemotaksa (migracije fagocitavyonzadeta mesta),
zdruZevanje delcev s povrSino celic fagocitov, #puAfagocitoza) ter znotrajc€ho
ubijanje z od kisika odvisnimi in neodvisnimi melani. Razlcni imunomodulator;ji
(citokini kot so IL-2 ali IFN, mleinokislinske bakterije in izvigi rastlin kot jeEchinacea

Purpurea) lahko povéajo fagocitno aktivnost nevtrofilnih granulocitom imonocitov.
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Pripravki zivih in toplotno inaktiviranih celid.. rhamnosus HNOO1, apliciranih v
koncentraciji 18 mikroorganizmov na dan, ¥asovnem obdobju 14 dni, so stimulirali
fagocitno aktivnost krvnih in peritonealnih levktmi miSi. Le pripravki Zivih celic pa so v
¢revesni sluznici vplivali na izboljSano sintezo fedes proti vakcini kolera toksina.
Najvegji vpliv na fagocitno sposobnost krvih levkocitow ggotovili pri dnevnih odmerkih
10°in 10" Zivih celic. Minimalna doza za stimulacijo perigainih levkocitov je bila 10
zivih celic L. rhamnosus HNOO1 na dan, W§a koncentracija celic (26 celic) pa ni
povzrasila vesje stimulacije peritonealnih levkocitov. Studijali@iin Rutherfurda (2001)
je pokazala, da je vplik. rhamnosus HNOO1 na fagocitni obrambni sistem miSi odvisen od
koncentracije celicCeprav so tudi mrtve celice vplivale na prirojeniuinski sistem
(fagocitoza), je bila za spedgifii imunski odziv (tvorba protiteles) v sluzni¢revesja
potrebna prisotnost Zivega mikroorganizma. V nagiskavi smo miSim kri odvzeli ob
Zrtvovanju, se pravi 7 dni po zadnji aplikaciji ael7 (pri zivalih skupin B, C in D), ter
dva tedna po aplikacif. coli O157:H7 (zivali skupine C in E) in en teden poiletiji E.
coli O157:H7 (Zivali skupine D). Vpliva apliciranih nidorganizmov na sposobnost
fagocitoze monocitov in granulocitov nismo ugotgvilajverjetneje zaradi razmeroma
dolgegacasovnega obdobja, ki je preteklo od zadnje apligaoiikroorganizmov do

vrednotenja sposobnosti fagocitoze (slika 19).

5.1.6.3 MikrobioloSke analize

Tekom poskusa smo v vzorcih blata ugotavljali $tewlecnokislinskih in koliformnih
bakterij ter prisotnost seva K7 (Bifin E. coli O157: H7. Zeleli smo ugotoviti, ali 14-
dnevna aplikacija probiathega mikroorganizma vpliva na Ze obstojemikrofloro v
¢revesju misi. Zanimalo nas je tudi, kolikasa se aplicirana mikroorganizma K7 (JRiifi
E. coli O157:H7 zadrzita ¥revesju zivali, zato smo ugotavljali njuno prisathée 1 teden
po zadnji aplikaciji. Povpkmo Stevilo MKB skupine A je bilo skozi celotno oligje okrog
2,5 x 18 KE/g blata. Pri skupini B smo ugotovili najje vrednost 1,3 x 10KE/g blata
po 4 tednih, ko je bilo Stevilo kolonijskih enotedke na predhodna vzenja veje za red
velikosti 0,5 logaritma. Stevilo kolonijskih enotk® je bilo pri skupinah D in E priblizno
enako in se med poskusom ni bistveno spreminjéika(80). Stevilo koliformnih bakterij
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na gojigu Chromocult je bilo v primerjavi s Stevilom MKBraslih na gojisu MRS, v
povpre&ju nizje za red velikosti dveh logaritmov (slika )2XCeprav se je kalina
mikroorganizmov tekom poskusa spreminjala, sprengem$o bile statistno zn&ilne in

o vplivu K7 (Rif) in E. coli O157:H7 na velikost Ze obstége mikrobiote Zivalih v
poskusu ne moremo govoriti. K7 (Rismo v blatu misi ugotovili pri skupinah B, C in\D
tretiem incetrtem tednu poskusa, ne pa tudi ob Zrtvovanjug22). Preiskovani sev K7
(Rif") je torej vsaj z&asno naselitrevesje preiskovanih Zivali, vendar ga 7 dni podeon
aplikaciji v blatu nismo v& zasledili. Prisotnost kultivabilnih bakterij seva coli
0157:H7 smo potrdili le v blatu miSk skupine D,sicer v vzorcih blata 5-ih misSk od 10
analiziranih, odvzetih prvi dan po aplikaciji omengga seva, drugi in tretji dan po
aplikaciji pa prisotnosti nismo uspeli potrditi fjpga B). E. coli O157:H7 torej ni naselila
¢revesja zivali v poskusu v takSnem Stevilu, daobahko detektirali v blatu. Benno in sod.
(1996) so odkrili povezavo med uzivanjem LGG in @@njem Stevila bifidobakterij v
blatu, medtem ko so Ouwehand in sod. (2002a) apalal je zauzivanjd.. salivarius
UCC118 povzroilo povetanje Stevila enterokokov v blatu. Celokupna koneeia
laktobacilov v blatu je lahko nespremenjena, venpelanog@e, da je priSlo do spremembe
sestave populacije laktobacilov tako, da so debfow prisotne mikrobiote zamenjali
laktobacili, ki smo jih aplicirali tekom poskusa. 3fudiji na misih seva CD1, BALB/c in
C57BL/6, ki so jim intragasttho aplicirali med 1,0 x I8 in 2,5 x 16° KE E. coli
0157:H7 so v njihovem blatu zasledili aplicirani kntiorganizem Se do 10 dni po
aplikaciji. Razen okasnega mehkega blata miSi niso kazale vidnih znbkéezni (Conlan
in Perry, 1998). Mi§im seva BALB/c, C3H/HeJ, C3HMm C/J so aplicirali 18 KE/kg

E. coli O157:H7, vendar so ta bakterijski sev zaznaliatwle pri 1 miSi od 6. Pri miSih
ICR pa soE. coli 0157:H7 ugotovili v blatu vseh Zivalih tudi ob wpbi manjSega
odmerka (1O KE/kg E. coli 0157:H7) (Nagano in sod., 2003). Conlan in so898) pa so
ob aplikaciji 13° KE E. coli 0157:H7 misim seva CD1, BALB/c in C57BL/6 te baljtev
blatu detektirali do 10 dni po aplikaciji, Zivalamiso kazale klignih znakov. V Studiji,
kjer so mis&im CD1 aplicirali 18 E. coli 0157:H7, so sev ugotovili v blatu misi vseh 25
dni poskusa, in sicer v koncentraciji’lRE/g blata. Vendar pa Zivali niso kazale znakov
driske in so bile zdrave vesas poskusa. Ker je sdv. coli O157:H7 uspesSno naselil
celotno debela@revo misSi, so predvidevali, da so epitelijske aelaebelega&revesa pri

misih neoldutljive za toksine teh bakterij. Navajajo tudi, sla bile lezije, povzrgene s



B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacildovedkega in Zivalskega izvora. 139

strani enterohemoragie E. coli, pri zivalih, ki niso kazale znakov driske, omejeme
debelocrevo in distalni del tankegaevesa (Wadolkowski in sod., 1990). Sklepamo, da je
kolonizacijaE. coli O157:H7, njeno izlganje v blatu in pojav klignih znakov odvisna od
linije miSi, ki jih uporabimo v poskusu, kot tudidodrugih, @itno Se nepoznanih

dejavnikov.

Ob Zrtvovanju smo zivalim odvzeli vzorce Zelodcankegacrevesa, kolona in slepega
¢revesa za ugotavljanje prisotnosti K7 (Rif E. coli O157: H7 na sluznigirevesja in v
Zelodcu. Prisotnost K7 (Rjfin E. coli O157: H7 smo ugotavljali tudi v vsebini tankega
crevesa, kolona in slepegaevesa. Za potrditev selektivnosti goasz rifampicinom za
sev K7 (Rif) smo analizirali 22 nakljtno izbranih izolatov izérevesne vsebine in 6
izolatov iz Zelodca. Prisotnosti K7 (Rifv Zelodcu poskusnih Zivali nismo potrdili.
Prisoten pa je bil v vsebini slepeg@vesa ene izmed misk v skupini C (C2/2). V zelodcu
in ¢revesni vsebini miSk nismo uspeli potrditi sévacoli O157:H7 pri nobeni od skupin.
Preiskovanih sevov tudi ¥revesni sluznici tankegé&revesa, kolona in slepedgaevesa
nismo ugotovili. Prehod laktobacilov i&revesnega lumna omoggjo FAE Peyerjevih
plox ali specializirane celice M ¥revesnih resicah tankegaevesa. Galdeano in sod.
(2006) so dokazali, da cele celice laktobaciloymwejo v epitelne celic&revesja, temue
lahko vstopajo samo antigenske komponente ali ddparodukti bakterij, ki tako
vzpostavijo stik z imunskimi celicami. Dokazali gali, da je Zivost bakterij pomembna za
boljSo stimulacijo imunskega sisterti@vesja. Ugotovitve Solis-Pereyra in sod. (1997) pa
kazejo na to, da za vpliv MKB na prirojeni imunskdziv ni potrebna ziva bakterijska

celica, zadostuje Ze prisotnost nepoSkodovane tygkeceltne stene.

Translokacije laktobacilov v vranico in bezgavkeni® dokazali (Snydman, 2008). Znano
pa je, da nekateri sevi laktobacilov lahko zmanjSagiroma prepr@jo translokacijoE.
coli O157:H7 v parenhimske organe, kar je pomembenkkerprepréevanju infekcije
(Shu in Gill, 2001). Zato smo vzali tudi parenhimske organe in mezenterialne bekgav
da bi ugotovili morebitno translokacijo seva K7 f(Rin E. coli O157:H7. V vzorcih jeter,
ledvic, vranice in mezenterialnih bezgavk poskusiifali, prisotnosti K7 (Rif ali E. coli
0157: H7 nismo potrdili.
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5.1.6.4 HistoloSke analize

Za vrednotenje vpliva K7 (R)fin E. coli O157:H7 nairevesje smo pripravili histoloske
rezine dvanajstnika, t&Sgacrevesa, vitegarevesa, kolona in mezenterialnih bezgavk.
HistoloSke rezine smo pregledali in izmerili viSiresic teSega in vitega&revesa, debelino
sluznice kolona in povrSino limf&thega tkiva tefega in vitegacrevesa. ViSina resic
teXegacrevesa se je med posameznimi skupinami v pépsecer razlikovala, vendar so
bili standardni odkloni pri meritvah zelo velikilifga 23). V viSini resic viteg&revesa med
posameznimi skupinami v poskusu ni bilo statrsdi zn&ilnih razlik (slika 24). Meritve
resic pri vseh zivalih v poskusu so v skladu znasni resic, ki jih navajajo v literaturi
(Abbas in sod., 1989; Gillon in sod., 1982; Itosod., 1996). V pregledanih histoloskih
rezinah Zivali tudi nismo opazili ¥gh histolosSkih sprememb, zato razlikam, ki smo jih
opazili pri viSinah resic tégga ¢revesa, ne moremo pripisovaticjega pomena. Pri
meritvah debeline sluznice kolona smo ugotovili, jeaila sluznica zivali v skupini E
statisttno zn&ilno tanjSa (p=0,02) od kontrolne skupine A (slikd). To je v skladu s
podatki iz literature, ki navajajo, da inkacoli O157:H7 najvé&i vpliv v debelemcrevesu,

v primerih, ko klintne spremembe niso zaznavne (Wadolkowski in so80)19

PovrSina limfaitnega tkiva tefegacrevesa je bila za skupino E primerljiva s kontrolno
skupino A. Rahlo pou&nje povrSine limfatinega tkiva glede na kontrolno skupino smo
opazili pri skupini B, dvakratno powvanje pri skupini C, in trikratno povanje pri skupini

D (slika 26). PovrSina limfathega tkiva vitega&revesa je bila v primerjavi s kontrolno
skupino A pri poskusnih zivalih skupine B Stirikrabvetana, pri skupini C trikrat
poveana, pri skupini D sedemkrat p@ama in pri skupini E skoraj osemkrat pdaea
(slika 27). Rezultati potrjujejo, da ina coli O157:H7 najvéi vpliv v distalnem delu
tankega‘revesa, na proliferacijo limf&mega tkiva tefegacrevesa pa ni imela vpliva. Sev
K7 (Rif") je povzrail proliferacijo limfaticnega tkiva tako v tgé&m kot v vitemérevesu,
vendar v manj3i meri kot v primeru, ko je bila ppk7 (Rif') aplicirana tudi patogena
coli O157:H7.
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5.1.6.5 ImunohistoloSke analize

V histoloskih rezinah viteg&revesa smo ugotavljali prisotnost celic z vsebogstptiteles
IgA, 1gG in IgM s specifinimi s FITC konjugiranimi proti-miSjimi protitelesPozitivhe
IgA celice so bile prisotne v vseh preiskovanihimah, vendar smo najge Stevilo glede
na kontrolno skupino ugotovili pri skupini B, najmse pa pri skupini E (slika 28).
Crevesje sesalcev mora zagotavljati zadostno prepsist ki omogda winkovito
absorbcijo hranilnih snovi, hkrati pa se mora iatgootencialno nevarnemu imunskemu
odzivu proti beljakovinam in komensalnim bakterijam hrani. Prirojeni obrambni
mehanizmi¢revesnih epitelnih celic npr. proizvodrmgadefenzinov in mucinov, pomagajo
prepré&evati bakterijam prehod skozi mukozno bariefevesja. Dodatno obrambo
predstavlja sekretorni imunoglobulin A (sIgA). Vsmaotju s slgA, ki nastane kot imunski
odziv na epitope patogenih mikroorganizmov in ze&tekostimulacijo z antigen
specifenimi limfociti T, je indukcija sIgA proti komensaim antigenom pri misih
neodvisna od limfocitov T (Hooper in Gordon, 200¥kliko vetino IgA, izlocenega v
crevesju, sintetizirajo limfociti B220+IgM+ na &a, ki je neodvisen od celic T, v
organiziranem limfatinem tkivu z germinativnimi centri in folikularnimilendritskimi
celicami. Ta speciten, od celic T neodvisni odziv protiteles IgA, jgghavnem usmerjen
proti komensalnim predstavnikodtnevesne mikrobiote. Intraepitelne dendritske celice
VZOKijo intestinalne mikroorganizme na povrSievesnih resic, so znane po tem, da
odpotujejo v lamino proprio, kjer lahko predstavijativhe antigene lokalnim naivnim
celicam B. Od celic T neodvisni imunski odziv razmo kot primitivno evolucijsko
obliko speciftne obrambe imunskega sistema, ki stremi k temdrelaesna mikrobiota ne
okupira gostitelja. Komensali, ki pfigop mukozno bariero, so obloZzeni z za njih
specifinimi  protitelesi IgA. Nazaj v lumen odpotujejo s mpaijo polimernih Ig
receptorsko posredovane transcitoze ali pa jihgoan prebavijo lokalni makrofagi, ki
izrazajo pd Fc receptorje (Arnaud in sod., 2002). Avtohtonankasalna mikrobiota igra
odlccilno vlogo v razvoju celic B Peyerjevih plhkar potrjuje dejstvo, da so le-te pri pri
GF "germ free" Zivalih slabo razvite. Zivali, ki @o normalnasrevesno mikrobioto, imajo
10 krat ve celic, ki sintetizirajo IgA v lamini propriérevesja kot zivali GF, kar dokazuje,
da je komensalna mikroflora esencialnega pomermmmnje imunskega sistema (Dogi in

Perdigon, 2006). Pri préavanju vpliva komensalnih in nekomensalnih laktdbacna
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celice, ki sintetizirajo IgA so opazili, da so vprowevani sevi povzréli znacilno
poveanje Stevila teh celic 5-7 dni po aplikaciji mikrganizmov. Znano je, da
komensalna mikroflora ne stimulira #rega imunskega odziva, primerljivega z vnetnim
odzivom. Komensalna mikrobiota pa lahko v majhnéewiki stalno vstopa vrevesje in v
dendritskih celicah prezivi tudi do 72 ur. S komansni bakterijami napolnjene
dendritske celice stimulirajo imunski odziv v slidncérevesja in s tem vzpostavijo
poostren imunski nadzor vrevesju, kar omogo hitrejSi in boljSi odziv ob vstopu
patogenega mikroorganizma (Macpherson in Uhr, 20@d)aplikaciji K7 (Rif) je po vsej
verjetnosti prisSlo do aktivacije prirojenega imuaghk sistema in poslédie aktivacije celic
B v sluznicic¢revesja, medtem ko delovanje pridobljenega imurskagtema vkljouje
celice T. Znano je, da probiéti mikroorganizmi vplivajo na prirojeno imunost ke
ucinkovanja na klonsko ekspanzijo IgA sintetizir&gjo celic B (Galdeano in Perdigon,
2006).

Najvesji dvig tkivne koncentracije IgM-pozitivnih celic sluznici smo presteli pri skupini
C (25,6) in nekoliko manjSi pri skupini D (18,7)ri Bkupini B smo presteli le 2 IgM-
pozitivni celici v eni izmed 20 preiskovanih reziari skupini E pa smo nasli 6,1 IgM-
pozitivnih celic, ki so bile prisotne v 11 rezinad 20 preiskovanih (preglednica 14). V
histoloskih rezinah, ki smo jih inkubirali z zaspeciftnimi s FITC konjugiranimi proti-
misjimi IgG protitelesi, nismo opazili pozitivnitetic, kar je v skladu s podatki iz literature
(Vinderola in sod., 2006). Rezultati kazejo nada,je sev K7 (Ri aktiviral celice B za
izlocanje IgM, kar je lahko vplivalo na aktivacijo klase poti komplementa in poslé€do
odstranite\E. coli 0157:H7 iz organizma (Vozelj, 2000). Na sintezG lga tako K7 (RI}
kot tudiE. coli O157:H7 nista imela vpliva.

Sprozitev imunskega odziva, ki se je izrazil v speenbah na mezenterialnih bezgavkah
(priloga E), poveéanju limfaticnega tkiva tefega in vitegarevesa in v pov&ni sintezi
IgA v sluznici vitegatrevesa, kaze na vpliv laktobacilov na imunski sisteevesja, ki je
posledica interakcije med bakterijami in epiteligk oziroma imunskimi celicami. Kljub
precej velikim odmerkom in dolgotrajni aplikacifiev K7 (Rif) ni povzrail nefizioloskih
sprememb pri Zivalih v poskusu, zato lahko sklepad#je progevani sev laktobacilov

varen za uporabo.
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Enkratna aplikacij&. coli 0157:H7 (5 x 1 KE) pri misih seva C57BL/6J ni povaita
klini¢cnih znakov, vendar se je vpliv patogenega mikrooizyaa izrazil v povéanem
Stevilu segmentiranih in pahstih nevtrofilnih granulocitov v krvi in IgM-pozinih celic
v sluznici vitega crevesa, powani povrSini limfattnega tkiva vitegacrevesa, ter
stanjSanju sluznice kolona. &sna aplikacija K7 (Ri¥in E. coli 0157:H7 (skupina D) pa
je povzra@ila poveano Stevilo limfocitov v krvi, pow&ano povrsino limfatinega tkiva
teXega in vitegacrevesa ter powano Stevilo pozitivnih IgM celic v sluznici vitega
¢revesa. Rezultati se razlikujejo glede na skughjer je bil sev K7 (Rif) ali E. coli

0O157:H7 apliciran sam.

5.2  SKLEPI

» Izbrani sevi laktobacilo¢loveSkega (K7) in pragiega izvora I(. crispatus/amylovorus
4/26 in 2/25 inL. reuteri 12/26 in 14/26) so sposobni preziveti v simulirapbgojih
prebavil. Nizke vrednosti pH (pH=2) simuliranegaloiénega soka povajo
ob¢utljivost preiskovanih sevov za ol soli in negativho vplivajo na njihovo

nadaljnje preZivetje v simuliranetnevesnem soku.

* Vsi preiskovani seviloveskega in pra§jega izvora so sposobni adhezije na celice
Caco-2 in sluzloveSkega in pra§ega izvora. Raztno dobro se vezejo na aca&lb
linijo Caco-2 (0,6-13,4%) ikrevesno sluzloveSkega (0,4-49%) ali zivalskega izvora
(0,3-27%), pricemer @inkovitost vezave na slufovesSkega oziroma Zivalskega izvora
ni pogojena z izvorom seval@veski/zivalski), niti ni v neposredni povezavi s
hidrofobnostjo. Pri izbranih sevih (K7, LGG, reuteri 2/26 in 2/18 teE. coli K12) ni

razlik v vezavi na sluz iz razhih delovérevesja

* Nekateri izolati ¢cloveSkega in pra§ega izvora so v pogojiin vitro sposobni
tekmovati s potencialno patogenimi organizii¢oli, S. aureus) in zmanjSati njihovo
adhezijo na sluzlovesSkega in pra§jega izvora.L. crispatusamylovorus 4/26 poleg

seva K7 odstopa od ostalih testnih sevov po inkilsidhezijeE. coli in S aureus.
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* Protibakterijska aktivnost preiskovanih izolatoktt@bacilov je specitina za vsak
posamezen sev in se razlikuje tudi glede na tai@drabimo zivo kulturo (metoda z

liso na agarju) ali koncentriran supernatant keltimetoda difuzije v agarju).

« Testni sevi ne razgrajujejo mucinov zealod sluzi in niso bolj odporni proti
antibiotikom, kakor je to obajno za rodLactobacillus, kar je pomembno s stal&

varnosti.

» Testni sevi laktobacilov (K7L.. crispatus/amylovorus 4/26 ter trije referetni sevi)
vplivajo na imunski odziv, ki se kaze v izrazanjtokinov s strani makrofagov céhe
linije THP-1. Ob soéasni stimulaciji z LPS izE. coli O111:B4 so zmanjSali
koncentracijo provnetnih citokinov IL-8, IL-6 in TR kar kaZze na njihovo sposobnost

protivhetnega delovanja.

+ SevK7 (Rif") prezivi prehod skozi prebavila in vsagaano naseli prebavila misi seva
C57BL/6J. Vsakodnevna aplikacija relativno visokitimerkov seva K7 (Rif (1,2 x
10° KE) v ¢asovnem obdobju 14 dni ni povzila nefiziolodkih sprememb pri Zivalih v

poskusu, zato lahko trdimo, da je sev varen zaalymr

« SevK7 (Rif") vpliva na imunski odziv gostitelja, kar se odrazgove&anem Stevilu

IgA-pozitivnih celic v sluznici viteg&revesa.

» Aplikacija K7 (Rif) in/ali E. coli O157:H7 ni vplivala na velikost populacije
mlecnokislinskih in koliformnih bakterij fekalne mikradite.

« Enkratna aplikacijé&. coli 0157:H7 (5 x 18 KE) ni povzraila klini¢nih znakov pri
miSih seva C57BL76J, vendar se vpliv patogenegaaoiganizma kaze v povanem
Stevilu segmentiranih in palstih nevtrofilnih granulocitov v krvi, povanju Stevila

IgM-pozitivnih celic v sluznici viteg&revesa in stanjSanju sluznice kolona.
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+ Soasna aplikacija K7 (Rifin E. coli O157:H7 (skupina D) je povztita poveanje
povrSine limfattnega tkiva te®ega in vitegatrevesa ter powano Stevilo pozitivnih

IgM celic v sluznici viteg&revesa.
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6 POVZETEK

Mlecnokislinske bakterije imajo dolgo zgodovino varmmorabe v prehrani ljudi. Posebno
skupino predstavljajo probidgtie bakterije, ki zaradi razhih pozitivnih zdravstvenih
ucinkov postajajo vse bolj atraktivne tako za znaesike kot prehransko in farmacevtsko
industrijo. Probiogne bakterije zauzivamo predvsem v obliki fermeniitamleinih
izdelkov, ki imajo poleg hranilne vrednosti Se faidnalne dinke, saj poleg samih
probioticnih bakterij vsebujejo Stevilne bioaktivhe snowvi,nastanejo med fermentacijo.
Vse pogosteje jih dodajajo tudi krmnim meSanicanzizali, Se posebej v zadnjetasu,
ko je nadzor nad krmnimi dodatki vse ostrejSi, potki pa imajo dokazan dinek na
pove&anje prirasta zaradi izboljSanega izkoristka krnferobioténe bakterije so
najpogosteje sevi vrst iz rodadvactobacillus in Bifidobacterium, ki imajo sposobnost
prezivetja v pogojih prebavil in pripenjanja tgevesno sluznico, kar v pogojin vitro
najpogosteje dokazujejo na modelu @i linije Caco-2 ter n&revesni sluzi. Sposobni so
izlo¢anja inhibitornih metabainih produktov in tekmovanja s patogenimi mikroorigam
za vezavna mesta. Raziskave kazejo, da ima vsakiogitmi sev specitien n&in
delovanja, zato smo lastnosti lastnih izolatteveSkega in pra§ega izvora progili in

vitro in in vivo na misih.

Ugotovili smo, da so preiskovani sevi sposobni metz v simuliranih pogojih prebavil in
se vezati na celice Caco-2 in na sliaveSkega in pragjega izvora. Seva K7 imh.

crigpatus/amylovorus 4/26 sta izstopala v testih tekmovanja za vezavslazcloveSkega
in prastjega izvora. Zanimiva je ugotovitev, dginkovitost vezave na sludovesSkega
oziroma zivalskega izvora ni bila pogojena z izvorseva {loveski/zivalski), niti ni bila v
neposredni povezavi s hidrofobnostjo. Pri izbrasekih (K7, LGGL. reuteri 2/26 in 2/18

ter E. coli K12) tudi nismo opazili razlik v vezavi na sluzrazlicnih delovcrevesja

Testni sevi laktobacilov (K7L. crispatus/amylovorus 4/26 ter trije referetni sevi)
vplivajo na imunski odziv, kar smo ugotovili z mamjem koncentracij citokinov, ki so jih
izlocili makrofagi THP-1 celine linije. Ob s®asni stimulaciji THP-1 celne linije z LPS
iz E. coli O111:B4, so laktobacili zmanjsali koncentracijoygretnih citokinov IL-8, I1L-6
in TNF, kar kaze na njihovo sposobnost protivhetngglovanja.
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Tako K7 (Rif) kot E. coli O157:H7 sta vplivala na miSi seva C57BL/6J, nip@
povzraiila vegjih sprememb v velikosti mikrobnih populacij, saje sStevilo
mlec¢nokislinskih in koliformnih bakterij v blatu ¥asu poskusa ni ébtno spremenilo.
Aplikacija seva K7 (Rff) je vplivala na imunski odziv gostitelja, kar s& ¢drazalo v
poveani povrsini limfaténega tkiva v te®m in vitemérevesu in pov&anem Stevilu IgA-
pozitivnih celic v sluznici vitega&revesa. Enkratna aplikacifg coli O157:H7 (5 x 18
KE) pri miSih seva C57BL/6J ni povafita klinicnin znakov, vendar se je vpliv
patogenega mikroorganizma izrazil v péaeem Stevilu segmentiranih in gastih
nevtrofilnih granulocitov v krvi in IgM-pozitivnilcelic v sluznici viteg&revesa, pov&ani
povrSini limfaténega tkiva vitegacrevesa ter stanjSanju sluznice kolona.cdSna
aplikacija K7 (Rif) in E. coli O157:H7 pa je povziila povetano povrsino limfatinega
tkiva te€ega in vitega&revesa ter pov@ano Stevilo pozitivnih IgM celic v sluznici vitega
¢revesa. Rezultati se razlikujejo glede na skughjer je bil sev K7 (Rif) ali E. coli
0157:H7 apliciran sam. Sek7 (Rif") je prezZivel prehod skozi prebavila in jih pri fhis
seva C57BL/6J vsaj Zasno naselil. Vsakodnevna aplikacija relativno kisamdmerkov
seva K7 (Rif) (1,2 x 10 KE) v ¢asovnem obdobju 14 dni ni povzila nefiziolokih
sprememb pri zivalih v poskusu, zato lahko trdiaeje sev varen za uporabo.

Rezultati raziskave kazejo na to, da so pri prodneim winkovanju testnih laktobacilov
vpleteni naslednji mehanizmi: kompetitivno izkdgvanje z inhibitornimi metabda@knimi
produkti, oviranje adhezije patogenih bakterijénavesno sluz ter vpliv na imunski odziv
gostitelja. Podatki, ki smo jih pridobili v poskbsh vitro in Studiji in vivo, predstavljajo
dobro osnovo za nadaljnje kléme raziskave in so nas pripeljale korak blizje kvgu

probioticnega proizvoda za ljudi in zivali, z dobro poznaniomkcionalnimi &inki.



148 B. Hacin: Mehanizmi probiathega delovanja izbranih laktobacil®oveskega in Zivalskega izvora.

7 SUMMARY

Probiotic cultures have a long history of safe ilséiuman consumption mainly in the
form of fermented milk products which apart fronvimg good nutritional value also serve
as functional foods containing various bioactivéstances formed during fermentation.
Due to their health promoting effects they areaating the interest of scientists as well as
the food and pharmaceutical industry. Probioticghwheir proven effects on nutrient
utilization play also an important role as addisive animal feed especially in a time when
the legislative for additives in animal feed is mm@nd more stringent. The most common
representatives of probiotic bacteria are fromgeeuslLactobacillus andBifidobacterium

as they have the ability to survive the stringesriditions of the gastrointestinal tract and
adhere to intestinal mucosa. Adhesion is most offerdied on Caco-2 cell line and
intestinal mucus. Probiotic strains are also capalhl producing antibacterial metabolic
products and of competing with pathogenic microoigias for adhesion sites in the
intestine. Research shows that every probiotigrsgghibits a specific mode of action. In
the present study we examined the probiotic pragsedf our own isolates vitro as well
asinvivo on mice.

Five strains (K7, 2/25, 12/26, 14/26, 4/26) showedd resistance against low pH and
bile. The strains tested showed variable adhesidbaico-2 cells and human and porcine
mucus. The origin of the strain (human/porcine) md affect the level of adhesion and no
correlation with hydrophobicity was observed. Thesre no differences in the adhesion
of selected strains (K7, LG, reuteri 2/26 and 2/18 anH. coli K12) to mucus obtained
from different parts of porcine intestine. In fugthadhesion studies strains K7 and
crispatus/amylovorus 4/26 showed superior ability to compete wihcoli andS. aureus.
Tests employing the well established THP-1 ce# liavealed the ability of selected strains
(K7, 4/24 and three referential strains) to el@itimmune response, which was evident in
production of cytokines. Furthermore, a down-regiofaof inflammatory cytokines (IL-8,
IL-6 and TNF) after stimulation of THP-1 cells wittPS speaks for anti-inflammatory

properties of the strains tested.

Ourin vivo study on C57BL/6J mice confirmed that strain K7f(Rsurvives the passage
through the gastrointestinal tract and at leagtsiemtly colonizes the intestine. As no
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detrimental effects were seen after a 14 day agphic of a relatively high dose of K7
(Rif") (1,2 x 18 CFU), we can conclude that the strain is safecéorsumption. K7 (R

and E. coli O157:H7 did not have an influence on the micrabiof mice, as no great
alterations were seen in the numbers of coliform lactic acid bacteria. Effect on innate
immunity was observed, as application of K7 {(Riésulted in proliferation of ileal and

jejunal lymphatic tissue and in increased produnctblgA in the ileum.

After a single application d&. coli 0157:H7 (5 x 18CFU) the animals showed no clinical
signs. The impact of the pathogen was seen in laehigumber of segmented and band
neutrophils in the blood and a higher number ofitp@s IgM cells in the ileum.

Proliferation of lymphatic tissue in the ileum atidgning of the colon mucosa were also

observed.

Application of both K7 (Rffy andE. coli 0157:H7 resulted in the proliferation of ileal and
jejunal lymphatic tissue and caused an increaskeémumber of positive IgM cells in the
ileum. These results differ from the ones obtaiiredroups where K7 (Rif andE. coli

0157:H7 were given alone.

Our research shows that probiotic action of thairstr tested is dependent on various
mechanisms including competitive inhibition with hibitory metabolic products,
competitive inhibition in adhesion of pathogensrestinal mucus as well as stimulation

of the immune response.

Results of ouin vitro experiments anth vivo study on mice represent a good foundation
for further animal and clinical studies and a stegpstone in the development of a
probiotic product for animal and human consumptath well defined functional effects.
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PRILOGE

Priloga A:Ugotavljanje protibakterijske aktivnosti z metodo difuzije v agarju (MDA).

Annex A: Antibacterial activity as detected with agar-well dffusion method.

Al: Protibakterijsko delovanje L. gasseriK7, L. gasseriLF221 in L. crispatus/amylovorug/26 proti
indikatorskemu sevuE. coli 08:K88:H9ENt" ugotovljeno z metodo difuzije v agarju.

Al: Antibacterial activity of L. gasseriK7, L. gasseriLF221 and L. crispatus/amylovorus4/26
against indicator strain E. coli 08:K88:H9Ent"™ as detected with agar-well diffusion method.

A2: Protibakterijsko delovanje L. gasseriK7, L. gasseriLF221 in L. crispatus/amylovorugl/26 proti
indikatorskemu sevuE. coli 08:K88:H9ENt™ ugotovljeno z metodo difuzije v agarju.

A2: Antibacterial activity of L. gasseriK7, L. gasseriLF221 and L. crispatus/amylovorus4/26
against indicator strain E. coli O8:K88:H9Ent" as detected with agar-well diffusion method.
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A3: Protibakterijsko delovanje L. gasseriK7, L. gasseriLF221 in L. crispatus/amylovorugl/26 proti
indikatorskemu sevuE.coli O157:H7 ugotovljeno z metodo difuzije v agarju.

A3: Antibacterial activity of L. gasseriK7, L. gasseriLF221 and L. crispatus/amylovorus4/26
against indicator strain E. coli 0157:H7 as detected with agar-well diffusion metha

A4: Protibakterijsko delovanje L. gasseriK7, L. gasseriLF221 in L. crispatus/amylovorugl/26 proti
indikatorskemu sevuE.coli K12 ugotovljeno z metodo difuzije v agarju.

A4: Antibacterial activity of L. gasseriK7, L. gasseriLF221 and L. crispatus/amylovorus4/26
against indicator strain E. coli K12 as detected with agar-well diffusion method.
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Ab5: Protibakterijsko delovanje L. gasseriK7, L. gasseriLF221 in L. crispatus/amylovorug/26 proti
indikatorskemu sevuS. aureusRN 4220 ugotovljeno z metodo difuzije v agarju.

Ab5: Antibacterial activity of L. gasseriK7, L. gasseriLF221 and L. crispatus/amylovorus4/26
against indicator strain S. aureusRN 4220 as detected using agar-well diffusion meth.
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Priloga B:Potrditev prisotnosti toksinov E. coli 0157:H7 s pomdjo reakcije multiplex PCR.
Annex B :Verification of E. coli 0157:H7 toxins with multiplex PCR.

* PCR mesSanica (2@l):
1 pl DNA4 pul GoTaq pufer z MgGl(1,5 mM)
0,2 ul zagetni oligonukleotid MFS1F (10M)
0,2 ul zacetni oligonukleotid MFS1R (1QM)
0,2 ul zacetni oligonukleotid MK1 (1Q:M)
0,2 ul zacetni oligonukleotid MK2 (1QuM)
0,2 ul zacetni oligonukleotid AE 19 (1QM)
0,2 ul zagetni oligonukleotid AE20 (1QM)
0,2l dNTP-jev (0,1mM)
0,1ul GoTaq polimerazel3,8 H,O

e PCR program:

Stevilo ciklov Faza Temperatura Cas
1 Zacetna denaturacija DNA 95 °C 5 min

35 Denaturacija DNA 95 °C 1 min
Prileganje z&etnih oligonukleotidov 48 °C 1 min

PodaljSevanje verige 72 °C 1 min

1 Zaklju¢no podaljSevanje verige 72 °C 10 min

PCR produkte smo tevali na 1,8 % agaroznem gelu. Obarvali smo jilawibom Sybr safe. Za
primerjavo velikosti smo uporabili ozéevalec velikosti 100 bp.

E. Coli 0157:H7 K L

B1: Produkti reakcije multipleks PCR iz DNA vzorcev blata miSi, ki smo jim aplicirali L. gasseriK7
and E. coliO157:H7; K- E. coli O157:H7 kontrola; L- oznafevalec velikosti 100 bp.

B1: Products of multiplex PCR reaction from DNA of fecd isolates from mice fed L. gasseri K7 and E.
coli O157:H7; K- E. coli O157:H7 control; L- 100 bp DNA ladder.
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Priloga C:Potrditev prisotnosti seval. gasseriK7 (rif ") s pomajo analize RAPD.
Annex C :Verification of L. gasseriK7 (rif ") with RAPD analysis.

* PCR meSanica (2Qul):
1 ul DNA
4yl GoTaq pufer
3,2l MgCI2 (4mM)
0,2 ul zacetni oligonukleotid M13 (1@M)
0,2l dNTP-jev (0,21mM)
0,1l GoTaq polimeraze
11,3pul H20

¢ PCR program:

Stevilo ciklov Faza Temperatura Cas

1 Zatetna denaturacija DNA 95 °C 3 min

40 Denaturacija DNA 95 °C 1 min
Prileganje z&etnih oligonukleotidov 48 °C 20s

PodaljSevanje verige 72 °C 2 min

1 Zaklju¢no podaljSevanje verige 72 °C 5 min

PCR produkte smo tevali na 1,8 % agaroznem gelu. Obarvali smo jilailom Sybr safe. Za
primerjavo velikosti smo uporabili oz&ewvalec velikosti 1kbp

L vzorci blata Zivali skupine D —— K L

o — o e O e Sl G il - - -

C1: RAPD profili izolatov blata miSi, ki smo jim aplicirali L. gasseriK7; K- L. gasseriK7 kontrola; L-
oznatevalec velikosti 1kbp

C1: RAPD profiles generated from DNA of fecal isolatefrom mice fed L. gasseriK7; K- L. gasseriK7
control; L- 1kbp DNA ladder
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Priloga D:Imunohistoloske analize.

Annex D :Immunohistological analysis.

V histoloskih rezinah viteg&revesa smo ugotavljali prisotnost protiteles IggGlin IgM s specifinimi s
FITC konjugiranimi proti-miSjimi protitelesi.

D1: HistoloSka rezina vitegadrevesa oznéena z zaa-verigo specifénimi s FITC konjugiranimi proti-
misjimi IgA protitelesi; A- skupina A (kontrolna skupina), B- skupina B (ddevna aplikacija K7
(Rif"); povetava 100x)).

D1: Histological slice of ileum labelled witha-chain specific FITC labelled anti-mouse IgA antibdies;

A-group A (control group), B- group B (14 day appgliion of K7 (Rif); magnification 100x)).

Na sliki D1 je prikazana histoloSka rezina vitégavesa, kjer so vidne pozitivne celice IgA, ki ftascirajo,

kot posledica vezave zaverigo speciftnih s FITC konjugiranih proti-misjih IgA protiteles
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D2: Histolo3ka rezina vitegaérevesa oznéena z zap-verigo specifénimi s FITC konjugiranimi proti-
mi§jimi IgM protitelesi; slika A - skupina A (kontrolna skupina (pa@ewa 400x)), slika B - skupina D
(14-dnevna aplikacija K7 (Rjfin enkratna aplikacig. coli O157:H7 15. dan poskusa (p&saga 100x)).

D2: Histological slice of ileum labelled withp chain specific FITC labelled anti-mouse IgM antibdlies;
figure A- group A (control group (magnification 400x))géire B- group D (14 day application of K7
(Rif") and one time application & coli 0157:H7 on day 15 of experiment (magnification )0

Na sliki D2 je prikazana histoloSka rezina vitegavesa, kjer so vidne pozitivhe celice
IgM, ki fluorescirajo, kot posledica vezave gaverigo specifinih s FITC konjugiranih

proti-misjih IgM protiteles.
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Priloga E:HistoloSke rezine mezenterialnih bezgavk.
Annex E :Histological slices of mesenterial lymph nodes.

li skupine A

Ske rezine ezenterialne bezgavke Ziva

E1. Svetlobno mikroskopski posnetek histolo

aava 100x, H&E).
El: Light microscope picture of histological slice from animal in group A (control group)

(kontrolna skupina) (Pov
(Magnification 100x, H&E).

ze

da ka

da kodehk parakorteks predstavljata 1/3,

kih rezin kontrolne skupine(giloga E1) smo ugotovili,
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Pri pregledu histolo
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E2: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke Zivali skupine B (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif')) (Povetava 40x, H&E).

E2: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group B (14 day application of K7
(Rif")) (Magnification 40x, H&E).

Pri skupini B (priloga E2) smo pri pregledu his&kth rezin ugotovili znélnosti
reaktivne bezgavke, s Stevilnimi malimi in velikigerminativnimi centri. PoruSeno je
razmerje med temnim (perifernim) in svetlim (cemtira) delom sekundarnih foliklov na
racun svetlega dela (nezreli limfociti). Limfni sinusso napolnjeni z limfociti.
Medularnega tkiva v bezgavki skoraj ni, Ocenili srda parakorteks predstavlja priblizno
2/3 povrSine bezgavke. Opazna je rahla reaktivparplazija (hiperplasia reactiva). Vse

opazene spremembe so Se v mejah fizioloSkega.
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E3: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke Zzivali skupine B (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif")) (Povetava 100x, H&E).

E3: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group B (14 day application of K7
(Rif")) (Magnification 100x, H&E).

V histoloskih rezinah skupine B (priloga E3) je mezje med limfociti poruseno v prid

nezrelih limfocitov.
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E4: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke zivali skupine C (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif') in enkratna aplikacija E. coli O157:H7 8. dan poskusa) (Powava 40x,
H&E).

E4: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group C (14 day application of K7
(Rif") and one application ofE. coli 0157:H7 on day 8 of trial) (Magnification 40x, H&E).

V histoloSkih rezinah Zivali iz skupine C (priloga}) so limfni folikli jasno vidni vendar
so man;jSi kot v fizioloski bezgavki, kar govori maakcijo medularnega tkiva bezgavke.
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ES5: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke zivali skupine D (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif') in enkratna aplikacija E. coli 0157:H7 15. dan poskusa) (Povava 40x,
H&E).

E5: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group D (14 day application of K7
(Rif") and one application ofE. coli 0157:H7 on day 15 of trial) (Magnification 40x, H&E).
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E6: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine @zenterialne bezgavke Zivali skupine D (14-
dnevna aplikacija K7 (Rif') in enkratna aplikacija E. coli 0157:H7 15. dan poskusa) (Povava 100x,
H&E).

E6: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group D (14 day application of K7
(Rif") and one application ofE. coli 0157:H7 on day 15 of trial) (Magnification 100x, H&E).

V histoloSkih rezinah Zivali skupine D (priloga &b E6) je opazna hiperplazija zrelih
limfocitov, ki so Se vedno na mestu, kjer so bikejgfolikli. Tkivo daje izgled izpraznjene

bezgavke.
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E7: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke zivali skupine E
(enkratna aplikacija E. coli O157:H7 8. dan poskusa) (Powava 100x, H&E).

E7: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group E (application of E. coli
0157:H7 on day 8 of trial) (Magnification 100x, H&E).

V histoloskih rezinah Zivali skupine E (priloga Efjikle Se opazimo, vendar so precej
prazni (meje med centralnim in skorjinim delom sdrsane, zrelih limfocitov je man,;.

Opazna je limforetikularna hiperplazija.
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E8: Svetlobno mikroskopski posnetek histoloSke rezine ezenterialne bezgavke Zzivali skupine E
(enkratna aplikacija E. coli O157:H7 8. dan poskusa) (Powava 400x, H&E).

E8: Light microscope picture of histological slice fromanimal in group E (application of E. coli
0157:H7 on day 8 of trial) (Magnification 400x, H&E).

V histoloSkih rezinah skupine E (priloga E8) jesptno veéje Stevilo fokalnih nekroz
limfocitov (pugica), pricemer prevladujejo fokusi z apoptatimi limfociti.



