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Namen diplomske naloge je bil preveriti u¢inek probioti¢nih bakterij na adhezivnost in
invazivnost bakterije Campylobacter jejuni v celicnem modelu pis¢ancjih (B10XI) in
diplomske naloge smo prisli do treh sklepov. Glede vezave na in prehajanja bakterij
C. jejuni oziroma v pis¢ancje (B10OXI) in prasicje (PSI cl.1) ¢revesne epitelijske celice
skozi smo dokazali, da se bakterije C. jejuni vezejo na obe preucevani vrsti ¢revesnih
celic vezejo in vanje tudi uspe$no prehajajo. Opazovali smo vpliv soCasne inkubacije
zivih probioti¢nih bakterij rodu Lactobacillus sp. (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in
LGG) z bakterijami C. jejuni na zmanjSanje ali preprecevanje adhezije in/ali invazije,
v pis€ancje Crevesne epitelijske celice (B1OXI) in prasicje ¢revesne epitelijske celice
(PSI cl.1). Zanimalo nas je torej, ali lahko s probioti¢nimi bakterijami zaScitimo
pis¢ancje in prasicje ¢revesne epitelijske celice pred bakterijami C. jejuni. Ugotovili
smo, da socasna inkubacija bakterije C. jejuni in probiotika PCK 9 u¢inkovito zmanjsa
adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni v celicnem modelu pis¢ancjih (B10XI)
¢revesnih epitelijskih celic. Pri ostalih opazovanih probioti¢nih bakterijah (PCS 20,
PCS 22, PCS 25 in LGG) smo opazili le rahlo sposobnost zmanjsanja adhezivnosti in
invazivnosti bakterij C. jejuni, pri obeh celi¢nih modelih ¢revesnih epitelijskih celic.
Na podlagi dobljenih rezultatov smo naredili primerjavo ucinkovitosti probiotikov na

PRV

e

epitelijskih celicah. Opazne razlike so bile le pri probiotiku PCK 9, ki je zmanjsal
adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni v celicnem modelu pis¢anéjih (B1OXI)
¢revesnih epitelijskih celic.
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The aim of our research was to see how effective probiotic bacteria are on preventing
the adhesion and invasion of bacteria Campylobacter jejuni in chicken (B1OXI) and
pig (PSI cl.1) intestinal epithelial cell line model. Results of our research gave us three
important conclusions. Firstly, we have proved that bacteria C. jejuni adhered on
chicken (B1OXI) and pig (PSI cl.1) intestinal epithelial cell line model and they also
successfully passed through the monolayer of chicken (B1OXI) and pig (PSI cl.1)
intestinal epithelial cells. Secondly, we observed the effect of co-incubated live
probiotic bacteria from genus Lactobacillus (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 and
LGG), with bacteria C. jejuni, on prevention and reduction of the adhesion or/and
invasion in chicken (B1OXI) and pig (PSI cl.1) intestinal epithelial cell line model.
We were interested on protective effect of probiotic bacteria on chicken and pig
intestinal epithelial cells against bacteria C. jejuni. We observed that co-incubation of
probiotic bacteria PCK 9 and bacteria C. jejuni successfully reduced adhesion and
invasion of bacteria C. jejuni in chicken (B10OXI) intestinal epithelial cell line model.
With other probiotic bacterial strains (PCS 20, PCS 22, PCS 25 and LGG), we could
detect small reduction of adhesion and invasion of bacteria C. jejuni in chicken
(B1OXI) and pig (PSI cl.1) intestinal epithelial cell line model. Finally, we compered
both cell line models for bacterial interactions. We concluded that effectiveness of
probiotic bacteria was comparable in chicken (B1OXI) and pig (PSI cl.1) intestinal
epithelial cell line model. However, the biggest difference was noticed with probiotic
bacteria PCK 9, which successfully reduced the adhesion and invasion of bacteria C.
jejuni in chicken (B1OXI) intestinal epithelial cell line model.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A absorbanca [nm]

B1OXI celi¢na kultura ¢revesnih epitelijskih celic, izoliranih iz tankega Crevesa
pis¢ancev

BHI tekoce gojisce iz ekstraktov tele¢jih mozganov in govejega srca (angl. Brain
Heart Infusion)

C. coli Campylobacter coli

CDT citotoksi¢ni toksin (angl. Cytolethal Distending Toxin)

C. fetus Campylobacter fetus

CFU Stevilo kolonijskih enot (angl. Colony Forming Unit)

Cia angl. Campylobacter invasion proteins

C. jejuni Campylobacter jejuni

DMEM tekocCe gojisce za gojenje celicnih kultur (angl. Dulbecco's modified Eagle's
medium)

FBS serum govejega zarodka

IgA imunoglobulin razreda A

MRS tekoce in trdno gojis€e za namnoZevanje mle¢nokislinskih bakterij (angl. de

Man, Rogosa in Sharpe)

LGG sev bakterije Lactobacillus rhamnosus (komercialno dostopen)

oD opti¢na gostota (angl. Optical Density) [nm]

PBS fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline)

PCK 9 sev bakterije iz rodu Lactobacillus sp.

PSC 20 sev bakterije Lactobacillus plantarum, izoliran iz sira

PSC 22 sev bakterije Lactobacillus plantarum, izoliran iz sira

PSC 25 sev bakterije Lactobacillus plantarum, izoliran iz sira

PSlcl.1 celi¢na kultura ¢revesnih epitelijskih celic, izoliranih iz tankega crevesa
prasicev

RPM obrati na minuto (angl. rounds per minute)

SD standardni odklon

TEP transepitelijski elektri¢ni potencial [mV]

TER transepitelijska elektri¢na rezistenca [Q]
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1UVvOD

Campylobacter jejuni je po Gramu negativna bakterija, ki ima obliko ¢rke S, in so jo odkrili
ze leta 1886 (Snelling in sod., 2005). Je glavni bakterijski vzrok za gastrointestinalne bolezni,
ki so odraz okuzb s hrano in vodo. Epidemioloske studije so pokazale, da so glavni rezervoar
C. jejuni ptice, natancneje perutnina (Byrne in sod., 2007). Infekcijska doza je med 500 in
10000 bakterijami C. jejuni, inkubacijska doba pa med 1-7 dni. Rezultat je razvoj
kampilobakterioze pri ljudeh, gastrointestinalne bolezni, ki lahko traja do 7 dni.
Kampilobaktri se za razliko od bakterij rodu Salmonella niso sposobni razmnozevati v hrani,
zato do velikih izbruhov kampilobakterioze ne prihaja. So pa infekcije s kampilobaktri
povezane s postinfekcijskimi komplikacijami, ki vkljuCujejo artritis, Reiterjev sindrom in

Guillain-Barrejev sindrom (Snelling in sod., 2005).

Razumevanje odnosa med patogenom in komenzalom v prebavilih je klju¢no, saj lahko
pripomore k boljSemu razumevanju tega, kako kampilobaktri kolonizirajo gostitelja in
povzrocajo entericne bolezni (Byrne in sod., 2007). Adhezivnost in invazivnost sta odvisni
tako od gibljivosti, kot tudi od same ekspresije bicka. Vendar pa natanénega mehanizma S
katerim C. jejuni inducira bolezen, ne poznamo. Simptomi bi lahko bili rezultat toksina CDT

in vnetnega odgovora (Snelling in sod., 2005).

Odpornost na protimikrobna zdravila lahko podaljSa bolezen in otezi zdravljenje pacientov z
bakteriemijo. Veliko $tudij je pokazalo, da narasca Stevilo protimikrobnih snovi, na katere so
kampilobaktri odporni. Razlog je predvsem v neodgovorni in slabo nadzorovani uporabi

protimikrobnih sredstev pri ljudeh in zivalih (Snelling in sod., 2005).

V mnogih Studijah se je izkazalo tudi, da imajo mikrobni probiotiki veliko dobrih u¢inkov, ko
jih uporabijo v zivalski krmi. Vplivajo predvsem na izboljSavo prebave in absorpcije

nutrientov, prav tako pa tekmujejo s patogeni za vezavna mesta (Netherwood in sod., 1999).

Odkritje novih snovi in mehanizmov zasCite pred kampilobaktri, ki bi bile uporabljene
odgovorno in uéinkovito vV smeri zmanjSevanja bolezni, bi tako zmanjsalo tudi ekonomsko

izgubo, ki nastaja kot posledica izgube delovnih ur in dragih klini¢nih testov (Snelling in sod.,

2005).
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1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Bakterijski sev C. jejuni K49/4, ki smo ga uporabili v eksperimentalnem delu te naloge, je
sposoben adhezije in invazije na/v celini kulturi Caco-2 in makrofagih J477 (Mihaljevi¢ in
sod., 2007; Siki¢ Pogacar in sod., 2009), zato smo z diplomsko nalogo Zeleli ugotoviti:

e v koliksni meri se C. jejuni K49/4 veze na celiéni model pis¢anéjih Crevesnih
njih prehaja;

e ali lahko piscancje (B1OXI) in prasi¢je (PSIcl.1) crevesne epitelijske celice zas¢itimo
pred bakterijo C. jejuni K49/4 s socasno inkubacijo zivih probioti¢nih bakterij rodu
Lactobacillus oziroma zmanjSamo ali preprec¢imo adhezijo in/ali invazijo v piscancje
¢revesne epitelijske celice (B10OXI) in prasi¢je ¢revesne epitelijske celice (PSI cl.1);

ey e

primerljiva.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
e Bakterije C. jejuni se vezejo na pisc¢ancje in prasi¢je epitelijske celice in vanje uspesno
prehajajo.
e Socasna inkubacija bakterije C. jejuni in probiotikov (bakterij rodu Lactobacillus)

zmanj$a adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni v celi¢nem modelu pisc¢ancjih in

ey

PRV
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3

2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA IN KLASIFIKACIJA BAKTERIJE Campylobacter jejuni

Ze leta 1886 je Theodor Escherich opazoval mikroorganizme, podobne kampilobaktrom v

vzorcih blata otrok z diarejo. McFaydean in Stockman sta leta 1913 identificirala

kampilobaktre kot vibrijem sorodne, na podlagi posmrtnih ostankov tkiva splavljene ovce

(Altekruse in sod., 1999). Po vsej verjetnosti je §lo za kampilobaktre, ki so danes poznani pod

imenom Campylobacter fetus, in povzrocajo infekcije reproduktivnih organov in splav pri

sivalih (Ketley, 1997).

Druzino Campylobacteriaceae, ki spada v deblo proteobakterij, sestavljajo rodovi Arcobacter,

Sulfurospirillum, Thiovulum in Campylobacter (Snelling in sod., 2005).

Preglednica 1: Prikaz vrste in podvrste znotraj rodu Campylobacter, kje le te najdemo ter kaj povzrocajo
pri ljudeh in Zivalih (Humphrey in sod., 2007; 237).

Vrste in podvrste rodu
Campylobacter

Znani viri

Bolezen

Ljudje

Zivali

C. coli

C. concisus
C. curvus
C. fetus subsp. fetus

C. fetus subsp. venerealis
C. gracialis

C. helveticus

C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis

C. hyointestinalis subsp.
lawsonii

C. hyoilei

C. jejuni subsp. doylei

C. jejuni subsp. jejuni

. lari

. mucosalis

rectus

showae

. sputorum bv. Sputorum
. sputorum bv. Faecalis
. upsaliensis

. insulaenigrae

. lanienae

00000000 O

Prasici, perutnina, govedo,
ovce in ptice

Clovek

Clovek

Govedo, ovce

Govedo

Clovek

Macke, psi

Prasici, govedo, hréki in
srnjad

Prasici

Prasici

Clovek

Perutnina, prasic¢i, govedo,
ovce, psi, macke, voda,
ptice, insekti, zajci
Perutnina in ptice, voda,
psi, opice, konji

Prasici

Clovek

Clovek

Clovek, govedo, prasi¢i
Ovce, biki

Psi, macke

Tjulni

Govedo, prasici in ¢lovek

Gastroenteritis, septikemija

Gastroenteritis, parodontalna bolezen
Gastroenteritis, parodontalna bolezen
Gastroenteritis, septikemija, splav,
meningitis

Septikemija

Parodontalna bolezen, abscesi
Trenutno ni znano

Gastroenteritis

Trenutno ni znano

Trenutno ni znano

Gastroenteritis, septikemija, gastritis
Gastroenteritis, septikemija,
meningitis, splav, Guillain-Barre
sindrom

Gastroenteritis, septikemija

Trenutno ni znano

parodontalna bolezen

parodontalna bolezen
Gastroenteritis, abscesi

Trenutno ni znano

Gastroenteritis, septikemija, abscesi
Trenutno ni znano

Trenutno ni znano

Gastroenteritis

Trenutno ni znano
Trenutno ni znano
Splav pri govedu in
ovcah

Neplodnost
Trenutno ni znano
Gastroenteritis
enteritis

Trenutno ni znano

Trenutno ni znano
Gastroenteritis, pticji
hepatitis

Pticji gastroenteritis

Trenutno ni znano
Trenutno ni znano
Trenutno ni znano
Trenutno ni znano
Gastroenteritis

Trenutno ni znano
Trenutno ni znano



http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Sulfurospirillum&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Thiovulum&action=edit&redlink=1
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Klini¢ni mikrobiologi iz Belgije so leta 1972 prvi izolirali kampilobaktre iz vzorcev blata
bolnikov z diarejo. Z razvojem selektivnih medijev, ki so omogo¢ili lazjo in boljSo izolacijo
kampilobaktrov, so se ti tako uveljavili kot pogosti humani patogeni. Danes so kampilobaktri

vodilni povzrocitelji gastrointestinalnih bolezni (Altekruse in sod., 1999).

2.2 FIZIOLOGIJA BAKTERIJE Campylobacter jejuni

Bakterije C. jejuni so po Gramu negativne, ne tvorijo spor in so nesaharoliti¢ne. Katalazni in
oksidazni test sta pozitivna, prav tako hidrolizirajo hipurat (Snelling in sod., 2005). So
gibljive, na enem ali obeh koncih se nahaja polarni bi¢ek. Ta veliko pripomore k zelo dobri

gibljivosti bakterije (Ketley, 1997).

Bakterije C. jejuni so pri normalnih pogojih spiralne oblike. Znaéilna je oblika ¢rke S
(Snelling in sod., 2005). Opazili so, da so celice bakterij C. jejuni lahko tudi kokoidne oblike.
Kljub temu, da imajo bicek, so kokoidne celice negibljive. Z opazovanjem preobrazbe celic
pod elektronskim mikroskopom so opazili, da pride do izgube integritete celi¢ne stene
kokoidnih celic (Boucher in sod., 1994).

e

Slika 1: Bakterije C. jejuni med delitvijo (Humphrey in sod., 2007).

Kampilobaktri preidejo v kokoidno obliko, ko so v stacionarni fazi ali pod stresom (Ketley,
1997). Dobro se odzivajo na stres v okolju, saj dlje prezivijo pri nizjih koncentracijah kisika,

pri nizjih temperaturah (4 °C) ter pri visjih koncentracijah kisika (Alter in sod., 2006).

Od drugih patogenov, ki povzrocajo okuzbe preko Zivil, se C. jejuni razlikuje po tem, da je
mikroaerofilen. Najbolje raste v atmosferi, ki vsebuje priblizno 10 % CO, in 5 % O,
(Humphrey in sod., 2007). Gre za termofilen mikroorganizem, ki najbolje raste pri

temperaturi 42 °C, ne raste pa pri temperaturah, nizjih od 30 °C (Ketley, 1997).
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V okolju najdemo C. jejuni pri divjih pti¢ih in sesalcih. Najpogosteje kolonizira ¢revesje
pis¢ancev, manj pogosto Crevesje puranov in rac. Pri perutnini mu zelo ustrezajo
mikroaerofilni pogoji in temperatura okoli 41 °C v cCrevesju, saj omogocata kontinuirano

razmnozevanje (Dasti in sod., 2010).

Genom bakterije C. jejuni je relativno majhen, velik je med 1,6-1,7 Mbp. Bogat je z adeninom
in timinom, razmerje med citozinom in gvaninom pa se lahko spreminja med 29-47 %.
Majhen genom je verjetno posledica zahtevnih pogojev za rast, prav tako ne oksidirajo in ne
razgrajujejo ogljikovih hidratov, ni lipazne in lecitinazne aktivnosti. Ne raste pri pH niZjem
od 4,9 (Snelling in sod., 2005). Pri C. jejuni so opazili tako konjugativne plazmide, kot tudi
bakteriofage (Ketley, 1997).

2.3 EPIDEMIOLOGIJA IN PATOGENEZA BAKTERIJE Campylobacter jejuni

Vec kot 90 % vseh okuzb s kampilobaktri povzrocata C. jejuni in C. fetus. VV zadnjih petih
letih je Campylobacter spp. postal glavni bakterijski povzroditelj gastrointestinalnih okuzb v
veCini drZzav Evropske unije in ZDA. Podoben trend so prvi¢ opazili v letu 2009 tudi v
Sloveniji. Campylobacter je tako v prevalenci v zadnjih letih prekosil salmonelo (EFSA,
2009; IVZ, 2010; CDC, 2010). Kljub temu, da je rod Campylobacter odgovoren le za
priblizno 5 % smrti povezanih z okuzbo preko zivil, je hospitalizacija potrebna kar pri 17 %
vseh obolelih. To pomeni milijardno izgubo, saj so stroski hospitalizacije visoki zaradi dragih

klini¢nih testov. K tej izgubi doprinesejo tudi izgube delovnih ur (Mead in sod., 1999).

Ljudje se s kampilobaktri najpogosteje okuzijo s slabo toplotno obdelanim pis¢an¢jim mesom,
navzkrizno kontaminacijo, z uzivanjem kontaminirane pitne vode ali neposredno s stikom z

zivalmi. Prenos s ¢loveka na ¢loveka je mozen, a epidemiolosko manj pomemben (Dasti in

sod., 2010).
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Slika 2: Najpogostejsi nacini okuzbe s C. jejuni pri ljudeh (Dasti in sod., 2009).

Bakterija C. jejuni naseljuje spodnji del ¢revesja in navadno ne povzroca simptomov.
Infektivna doza znaSa med 500 do 10000 kampilobaktri, ki povzrocijo kampilobakteriozo
(Altekruse, 1998). Ta je v ve€ini simptomati¢nih bolezni samo-omejujoca bolezen, ki traja do
deset dni (Dasti in sod., 2010). Simptomi pri bolnikih s potrjeno diagnozo okuzbe s
kampilobaktri so diareja, vroCina, trebusni krci, slabost in omoti¢nost (Altekruse, 1999).
Priblizno polovica bolnikov z laboratorijsko potrjeno okuzbo s kampilobaktri ima krvavo
diarejo (Blaser in sod., 1983). Okuzbe s kampilobaktri lahko privedejo do bakteriemije,
septicnega artritisa in drugih simptomov (Altekruse, 1999). Kampilobakteriozo v zadnjem

Casu povezujejo tudi z vnetjem debelega Crevesa (Dasti in sod., 2010).

Guillain-Barrejev sindrom in Reiterjev sindrom naj bi bila avtoimunski odziv na okuzbo s
kampilobaktri. Na vsakih 1000 okuzb s kampilobaktri se pojavi en primer z Guillain

Barrejevim sindromom (Peterson, 1994).

Kampilobakteriozo, ki ne povzro¢i zapletov, redko zdravijo z antibiotiki. Pogosta pa so
porocila o vedno vec¢ji odpornosti kampilobaktrov na klini¢cno pomembne antibiotike, tudi v

nasem okolju (Smole Mozina in sod., 2011a, 2011b).



7

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

2.3.1 Gibljivost in kemotaksa

Celi¢na oblika in polarni bicek kampilobaktrom omogocata visoko zmoZnost gibljivosti, tudi
v viskoznih medijih (Konkel in Cieplak, 1992). Bi¢ek kampilobaktrov je polaren in sestavljen
iz O-glikoziliranega flagelina. Polarni bi¢ek ima zelo pomembno vlogo pri priblizevanju
vezavnim mestom intestinalnih celic. Za regulacijo bicka je odgovoren dvokomponentni
sistem, ki ga sestavljata senzor FlgS in odzivni regulator FIgR. Pri izrazanju genov, ki
sodelujejo pri gibljivosti, izlo¢anju proteinov in invaziji, sodelujejo Se regulatorji fliA, rpoN in
vzdrzevalni geni rpoD (Hendrixson, 2006). Znani kemoatraktanti so na primer L-serin, L-

fukoza, L-cistein, piruvat, sukcinat, fumarat, citrat in malat (Hugdahl in sod., 1988).

Na podlagi genomske sekvence C. jejuni NTC11168 so odkrili ve¢ kot 40 razli¢nih genov, ki
naj bi bili povezani s funkcijo bicka (Fernando in sod., 2007). Poleg biosinteze teh 40
strukturnih in regulatornih proteinov je pomemben sekrecijski sistem tipa III. Za izrazanje in
delovanje vecine genov, povezanih z delovanjem bicka sta odgovorna sigma dejavnika fliA in
rpoN (Carrillo in sod., 2004).

Morfoloski izgled bicka temelji na bazalnem telescu, ki mu sledi kljuka in na koncu Se
filament. Vloga filamenta na koncu kljuke je pod nadzorom gena flgK in $e ni poznana. So pa
ugotovili, da so mutante flgK slabo gibljive (Muramoto in sod., 1999). Geni fliA, rpoN in flgK

so potencialno dobre tarce pri proizvodnji cepiv in terapevtikov (Fernando in sod. 2007).

Bic¢ek omogoca gibanje in sodeluje pri kemotaksi, ki je pomembna za uc¢inkovito kolonizacijo
(Hendrixson, 2006). Kampilobaktri imajo mehanizme, ki jim omogocajo zaznavo kemijskega
gradienta ter premikanje v smeri le tega (Takata in sod., 1992). Pri genomski sekvenci so
odkrili, da so tudi ortologni geni cheA, cheW, cheV, cheY, cheR in cheB odgovorni za
kemotakso Odzivni regulator cheY ima glavno vlogo pri rotaciji bi¢ka (Hendrixson in DiRita,
2004).
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2.3.2 Adhezivnost in invazivnost

Bakterije C. jejuni in C. coli so sposobne adhezije na tkiva celic brez nadaljne invazije, lahko
pa tudi prehajajo v celice (Everest in sod., 1992). Z adhezijo sta povezana dva zunaj
membranska proteina, CadF in PEBI. CadF se veZe na fibronektin in je eden od
pomembnejsih vezavnih faktorjev. Gen cadF se izraza pri vseh sevih C. jejuni in C. coli,
vendar se med vrstama nekoliko razlikuje. Prav tako je CadF pomemben virulentni dejavnik,
saj se mutante cadF slabo vezejo na celice. CadF igra dvojno vlogo - sprozi adhezijo na
gostiteljske celice s specifiéno vezavo na fibronektin epitelijskih celica, sprozi pa tudi
signalne procese, ki aktivirajo male GTPaze Racl in Cdc24 (Krause-Gruszczynska in sod.,
2007). Tudi protein PEBL, ki je kodiran na lokusu peblA, se veze na fibronektin. Opazili so

tudi, da omogoci invazijo v HeLa celice (Konkel in sod., 1997).

Invazivnost ima pomembno vlogo pri boleznih, ki jih povzrocajo kampilobaktri. Vnetje in
bakterimija nakazujeta, da je invazivnost pomembna pri patogenezi. Studija, kjer so kot
eksperimentalni model uporabili opice makaki (Macaca mulatta), je dokazala, da je bila
diarejogena bolezen povezana z invazivnostjo C. jejuni (Russell in sod., 1993). Tudi druge
Studije so pokazale, da je zgodnja poSkodba mukoznega sloja rezultat invazije C. jejuni v
¢revesne epitelijske celice. Invazivnost C. jejuni je torej pomemben, s patogenostjo povezan
dejavnik (Babakhani in sod., 1993).

Sposobnost vstopanja in stopnja zmoznosti vstopa kampilobaktrov v celice je specifi¢na za
sev. Bolj invazivni so ponavadi klini¢ni izolati. Vsem invazivnim sevom pa je skupno, da v
crevesne epitelijske celice vstopajo z mikrotubuli-odvisnim in z aktinskim filament-

neodvisnim invazivnim mehanizmom (Ketley, 1997).

Konkel in Cieplak (1992) sta ugotovila, da se mrtvi kampilobaktri lahko vseeno pritrdijo na
gostiteljske celice, de novo sinteza proteinov ni potrebna. Pri invaziji pa je bakterijska sinteza

proteinov potrebna, sinteza proteinov s strani gostitelja pa ne.

Invazivnost C. jejuni je poseben proces, saj C. jejuni vstopi v celice s kljuko, ki ji sledi zadnji
del z bickom. Pomembno vlogo pri invazivnosti bi naj imeli naslednji faktorji: polisaharid
kaspule (CPS), sialilacija zunaj jedrnih lipooligosaharidov (LOS) ali Campylobacter invazivni

antigeni (Cia) (Krause-Gruszczynska in sod., 2007).
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Bacon in sod. (2002) so odkrili homologijo z izlo¢evalnim aparatom tipa 1V, na 37 Kbp
velikem plazmidu pVir bakterij C. jejuni. Pokazali so namre¢, da mutacije nekaterih genov na
plazmidu otezujejo invazijo. Z nadaljnimi studijami so odkrili, da prenos plazmida na seve, ki
plazmida nimajo, ne poveca invazivnosti, kar nakazuje na dejstvo, da so z invazivnostjo

povezani tudi geni na kromosomu (Dasti in sod., 2010).

Natan¢nega procesa vezave in vstopanja C. jejuni v gostiteljsko celico Se niso razvozlali,
kljub Stevilnim Studijam na tem podrocju. Slika 3 prikazuje, kako naj bi proces potekal.
Adhezija s sekundarnim adhezinom na bi¢ku ne stimulira poteka procesa (a). Gibljivost in
pritrjevanje s primarnimi adhezini (b) vodita do invazije, ki lahko potece na dva nacina
oziroma na oba nacina hkrati:

-z endocitozo preko specificnih regij v membrani, ki so obdane s S$Cetinami in

sodelujejo pri transportu makromolekul ter v povezavi z mikrotubuli (c);
- interakcije z molekulami, ki so v povezavi s kaveolami, vodijo do transdukcije, sledi

endocitoza, ki vkljucuje aktinske filamente (d) (Ketley, 1997).

Slika 3: Predlagani mehanizmi adhezije in invazije bakterij C. jejuni v gostiteljsko celico (Ketley, 1997).

Raziskovanje se tako nadaljuje, saj je pomembno spoznati in razjasniti patogenezo C. jejuni z

namenom omejevanja in preprecevanja bolezni (Dasti in sod., 2010).
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2.3.3 Translokacija

Stevilne enteropatogene bakterije sprozijo obrambni mehanizem gostitelja z rastjo v ali
translokacijo skozi epitelijske celice in zato povzrocijo bolezni. Tudi kampilobaktri sposobni
translokacije. Prehajanje kampilobaktrov skozi c¢revesne epitelijske celice je mozno s

translokacijo ali epitelijsko celicno invazijo, ki ji sledi liza celice (Everest in sod., 1992).

vvvvv

membranah celic (MacCallum in sod., 2005). Translocirane bakterije so opazili pod

monoslojem v manj kot 1 uri po inokulaciji nad monoslojem celic (Konkel in sod., 1992).

Prehajanje skozi celicni monosloj je mogoce s transcitozo, t.i. translokacijo preko citoplazme.
Lahko pa kampilobaktri prehajajo monosloj tudi paracelularno, za kar ni potrebna invazija,
vendar tak nacin ni pogost in ne vpliva na spremembo transmembranske rezistence monosloja

(Konkel in sod., 1992).

2.3.4 Toksini

Crevesni enteritis, ki se lahko iz vodene diareje razvije v krvavo, nakazuje na moznost, da pri
bolezni sodelujejo bakterijski toksini. Pri kampilobaktrih so skozi razli¢ne raziskave opazili
veC¢ razliénih toksi¢nih aktivnosti, koleri-podoben toksin (CLT) in ve¢ -citotoksinov.
Mehanizem delovanja in vpletenost v bolezen ni dobro poznana (Wassenaar in sod., 1997).
Citotoksi¢ni toksin (CDT) sestavlja Cdt ABC kompleks. CdtA in CdtC sta pomembna pri
vezavi na gostiteljsko celico, CdtB je aktivna molekula kompleksa (Pickett in Whitehouse,
1999). Za citotoksi¢no aktivnost je pomemben vstop CdtB v jedro gostiteljske celice.
Povzroci prekinitev celi¢nega cikla v fazi G2/M tako, da blokira CDC2 kinazo, ki je vpletena
v zacetek mitoze (Pickett in Whitehouse, 1999). Povzro¢i smrt celice in skupaj z bakterijsko

adhezijo in invazijo vpliva na nastajanje in spros¢anje interlevkina-8 (Kopecko, 2001).
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2.4 MIKROBNA CREVESNA ZDRUZBA PROBIOTICNIH BAKTERIJ

V zadnjih 50-ih letih se je zelo povecala uporaba antibiotikov pri reji perutnine, predvsem za
namen rastnih promotorjev, kot tudi za terapevtske namene ter pri zdravljenju bakterijskih
infekcij. Veliko teh antibiotikov se uporablja tudi pri zdravljenju bolezni ljudi. 1z tega razloga
se je povecala odpornost mikroorganizmov na dolo¢ene antibiotike (Donnelly, 1999; Edens,
2003; Smole Mozina in sod., 2011a).

Dokazano je bilo tudi, da obstaja povezava med tveganostjo obolelosti za zoonoti¢no
boleznijo in uporabo antibiotikov kot rastnih promotorjev (Coldbere-Garapin in sod., 2007).
Leta 1999 je Evropska unija prepovedala uporabo dolocenih antibiotikov kot rastnih
promotorjev. Leta 2006 pa so sprejeli zakon, ki prepoveduje uporabo vseh antibiotikov za
namene rastnih promotorjev pri reji perutnine. Dovoljena je le uporaba antibiotikov za
zdravljenje bakterijskih infekcij, ki pa so lahko predpisani le s strani veterinarja. Kot

alternativno moznost so priceli uporabljati probiotike (Edens, 2003).

Nobelov nagrajenec Eli Metchnikoff je leta 1908 opazoval vpliv fermentiranih mle¢nih
izdelkov na zivljenjsko dobo kmetov iz Bolgarije ter razvil koncept probiotikov (Metchnikoff,
1908). Prvi¢ sta besedo probiotik, ki sicer izvira iz gr§ke besede in pomeni »za Zivljenje,
uporabila Lilly in Stillwell, leta 1965. Besedo probiotik sta uporabila za opis snovi, ki jih

izlo¢ajo organizmi in stimulirajo rast drugih organizmov (Lilly in Stillwell, 1965).

Probiotiki so definirani kot mono ali multikultura zivih mikroorganizmov, ki ob zauzitju v
zadostnih koli¢inah pripomorejo k izboljsanju ¢revesne mikroflore gostitelja (Havenaar in
Huis in't Veld, 1992). Probiotiki pripomorejo tudi k izboljSanju imunskega sistema, ki lahko
tako lazje in ucinkoviteje zaznava in odstranjuje Skodljive patogene iz prebavnega trakta.
Stabilizirajo ¢revesno sluznico, zato jo patogeni tezje kolonizirajo ali prehajajo skoznjo

(Edens, 2003; Coldbere-Garapin in sod., 2007; Gupta in Garg, 2009).

Vecina teh bakterij je obligatnih anaerobov in so gram pozitivni ter spadajo med mle¢no
kislinske bakterije. So tolerantne na kisline in fermentativne, glavni produkt je mle¢na kislina.
Glede na metabolizem ogljikovih hidratov jih lahko razdelimo na dve skupini.

Homofermentativno skupino sestavljajo rodovi Lactoccocus, Pediococcus, Enterococcus,
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Streptococcus in nekateri laktobacili, ki lahko uporabijo Embden-Meyerhof-Parnasovo pot za
pretvorbo vira ogljika v mle¢no kislino. Heterofermentativna skupina proizvaja laktat, CO»,
etanol ali acetat iz glukoze po ketolazni poti. Sem spadajo rodovi Leuconostoc, Weissella ter
nekateri laktobacili (Holzapfel in sod., 1998). Simbiozo z gostiteljem tvori §¢ vsaj 10™
mikroorganizmov ¢revesne mikrobiote, ki je pri posameznikih stabilna, vendar so med ljudmi
razlike v starosti, prehrani, rasi itd. (Colbere-Garapin in sod., 2007; Maragkoudakis in sod.,
2010).

Crevesne epitelijske celice prebavnega trakta predstavljajo primarno oviro, ki lo¢uje
organizem od zunanjega okolja. Tolerirajo in sodelujejo z biofilmom komenzalnih bakterij, ki
jih na podlagi molekularnih vzorcev prepoznajo kot »svoje«. Rod Lactobacillus je na primer
del normalne c¢revesne mikroflore tudi pri piScancih ter ostalih zivalih od prvega dne

njihovega zivljenja (Colbere-Garapin in sod., 2007).

Sluznica prebavnega trakta je osnovna locnica ali pa povezava med zunanjim okoljem in
imunskim sistemom organizma. Probioti¢ne bakterije stimulirajo imunske celice, da pricno
izloCati imunske signale. IgA igra pomembno vlogo pri odpornosti sluznice, saj prispeva k
zaSCiti proti patogenim bakterijam in virusom (Gupta in Garg, 2009). Ugotovili so, da
probiotiki povecajo koncentracijo IgA ter celic, ki izlocajo imunoglobuline v crevesju,
pospesujejo lokalno sproscanje interferonov in olajSajo transport antigenov (Reid in sod.,
2003). Izlocajo se tudi citokini, ki regulirajo imunski odziv in vzdrZujejo crevesno
homeostazo. Mehanizem, s katerim probiotiki modulirajo imunski odziv in protivnetne

ukrepe, $e ni natanc¢no raziskan (Gupta in Garg, 2009; Maragkoudakis in sod., 2010).

Kriteriji, ki opredeljujejo idealen mikroorganizem kot probiotik (Harmsen in sod., 2000):
e visoka celi¢na viabilnost in odpornost na kisline ter nizke vrednosti pH;
e zadrzanje v Crevesju, kljub nesposobnosti kolonizacije Crevesja;
o adhezija na epitelij Crevesja;
e stimulacija imunskih celic, povezanih s ¢revesjem,;
e humani izvor;
e nepatogenost;
e Cim boljsa odpornost na pogoje v in izven ¢revesja;

e sposobnost vplivanja na lokalno metabolno aktivnost celic.
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Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki se uporabljajo kot probiotiki (Gupta in sod., 2009).

Mikroorganizmi, ki se uporabljajo kot probiotiki

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus Saccaromyces Ostali
L. acidophilus B. bifidum S. thermophilus S. boulardii Bacillus cereus
L. casei (rhamnosus)  B. breve S. salivarius subsp. Escherichia coli

thermophilus

L. fermentum B. lactis Enterococcus sp.

L. gasseri B. longum Propionibacterium
freudenreichii

L. johnsonii B. infantis

L. lactis B. adolescentis

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. salivarius

L. bulgaricus

Komercialne kulture, uporabljene v fermentiranih izdelkih, vkljucujejo predvsem seve
probioti¢nih bakterij iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium. Lactobacillus rhamnosus GG
(LGQG) je bil prvi probiotik, s katerim so izvajali klini¢ne Studije. Probioti¢ne bakterije rodu
Lactobacillus so uporabljene v industriji fermentiranih mle¢nih izdelkov. Proizvajajo Stevilne
metabolite, kot na primer proste maScobne kisline, vodikov peroksid in bakteriocine, ki
preprecujejo rast patogenov v mlecnih izdelkih (Holzapfel in sod., 1998; Fooks in Gibson,
2002).

Uporaba probiotikov se je izkazala za uc€inkovito pri lajSanju zdravljenja razli¢nih klini¢nih
boleznih, kot so na primer nekroti¢ni enterokolitis, diareja kot posledica antibioti¢nega
zdravljenja, kolitis, ki ga povzroc¢a Clostridium difficile, okuzba s Helicobacter pylori, uro-

genitalna vnetja pri Zenskah ter vnetja zelodca, ki so posledica raka (Reid in sod, 2003).

Studije so pokazale, da imajo probiotiki tudi ugoden vpliv pri uporabi v Zivalski krmi.
Izbolj$ajo prebavo in absorpcijo hranil in tekmujejo za vezavna mesta s patogeni, ki jim na ta
nacin preprecujejo vstop v ¢revesne epitelijske celice (Haschke in sod., 1998). Netherwood in
sodelavci (1999) so v raziskavi ugotovili, da je za doseganje ugodnega vpliva potrebno
probiotike v krmo dodajati postopno. Opazili so zmanj$anje Stevila patogenov pri pis€ancih,

ki so jim dodajali probiotike v krmo (Vasiljevic in Shah, 2008; Gupta in Garg, 2009).
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2.5 CELICNE KULTURE

Studij mehanizma patogeneze bakterij rodu Campylobacter je zapleten predvsem zaradi
pomanjkanja preprostega Zivalskega modela, s katerim bi lahko prikazali potek razvoja
bolezni pri ljudeh. Dobra in uporabna alternativa, s katerimi lahko preucujemo interakcije
med bakterijo in gostiteljsko epitelijsko celico, so celi¢ne kulture (Friis in sod., 2005;
Langerholc in sod., 2011). Najprimernejse celi¢ne linije za Studij invazije kampilobaktrov so
humane ¢revesne epitelijske celice, vendar se najbolj uporabljajo celice HEp-2, Int 407, HelLa
in Caco-2. Dobro je, e celine linije niso rakavega izvora, da imamo realnejsi in vitro model
za preuCevanje mehanizmov odnosa med patogenom in gostiteljem (Friis in sod., 2005; de

Melo in sod., 1989; Everest in sod., 1992; Langerholc in sod., 2011).

Konfluentnost monosloja je pomemben dejavnik, ki vpliva na invazijo in adhezijo bakterije.
Dokazali so, da se invazivnost bakterij pove¢a pri semi-konfluentnem monosloju, ker je
povrsina celic vec¢ja in dostop do bazolateralnega dela celice lazji. Pri tem je potrebno

upostevati, da je tvorba monosloja pri razli¢nih celi¢nih kulturah razli¢na (Friis in sod., 2005).

Tesni stiki med gostiteljskimi celicami ovirajo prehajanje tekocine in locijo apikalni del od
bazolateralnega. Apikalni in bazolateralni del sta si biokemijsko razlicna, glede na funkcije
transporta in lokacije receptorskih komponent na celi¢ni povrsini. Pri tako polariziranih
epitelijskih celicah lahko merimo transepitelijsko elektriéno rezistenco (TER) in
transepitelijski elektri¢ni potencial (TEP) med bazolateralnim in apikalnim delom membrane.
Merjenje transepitelijske rezistence polariziranih epitelijskih celic tako sluzi kot indikator
integritete celicnega monosloja ter translokacije C. jejuni skozi monosloj polariziranih
&revesnih epitelijskih celic (Klingberg in sod., 2005; Siki¢ Pogaéar in sod., 2010; Langerholc

in sod., 2011).
T -

Slika 4: Celi¢ni insert, kjer ¢rka A prikazuje apikalni del in ¢rka B bazolateralni del celice (Langerholc in
sod., 2011).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA

Priprava celi¢nih kultur:
- prasi¢jih (PSI cl.1)
-piséancjih (B1OXI)

v

Gojenje celi¢nih kultur
(37 °C, 5% CO,)

v

Tvorba monosloja
(opazovanje z invertnim
mikroskopom)

| Tripsinizacija celic |

v

Priprava bakterij C. jejuni

Priprava probioti¢nih kultur
(PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG)

v

y

Revitalizacija in kultivacija bakterij
agar Karmali (48h, 42 °C, mikroaerofilna atmosfera)

Barvanje po Gramu ter opazovanje s
svetlobnim mikroskonom

v

Revitalizacija in kultivacija probiotikov
Agar MRS (24h, 37 °C, anaerobna atmosfera)

v

Stetje pod mikroskopom
(z uporabo hemacitometra)

Ugotavljanje koncentracije in nanos na celi¢no kulturo

v

soCasna inkubacija, ko celi¢na kultura na apikalnem
delu inserta tvori monosloj

- centrifugiranje 10 minut pri 2400
obr./min

- priprava kulture (2x10° bakterij C.
ieiuni in 2x107 za probioti¢nih bakterii)

Nanos celic na inserte <
l 3-krat spiranje apikalnega
dela (DMEM brez dodatkov)

inkubacija 2 uri

» | inkubacija (1h, 9h, 16h in 23h)

(37 °C.5 % CO5)

3-krat spiranje z DMEM brez dodatkov v

Adhezivnost

(37°C, 5 % COy)

in invazivnost

Vstopanje bakterij C. jejuni v
epitelijske celice

Merjenje TER in TEP

dodatek gentamicina (150 pg/ml)
in inkubacija 2 uri (37 °C, 5 % CO,)

l 3-krat spiranje s PBS pufrom

vodnjake prestavimo v nove plos¢ice in dodamo vodo + 0,1% triton

v

inkubacija 1 uro

serije ustreznih red¢itev

v

(37 °C. 5% CO,)

(10°-10%)

v

nanos na agar Karmali (inkubacija 48h, 42 °C, mikroaerofilna atmosfera)

v

Vrednotenje rezultatov:

- adhezivnost in invazivnost (Stetje plos¢ in obdelava rezultatov v racunalniskem programu Excel);
- vstopanje skozi monosloj celic (Stetje plos¢ in obdelava rezultatov v racunalniSkem programu Excel);
- TER in TEP (od¢itavanje iz merilne naprave in obdelava rezultatov v ra¢unalniskem programu Excel);

Slika 5: Shema poteka eksperimentalnega dela.
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizmi
Pri poskusu smo uporabili sev bakterije Campylobacter jejuni K49/4, ki je bil izoliran iz
perutnine v Laboratoriju za zivilsko mikrobiologijo na Katedri za biotehnologijo,

mikrobiologijo in varnost zivil Biotehniske fakultete, Univerza v Ljubljani (Zorman in sod.,
2006).

Probioti¢ne bakterije, uporabljene pri poskusu, so last laboratorija Katedre za mikrobiologijo,
biokemijo, molekularno biologijo in biotehnologijo, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske
vede, Univerza v Mariboru/Katedra za biokemijo in nutricistiko, Medicinska fakulteta,

Univerza v Mariboru.

Preglednica 3: Probioti¢ne bakterije, uporabljene pri eksperimentalni delu.

Sev probioti¢nih bakterij Izvor Oznaka
Lactobacillus plantarum sir PCS 20
Lactobacillus plantarum sir PCS 22
Lactobacillus plantarum sir PCS 25
rod Lactobacillus sp. PCK 9
Lactobacillus rhamnosus LGG

3.2.2 Celi¢ni model

Uporabljena celicna modela B1OXI in PSI cl.1 sta bila izolirana v laboratoriju Katedre za
mikrobiologijo, biokemijo, molekularno biologijo in biotehnologijo, Fakultete za kmetijstvo
in biosistemske vede, Univerze v Mariboru. Celicni model B1OXI je bil pridobljen iz
epitelijskih celic tankega ¢revesja piS¢ancev. Celi¢ni model PSI cl.1 pa je bil pridobljen iz

epitelijskih celic tankega Crevesja prasicev.

Slika 6: Celi¢ni model pis¢anéjih celic B1OXI, pod invertnim mikroskopom pri 100-kratni povecavi.
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Slika 7: Celi¢ni model prasi¢jih celic PSI cl.1, pod invertnim mikroskopom pri 100-kratni poveéavi.

3.2.3 Mikrobioloska gojisca

Preglednica 4: Trdno gojis¢e Karmali.

Preglednica 5: Teko¢e gojis¢e BHI.

21,5 g osnovnega gojisca

500 ml destilirane H,O

agar (12 g/l)

oglje (4 g/l)

koruzni $krob (1 g/l)
pepton (23 g/l)
NacCl (5 g/l)

21,5 g osnovnega gojis¢a MRS smo raztopili v 500 ml
dH,0 in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 minut pri
tlaku 1,1 bar). Ohlajenega smo razlili v petrijevke in
do uporabe hranili v hladilniku (4 °C).

37,0 g osnovnega gojisca
1000 ml destilirane H,O

Ekstrakt tele¢jih mozganov (12,5 g/l)
Ekstrakt govejega srca (5 g/l)
Proteazni pepton (10 g/l)

Glukoza (2 g/l)

NaCl (5 g/l)

Na,PO, (2,5 g/l)

37 g osnovnega gojiséa BHI smo raztopili v 1000 ml
dH,0 in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 minut pri
tlaku 1,1 bar). Ohlajenega smo do uporabe hranili v
hladilniku (4 °C).
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Preglednica 6: Trdno gojis¢e MRS.

Preglednica 7: Teko¢e gojis¢e MRS.

61,0 g osnovnega gojisca
1000 ml destilirane H,O

agar (12 g/l)

diamonijev hidrogen citrat (2 g/l)
dikalijev hidrogen fosfat (2 g/l)
D(+)-glukoza (20 g/l)

MgSO, (0.1 g/l)

MnSO, (0.05 g/l)

mesni ekstrakt (5 g/l)

natrijev acetat (5 g/l)

pepton (10 g/1)

kvasni ekstrakt (5 g/l)

61,0 g osnovnega gojis¢a MRS smo raztopili v 1000
ml dH,0 in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 minut
pri tlaku 1,1 bar). Ohlajenega smo razlili v petrijevke
in do uporabe hranili v hladilniku (4 °C).

51,0 g osnovnega gojis¢a MRS
1000 ml destilirane H,O

K,HPO, (2 g/l)
Glukoza (20 g/l)
MgSO,7H,0 (0.2 g/l)
MnSO44H,0 (0.05 g/l)
mesni ekstrakt (8 g/l)
pepton (10 g/1)
C,H3NaO,3(H,0 (5 g/l)
triamonijev citrat (2 g/l)
kvasni ekstrakt (4 g/l)

51 g osnovnega gojis¢a MRS smo raztopili v 1000 ml
dH,0 in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 minut pri
tlaku 1,1 bar). Ohlajenega smo do uporabe hranili v
hladilniku (4 °C).
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Preglednica 8: Tekode gojis¢e DMEM.
Sestavine

Sestava osnovnega medija DMEM Adv. D-glukoza (4,5 g/l)
(2500 i) Natrijev piruvat (0,11 g/L)
Dodane neesencialne aminokisline, vitamini in pH

indikator

Priprava Osnovnemu gojis¢u dodamo 1 mM glutamin, penicilin
in streptomicin ter tako dobimo kompletni medij
DMEM Adv.

3.2.4 Laboratorijska oprema in material

Preglednica 9: Laboratorijska oprema, uporabljena pri eksperimentalnem delu.

Aparatura Proizvajalec
Avtoklav Kambic, Slovenija

Sutjeska, Beograd

Avtomatska pipeta Finnpipete, Thermo scientific
Centrifuga Centric 3000 Tehtnica

CO, inkubator Binder GmbH

Digitalni fotoaparat Coolpix 995, Nikon
Hematocitometer Malassez, Assistant
Hladilnik Gorenje

Inkubator Binder

Invertni mikroskop Nikon

Laboratorijska tehtnica Sartorius AG, Gothingen
Laminarij M12 Iskra PIO

Multikanalna pipeta Thermo

Naprava za merjenje TER in TEP Millipore, USA
(53845-02B)

Plinski gorilnik

Spektrofotometer Labysystems 391, Multiscan MS
Vodna kopel WB-30 Kambi¢

Vrtiéno mesalo Tehtnica

Zamrzovalnik (-18°C) Candy

Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo uporabili Se slede¢ laboratorijski material:

anaerobni lonec (AnaeroJar Base, Ag0026A, Oxoid);

anaerobne vrecke (AnaeroGen ', Oxoid);

cepilne zanke;

gojitvene posodice za gojenje celi¢nih kultur (Corning in Costar);
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- laboratorijske steklenice;

- mikrotitrske ploscice (96-luknjicaste in 12-luknjicaste);
- merilni valji (100 ml, 500 ml in 1000 ml);

- nastavki za pipete;

- mikrocentrifugirke;

- parafilm;

- petrijevke;

- plasti¢ne centrifugirke (15 ml in 50 ml).

3.2.5 Raztopine in dodatki

Preglednica 10: Raztopine in dodatki, uporabljeni pri eksperimentalnem delu.

Sestavine: 8,5 g NaCl (Fluka)

Priprava: 8,5 g NaCl smo raztopili v 500 ml destilirane
H,O. Izmerili smo pH in ga uravnali s 3 M NaOH do
pH 7,2. Raztopino smo sterilizirali v avtoklavu (121°C,
15 minut pri tlaku 1,1 bar). Ohlajeno smo do uporabe
hranili v hladilniku (4°C).

Proizvajalec: Biowhittaker

0,25% raztopina z dodatkom 0,5 mM EDTA
Proizvajalec: Sigma

40 pg/ ml
Proizvajalec: Lek

Proizvajalec: Fluka
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3.3 METODE

3.3.1 Bakterije C. jejuni K49/4
Revitalizacija in gojenje

Zamrznjena kultura C. jejuni K49/4 je bila shranjena v krioepruvetkah v tekocem gojis¢u BHI
z dodatkom 10 % glicerola pri -80 °C. S cepilno zanko smo sev prenesli na trdno gojisce
Karmali in ga inkubirali 48 ur pri 42°C v mikroaerofilnih pogojih (3 % O, 10 % CO;in do 85
% N). Zrasle kolonije smo nato prenesli v teko¢e gojis¢e BHI ter jih inkubirali 9 ur pri

enakih pogojih, do eksponentne faze rasti.

3.3.1.1 Barvanje po Gramu

Z barvanjem po Gramu smo preverili Cistost kulture in fazo rasti bakterij. Barvanje je
potekalo po sledecem postopku:

- razmaz smo fiksirali nad plamenom

- preparat smo barvali s kristalno vijoli¢nim barvilom 1 minuto

- sprali smo z rahlim curkom pod vodovodno vodo

- preparat smo prelili z lugolom, odlili lugol ter ga znova prelili z lugolom in barvali 1

minuto

- sprali smo z vodovodno vodo

- preparat razbarvamo z meSanico 90 % etanola + 10 % acetona

- sprali smo z vodovodno vodo

- preparat smo obarvali s safraninom 1 minuto

- sprali smo z vodovodno vodo in posusili
Preparat smo nato opazovali s svetlobnim mikroskopom pri 400-kratni povecavi. Bakterije so

bile po Gramu negativne in z znacilno S obliko (Brucker, 1986).
3.3.1.2 Ugotavljanje koncentracije bakterij C. jejuni in nanos na celi¢no kulturo
S spektrofotometrom smo izmerili opticno gostoto (OD) bakterij pri 600 nm, kot kontrolo

smo uporabili samo tekoc¢e gojisc¢e BHI. Za vsak vzorec in kontrolo smo izvedli dve meritvi in

izracunali povprecje. Od izmerjene OD vzorca smo odSteli OD kontrole ter rezultat mnozili z
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7e vnaprej ugotovljenim standardom (3x108 celic/ml), po enacbi (1). Iz dobljene koncentracije
znanega konénega volumna (22 ml) in znane kon&ne koncentracije (2x10° bakterij/ml) smo

izracunali zacetni volumen za nanos celi¢ne kulture, po enacbi (2).
— 8 :
Czaéetna - (O szorca - O Dkomro|e) ><3X:|.O CehC/ml N ( 1)

C;...zacetna koncentracija (CFU/ml)
O_szorca. ..povpre¢na izmerjena opticna gostota vzorca

Cﬁkontmm. ..povpre¢na izmerjena opticna gostota kontrole

[zracun zaéetnega volumna za nanos na inserte:
Vkonc‘:ni X Ckonéna

Vzaéetni = Czaéetna .. (2)

V zagetni. - -zacetni volumen (ml)
Voneni- - -konéni volumen (ml)
Cacetna- - -zaCetna koncentracija (CFU/ml)

Cyoneni- - - kon¢na koncentracija (CFU/ml)

Pred nanosom smo bakterijsko kulturo centrifugirali 10 minut pri 2400 rpm, odlili supernatant
ter bakterije resuspendirali v prej izraCunanem zacetnem volumnu gojis¢a DMEM.

Bakterijska suspenzija je bila tako pripravljena za nanos na celi¢no kulturo.

3.3.1.3 Ugotavljanje koncentracije bakterij C. jejuni K49/4 s Stetjem kolonijskih enot na

trdnem gojiscu Karmali

S Stetjem kolonijskih enot bakterij C. jejuni K49/4 na trdnem agarnem gojisc¢u Karmali, smo
izracunali zacCetno koncentracijo bakterij ter koncentracije pri vseh ostalih ¢asih inkubacije (3
h, 17 h in 24 h). To smo izvedli tako, da smo z 0,1 ml vzorca pripravili razredCitve po Kochu
v fizioloSki raztopini. 0,1 ml ustrezne razred¢ine (za dolocCitev zaCetne koncentracije smo
nanasali razredgine 10°3-10°, za ostale ase inkubacije pa razred&ine 10°-10%) smo nanesli na

trdno gojis¢e Karmali v treh ponovitvah in inkubirali 48 ur pri 42 °C v mikroaerofilnih
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pogojih. Stevilo zraslih kolonijskih enot pri posamezni razredéini smo pomnozili s faktorjem

razredcitve in dobili povprecno koncentracijo bakterij v izhodnem vzorcu.

Povprecno koncentracijo bakterij v izhodnem vzorcu (CFU/ml) smo izracunali po enacbi 3:

2c
N = (n; + 0,1xny)R ...(3)
N...CFU/ml

2. c... vsota kolonij na vseh plos¢ah
Ni...Stevilo ploS¢ prve Stevne razredcCitve
ny...Stevilo plos¢ druge Stevne razredcitve

R...razred¢itveni faktor (prve Stevne razredcitve)

3.3.2 Probiotiki

Probioti¢ne bakterije PCS 20, PCS 22 in PCS 25 so sevi vrste Lactobacillus plantarum.
Izolirane so bile iz sira in so last laboratorija Katedre za mikrobiologijo, molekularno
biologijo, biokemijo in biotehnologijo, Fakultete za kmetijstvo in biosistemske vede,
Univerze v Mariboru/Katedre za biokemijo in nutricistiko, Medicinske fakultete, Univerze v
Mariboru. Probioti¢ne bakterije LGG (Lactobacillus rhamnosus) so komercialno dostopne.
Probioti¢éne bakterije PCK 9 so iz rodu Lactobacillus sp. Laboratorij Katedre za
mikrobiologijo, molekularno biologijo, biokemijo in biotehnologijo, Fakultete za kmetijstvo
in biosistemske vede, Univerze v Mariboru/Katedre za biokemijo in nutricistiko, Medicinske
fakultete, Univerze v Mariboru je kulturo probioti¢nih bakterij PCK 9 dobil iz Danske, pri

sodelovanju v projektu FP6-PathogenCombat.

3.3.2.1 Revitalizacija in gojenje

Zamrznjene kulture probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG) so bile
shranjene v krioepruvetkah v teko¢em gojis¢u MRS z dodatkom 10 % glicerola pri -80 °C. S
cepilno zanko smo sev prenesli v tekoce gojis¢e MRS ter inkubirali v anaerobnih loncih, 24 ur
pri 37 °C, z uporabo anaerobne vrecke.

3.3.2.2 Ugotavljanje koncentracije probioti¢nih bakterij in nanos na celi¢no kulturo



24

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

S spektrofotometrom smo izmerili opti¢no gostoto (OD) probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS
22, PCS 25, PCK 9 in LGG) pri 620 nm, za kontrolo smo uporabili samo tekoce gojis¢ée MRS.
Za vsak vzorec in kontrolo smo izvedli dve meritvi in izracunali povprecje. Od izmerjene OD
vzorca smo odSteli OD kontrole ter rezultat mnozili z Ze vnaprej doloCenim standardom
(3X108 celic/ml). Iz dobljene koncentracije, znanega kon¢nega volumna (9 ml) in znane
konéne koncentracije (1x10" probioti¢nih bakterij/ml) smo izratunali zadetni volumen za

nanos na celi¢no kulturo (enacbi 1 in 2).

Pred nanosom smo probioti¢no bakterijsko kulturo centrifugirali pri 2400 rpm 10 minut, odlili
supernatant ter probioticne bakterije resuspendirali v prej izraCunanem zacetnem volumnu
gojis¢a DMEM brez dodatkov. Probioti¢na bakterijska suspenzija je bila tako pripravljena za

nanos na celi¢no kulturo.

3.3.2.3 Ugotavljanje koncentracije probioti¢nih bakterij

S Stetjem kolonijskih enot probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG)
na trdnem gojis¢u MRS smo izracunali zacetno koncentracijo probioti¢nih bakterij ter
koncentracije pri vseh ostalih ¢asih inkubacije (3 h, 17 h in 24 h). To smo izvedli tako, da smo
z 0,1 ml vzorca pripravili razred¢itve po Kochu v fizioloski raztopini. 0,1 ml ustrezne
razred¢ine (za dologitev zaletne koncentracije smo nanagali razred&ine 10°3-10°, za ostale
tase inkubacije pa razred¢ine 10°-10"%) smo nanesli na trdno gojii¢e MRS v treh ponovitvah
in inkubirali 24 ur pri 37 °C v anaerobnih loncih, z uporabo anaerobne vrecke. Povprecno

koncentracijo bakterij v izhodnem vzorcu (CFU/ml) smo po inkubaciji izracunali po enacbi 3.

3.3.3 Celi¢ne kulture

Celi¢na kultura B1OXI je bila izolirana iz tankega cCrevesa piScancev, celicna kultura
¢revesnih epitelijskih celic PSI cl.1 pa iz tankega ¢revesa prasicev, v laboratoriju Katedre za
mikrobiologijo, molekularno biologijo, biokemijo in biotehnologijo, Fakultete za kmetijstvo
in biosistemske vede, Univerze v Mariboru/Katedre za biokemijo in nutricistiko, Medicinske

fakultete, Univerze v Mariboru.
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3.3.3.1 Gojenje in tripsinizacija celi¢ne kulture

Celi¢ni kulturi PSI cl.1 in BIOXI smo gojili v gojitvenih posodicah v gojis¢u DMEM Ady, ki
smo mu dodali 5 % serum tele¢jega zarodka (FBS) ter inkubirali pri 37 °C in atmosferi, Ki je
vsebovala 5 % CO; in 95% O,. Razra$¢enost in zivost celi¢nih kultur smo opazovali vsak dan
z invertnim mikroskopom. Gojis¢e smo zamenjali, ko je le to spremenilo barvo (iz rdece v
rumeno rjavo). Sprememba barve je nakazovala znizanje vrednosti pH zaradi kopicenja
presnovnih produktov. Prav tako smo gojis¢e zamenjali, ¢e smo z invertnim mikroskopom
opazili, da se celice v posodici ne pritrjajo, ampak plavajo, kar je nakazovalo na odmiranje
celic. Ce smo opazili, da celice v posodici odmirajo, smo namesto 5 % FBS dodali 10 % FBS

v medij.

Pri tvorbi monosloja (celice prerastejo celotno dno gojitvene posodice) smo celice presadili
oziroma tripsinizirali. Najprej smo odlili izrabljeno gojisc€e in celice sprali z 2 ml tripsina +
EDTA. V gojitvene posodice smo dodali 2 ml tripsina + EDTA, rahlo pretresli in inkubirali 5-
15 minut v inkubatorju (5 % CO; in nasi¢ena vlaznost) pri 37 °C oziroma tako dolgo, dokler
nismo opazili, da so se vse celice odlepile od dna posodice. To smo preverili Se pod
mikroskopom. Celicam smo dodali 8 ml DMEM Adv., resuspendirali in celotno vsebino
prenesli v centrifugirke ter centrifugirali 5 minut pri 22 °C in pri 800 rpm. Supernatant smo
odlili, pelet pa resuspendirali v 10 ml DMEM Adv. 2 ml suspenzije (petino celic) smo vrnili v
gojitveno posodico, dodali 7,5 ml DMEM Adv in 0,5 ml FBS (5 %).

Pri delu s celi¢nimi kulturami moramo biti pozorni na asepti¢no delo, saj so celi¢ne kulture

zelo obcutljive. Vsi postopki s celicnimi kulturami so zato potekali v laminariju.

3.3.3.2 Doloc¢anje koncentracije celic s hemocitometrom

Stetje celic smo opravili med postopkom tripsinizacije s hemocitometrom. 100 ul celiéne
suspenzije, ki je ze bila centrifugirana in resuspendirana z DMEM Adyv., smo dodali k 900 pl
barvila tripan modro. 100 pl te suspenzije smo nanesli na hemocitometer. Presteli smo celice
v 25 kvadratkih. Pri tem smo upostevali pravilo, da poleg celic znotraj kvadratka Stejemo tudi

celice na dveh vedno istih robovih (levi in zgornji rob).
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Izracun $tevilo celic v ml celi¢ne suspenzije (N):

Stevilo prestetih celic x 10°
N = 25 kvadratkov ...(4)
3.3.3.3 Nanos celi¢ne kulture na inserte

Postopek je potekal v laminariju. Najprej smo pripravili celicno kulturo v gojitveni posodici.
Tripsinizirali smo celice, jih presteli ter pripravili ustrezne celi¢ne suspenzije za nanos na
inserte. V zgornjem vodnjaku, ki predstavlja apikalni del membrane, je bila v 500 ul kon¢na
koncentracija celic 2x10° celic/ml. Uporabljeni medij je DMEM Adv s 5 % FBS. Spodnji del
vodnjaka predstavlja bazolateralni del membrane. Vanj smo dodali samo gojis¢e DMEM Adv
s 5 % FBS. Pri tem je potrebno paziti, da se ne dotikamo zgornjega dela vodnjaka, saj bi tako

prenesli celice v spodnji del.

Celi¢nim kulturam na insertih smo vsak dan izmerili TER in TEP. Ko so kulture dosegle
pricakovane vrednosti (za PSI cl.1 priblizno 1800 Q in za B1OXI priblizno 240 Q), so bile
primerne za nadaljevanje eksperimenta, so¢asno inkubacijo z bakterijami C. jejuni K49/4 in
probioti¢nimi bakterijami (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG). Celice na insertih smo

gojili v inkubatorju pri 37 °C in atmosferi, ki vsebuje 5 % CO; in nasiceno vlaznost.

3.3.3.4 Merjenje transepitelijske elektri¢ne rezistence (TER) in transepitelijskega elektricnega
potenciala (TEP)

Merjenje TER in TEP je potekalo v laminariju. Elektrode so bile shranjene v pufru PBS.
KrajSo elektrodo smo povezali z apikalnim delom daljsa pa z bazolateralnim delom ter
izmerili TER in TEP. Med merjenjem smo elektrode razkuzili v 70 % etanolu, jih nato

ponovno namocili v pufru PBS, otresli ter tako nadaljevali z merjenjem.
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3.3.4 Vpliv probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG) na

adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni

Pred nanosom bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in
LGG) na inserte smo izmerili TER in TEP. Apikalni in bazolateralni del smo dvakrat sprali s
pufrom PBS. V spodnji preglednici je prikazano, kako smo nato socasno nanesli C. jejuni in
probioticne bakterije na apikalni del insertov. Poskus smo izvedli v dveh ponovitvah.
Bazolateralnemu delu smo le zamenjali medij, DMEM s samo dodanim glutaminom (brez
antibiotikov in FBS).

Preglednica 11: Nanos bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in

LGG) na celi¢ne inserte.

Vzorec Volumen nanosa bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij ter gojis¢a

na izbrano celiéno kulturo

Kontrola izbrane celi¢ne kulture
(PSI cl.1 ali BLOXI)

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in bakterije C. jejuni

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCS 20

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢éno
kulturo in probiotik PCS 22

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCS 25

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCK 9

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik LGG

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
soc¢asno inkubiramo probiotik PCS
20 in bakterije C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCS
22 in bakterije C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCS
25 in bakterije C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCK
9 in bakterije C. jejuni

Izbrana celiéna kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik LGG
in bakterije C. jejuni

samo menjava medija, DMEM brez
dodatkov (500 pl)
250 pl C. jejuni iz zalozne raztopine

250 pl probiotika PCS 20 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCS 22 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCS 25 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCK 9 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika LGG iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCS 20 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCS 22 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCS 25 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika PCK 9 iz zalozne
raztopine

250 pl probiotika LGG iz zalozne
raztopine

250 pl gojis¢éa DMEM brez
dodatkov

250 pl gojis¢éa DMEM brez
dodatkov

250 pl gojis¢éa DMEM brez
dodatkov

250 pl gojisca DMEM brez
dodatkov

250 pl gojisca DMEM brez
dodatkov

250 pl gojis¢a DMEM brez
dodatkov

250 pl C. jejuni iz zalozne raztopine

250 ul C. jejuni iz zalozZne raztopine

250 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

250 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

250 pl C. jejuni iz zalozne raztopine
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3.3.4.1 Vpliv probioti¢nih bakterij na adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni

Po inkubaciji smo odpipetirali 100 pl iz apikalnega dela in v ustreznih redginah (10°-10%),
nacepili trdno gojiS¢e Karmali in plosce inkubirali, kot je opisano v tocki 3.3.3.1. Omenjeni
postopek smo ponovili Se za bazolateralni del ter tako preverili koliko bakterij preide skozi

monosloj celi¢ne kulture.

Za dolocitev adheriranih in invadiranih bakterij smo epitelijski monosloj sprali 3x s pufrom
PBS, dodali 100 ul vode + 0,1 % triton in inkubirali 1 uro. Po inkubaciji smo odpipetirali 100
ul iz apikalnega dela in ustrezne redéine (10°-10%) prenesli na agar Karmali ter jih inkubirali

kot je opisano v tocki 3.3.3.1.

3.3.4.2 V/pliv probioti¢nih bakterij na vstopanje bakterij C. jejuni v celice PSI cl.1 in B1OXI

Apikalni in bazolateralni del insertov smo sprali z DMEM brez dodatkov, dodali antibiotik
gentamicin (150 pg/ml) in inkubirali 2 uri pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO; in nasi¢eno
vlaznostjo. Nato smo na enak nacin kot v 3.3.4.1 dolo¢ili koncentracijo C. jejuni v epitelijskih

celicah.

3.3.5 Preverjanje toksi¢nosti

Z mnanosom celiénih kultur na 96-luknji¢asto mikrotitrsko plos¢ico smo zeleli preveriti
toksi¢nost bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in
LGG) oziroma celi¢no prezivetje pri razli¢nih ¢asih inkubacije (3 h, 17 h, 24 h in 48 h).

Celi¢ne kulture (PSI cl.1 in B1OXI) smo nanesli na mikrotitrsko plos¢ico v kon¢ni
koncentraciji 6x10° celic/ml in inkubirali pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO, in nasi¢eno
vlaZnostjo do tvorbe monosloja. Celice smo dvakrat sprali s pufrom PBS, nanje smo nato
soCasno nanesli bakterije C. jejuni in probioticne bakterije, kot je opisano v spodnji

preglednici. Delali smo v treh ponovitvah.
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Preglednica 12: Nanos bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in

LGG) na mikrotitrsko plos¢ico.

Vzorec

Volumen nanosa bakterij C. jejuni in probioti¢nih bakterij ter gojis¢a

na izbrano celi¢no kulturo

Kontrola izbrane celi¢ne kulture
(PSI cl.1 ali B1OXI)

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢éno
kulturo in bakterije C. jejuni

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCS 20

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCS 22

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢éno
kulturo in probiotik PCS 25

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢no
kulturo in probiotik PCK 9

Kontrola, ki vsebuje izbrano celi¢éno
kulturo in probiotik LGG

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCS
20 in bakterij C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCS
22 in bakterij C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCS
25 in bakterijo C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik PCK
9 in bakterij C. jejuni

Izbrana celi¢na kultura, na kateri
socasno inkubiramo probiotik LGG
in bakterij C. jejuni

samo menjava medija, DMEM brez

dodatkov (100 pl)
50 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

50 pl probiotika PCS 20 iz zalozne
raztopine

50 pl probiotika PCS 22 iz zalozne
raztopine

50 pl probiotika PCS 25 iz zalozne
raztopine

50 ul probiotika PCK 9 iz zaloZzne
raztopine

50 ul probiotika LGG iz zaloZne
raztopine

50 pl probiotika PCS 20 iz zalozne
raztopine

50 pl probiotika PCS 22 iz zalozne
raztopine

50 pl probiotika PCS 25 iz zalozne
raztopine

50 pl probiotika PCK 9 iz zalozne
raztopine

50 ul probiotika LGG iz zaloZne
raztopine

50 ul gojis¢a DMEM brez dodatkov
50 pl gojis¢a DMEM brez dodatkov
50 pl gojis¢a DMEM brez dodatkov
50 ul gojis¢a DMEM brez dodatkov
50 ul gojis¢a DMEM brez dodatkov
50 ul gojis¢a DMEM brez dodatkov

50 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

50 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

50 ul C. jejuni iz zalozne raztopine

50 ul C. jejuni iz zaloZne raztopine

50 ul C. jejuni iz zaloZne raztopine

Sledila je inkubacija 2 uri pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO; in nasi¢eno vlaznostjo. Po
inkubaciji smo trikrat spirali s pufrom PBS, dodali 100 ul gojis¢a DMEM brez dodatkov ter
inkubirali $e 1 uro, 15 ur, 22 ur in 46 ur. Po vsaki inkubacijo smo gojisce odstranili in barvali
celice z 0,1 % kristal vijolicnim barvilom ter inkubirali 5 minut. Barvilo smo sprali z
vodovodno vodo, mikrotitrske plos¢ice pa posusili ¢ez no¢ na sobni temperaturi. Naslednji
dan smo dodali 100 ul 10 % ocetne kisline in mikrotitrsko plos¢ico pol ure inkubirali z
meSanjem. S spektrofotometrom smo izmerili absorbanco pri 595 nm. Manjsa vrednost

absorbance pomeni vecji razpad monosloja in govorimo lahko o vecji toksi¢nosti.
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3.3.6 Statisti¢na analiza podatkov
3.3.6.1 Povprecna vrednost

Vse poskuse smo izvedli v dveh ponovitvah, le merjenje toksi¢nosti smo izvedli v treh
ponovitvah. Rezultate meritev smo podali kot povprecno vrednost, ki smo jo izracunali po

enacbi 5 (Kosmelj, 2001).

> X,
— _i=1

n

X ..(5)

X...povpreéna vrednost
Xi...vrednosti i-te meritve

n...Stevilo vzorcev

3.3.6.2 Standardni odklon

Oceno variabilnosti rezultatov smo podali s standardnim odklonom (SD), ki smo ga izracunali
po enacbi 6 (Kosmelj, 2001).

SD = q/-=
n-1 ..(6)

SD...standardni odklon
X...povpreéna vrednost
Xj...vrednosti i-te meritve

n...Stevilo vzorcev
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4 REZULTATI

Eksperimentalni del diplomskega dela je bil opravljen v laboratoriju Katedre za
mikrobiologijo, molekularno biologijo, biokemijo in biotehnologijo, Fakultete za kmetijstvo

in biosistemske vede, Univerze v Mariboru, v obdobju od oktobra 2009 do julija 2010.

4.1 TRANSMEMBRANSKA REZISTENCA IN POTENCIAL (TER IN TEP)

Crevesnim epitelijskim celicam, B1OXI in PSI cl.1, smo merili vrednosti TER in TEP, v
odvisnosti od ¢asa (0 h, 3 h, 17 hin 24 h) in socasni inkubaciji s C. jejuni in probiotiki (PCS
20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG). Za kontrolo smo merili spreminjanje TER in TEP samo
pri celicah, spreminjanje TER in TEP pri inkubaciji samo s C. jejuni ter spremembe, ko smo
dodali samo probiotike. Rezultate prikazujeta Preglednica 13 in 14 ter slike v Prilogi Al, A2,
A3 in A4,

Preglednica 13: Transepitelijska rezistenca in potencial pi§¢anéjih celic BIOXI v odvisnosti od ¢asa

Cas inkubacije TER Povpredje SD TEP Povpredje  SD
0Oh @) @) (mv) (mv)

celice B1OXI 240 242 241 141 01 0.2 0,15 0,07
B1OXI + C. jejuni 288 279 284 6,36 01 01 0,10 0,00
B10XI + PCS 20 235 238 237 212 06 05 0,55 0,07
B10OXI + PCS 22 234 236 235 1,41 06 06 0,60 0,00
B10XI + PCS 25 256 258 257 141 0,7 08 0,75 0,07
B10XI + PCK 9 278 282 280 283 06 07 0,65 0,07
B10OXI + LGG 214 212 213 1,41 0,7 05 0,60 0,14
B10OXI + PCS 20 + C. jejuni 256 258 260 261 259 222 03 03 02 03 0,28 0,05
B10OXI + PCS 22 + C. jejuni 246 244 237 232 240 645 04 03 03 03 0,33 0,05
B10OXI + PCS 25 + C. jejuni 276 272 269 277 274 370 03 02 02 03 0,25 0,06
B10XI + PCK 9 + C. jejuni 285 280 292 282 285 525 05 04 04 03 0,45 0,07
B10XI + LGG + C. jejuni 292 312 295 302 300 888 05 05 04 05 0,48 0,05
Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povprecje  SD
3h @ @ (mV) (mV)

celice B1OXI 254 244 249 707 05 06 0,55 0,07
B10OXI + C. jejuni 298 312 305 99 03 03 0,30 0,00
B10XI + PCS 20 278 276 277 141 18 16 1,70 0,14
B10XI + PCS 22 254 256 255 141 15 19 1,70 0,28
B1OXI + PCS 25 380 423 402 3041 1,7 14 1,55 0,21
B10XI + PCK 9 307 312 310 354 18 19 1,85 0,07
B10OXI + LGG 224 328 276 7354 16 16 1,60 0,00
B10OXI + PCS 20 + C. jejuni 107 117 111 106 110 499 11 1 1 11 1,05 0,07
B10OXI + PCS 22 + C. jejuni 158 172 166 164 165 5,77 1 08 09 08 0,88 0,14
B10OXI + PCS 25 + C. jejuni 172 174 173 177 174 216 08 08 0,7 07 0,75 0,06
B10XI + PCK 9 + C. jejuni 93 121 110 101 106 1204 11 1 09 1 1,00 0,07
B1OXI + LGG + C. jejuni 87 92 88 86 88 263 11 1 09 09 0,98 0,10
Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povprecje  SD
17h @ @) (mV) (mV)

celice B1OXI 194 221 208 1909 1 11 1,05 0,07
B10OXI + C. jejuni 233 200 217 2333 09 08 0,85 0,07
B10OXI + PCS 20 100 119 110 1344 2 21 2,05 0,07
B10OXI + PCS 22 124 107 116 12,02 25 24 2,45 0,07
B1OXI + PCS 25 100 109 105 6,36 27 24 2,55 0,21
B10OXI + PCK 9 298 197 248 71,42 23 22 2,25 0,07

inkubacije.

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 13: Transepitelijska rezistenca in potencial pi§¢anéjih celic B1OXI v odvisnosti od

Casa inkubacije.«

Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povpredje SD
17h Q) ) (mV) (mV)

B1OXI + LGG 312 296 304 1131 21 21 2,10 0,00
B1OXI + PCS 20 + C. jejuni 96 100 98 102 99 258 04 04 04 03 0,38 0,05
B10OXI + PCS 22 + C. jejuni 166 194 174 177 178 11,79 03 03 04 03 0,33 0,05
B10OXI + PCS 25 + C. jejuni 214 218 221 225 220 465 03 02 02 03 0,25 0,06
B1OXI + PCK 9 + C. jejuni 305 377 348 364 349 3133 08 07 07 05 0,68 0,13
B10XI + LGG + C. jejuni 275 200 221 231 232 3160 08 09 08 09 0,85 0,06
Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povpredje SD
24 h Q) Q) (mV) (mV)

celice B1OXI 114 117 116 212 04 03 0,35 0,07
B1OXI + C. jejuni 254 202 228 36,77 01 01 0,10 0,00
B1OXI + PCS 20 98 100 99 141 05 04 0,45 0,07
B1OXI + PCS 22 102 92 97 707 04 04 0,40 0,00
B10OXI + PCS 25 100 101 101 071 03 04 0,35 0,07
B10OXI + PCK 9 97 103 100 424 01 02 0,15 0,07
B1OXI + LGG 337 308 323 2051 05 06 0,55 0,07
B10OXI + PCS 20 + C. jejuni 87 84 8 82 85 275 01 01 02 01 0,13 0,05
B1OXI + PCS 22 + C. jejuni 87 76 83 75 80 574 02 02 01 0.2 0,18 0,05
B10OXI + PCS 25 + C. jejuni 84 88 8 90 87 258 03 02 02 01 0,20 0,08
B10OXI + PCK 9 + C. jejuni 320 390 367 373 363 299 05 06 06 06 0,58 0,05
B10XI + LGG + C. jejuni 296 337 288 302 306 2161 07 06 07 07 0,68 0,05

Pri merjenju TER in TEP celicam B10OXI smo ugotovili, da vrednost TER rahlo narasca, po
17 urni inkubaciji pa pri¢ne padati. Tudi vrednost TEP je rahlo naras¢ala in pri¢ela padati Sele
po 24 urni inkubaciji. Pri inkubaciji s C. jejuni smo opazili, da vrednost TER rahlo naraste in
ze po 3 urni inkubaciji pri¢ne padati, vrednost TEP pa je narascala in pricela padati po 24 urni
inkubaciji. Vrednosti TER za probiotike PCS 20, PCS 22 in PCS 25 so po 3 urah inkubacije
narasle in po 17 urah inkubacije mo¢no padle, kar se je nadaljevalo tudi po 24 urah. Vrednost
TER pri probiotiku PCK 9 je rahlo narascala in po 17 urni inkubaciji pricela padati. Pri
probiotiku LGG so vrednosti TER vseskozi narasc¢ale. Vrednosti TEP so pri vseh probiotikih
narascale in pric¢ele padati po 24 urah inkubacije. Pri socasni inkubaciji probiotikov in C.
jejuni po 3 urah inkubacije smo opazili, da vrednost TER pri vseh zelo pade. Po triurni
inkubaciji je vrednost TER narasla pri vseh, razen pri sofasni inkubaciji s probiotikom PCS
20 in C. jejuni. Po 24 urni inkubaciji smo opazili padec vrednosti TER pri PCS 22+C. jejuni
in PCS 25+C. jejuni. Po triurni inkubaciji PCK 9+C.jejuni in LGG+C. jejuni so vrednosti
TER narascale. Vrednosti TEP pa so zacele pri vseh padati po 17 urni inkubaciji, pri PCK

9+C. jejuni in LGG+C. jejuni je bilo to padanje zelo pocasno.
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Preglednicald: Transepitelijska rezistenca in potencial prasi¢jih celicam PSI cl.1 v odvisnosti od ¢asa
inkubacije.

Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povpreéje  SD
on @ @ (mv) (mV)

celice PSI cl.1 1890 1894 1892 283 0,7 07 0,7 0,00
celice PSI cl.1 + C. jejuni 1900 1905 1903 354 08 0,6 0,7 0,14
celice PSI cl.1 + PCS 20 1993 1994 1994 0,71 0,7 06 0,7 0,07
celice PSl cl. 1 + PCS 22 1860 1868 1864 566 08 0,6 0,7 0,14
celice PSI cl.1 + PCS 25 1874 1877 1876 212 0,7 07 0,7 0,00
celice PSI cl.1 + PCK 9 1861 1863 1862 141 08 06 0,7 0,14
celice PSI cl.1 + LGG 1814 1813 1814 0,717 06 0,6 0,6 0,00
celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 1920 1923 1925 1922 1923 208 08 08 07 08 0,8 0,05
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 1888 1886 1884 1889 1887 222 06 07 06 07 0,7 0,06
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1860 1866 1864 1868 1865 342 08 07 07 07 0,7 0,05
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 1870 1868 1873 1867 1870 265 06 06 0,7 06 0,6 0,05
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 1892 1899 1888 1890 1892 479 07 06 06 06 0,6 0,05
Cas inkubacije TER Povprecje SD TEP Povpreéje SD
3n @ @ (mv) (mV)

celice PSI cl.1 1900 1904 1902 283 12 13 13 0,07
celice PSI cl.1 + C. jejuni 1970 1977 1974 495 13 13 1,3 0,00
celice PSI cl.1 + PCS 20 2021 2015 2018 424 18 19 1,9 0,07
celice PSl cl. 1 + PCS 22 1955 1953 1954 141 1,7 17 1,7 0,00
celice PSI cl.1 + PCS 25 1977 1976 1977 0,71 16 17 1,7 0,07
celice PSI cl.1 + PCK 9 1994 1998 1996 283 18 19 1,9 0,07
celice PSI cl.1 + LGG 1893 1896 1895 212 2 18 1,9 0,14
celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 2001 2010 2008 2000 2005 499 17 17 18 17 1,7 0,05
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 1943 1945 1946 1950 1946 294 18 18 1,7 18 18 0,05
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1933 1937 1931 1942 1936 486 16 16 16 17 1,6 0,05
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 1949 1952 1947 1953 1950 275 17 17 18 18 18 0,06
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 2000 2002 2008 2010 2005 476 19 19 2 19 1,9 0,05
Cas inkubacije TER Povpredje SD TEP Povpreéje SD
th (@) ) (mV) (mv)

celice PSI cl.1 1810 1805 1808 354 08 08 0,8 0,00
celice PSI cl.1 + C. jejuni 1800 1802 1801 141 07 08 0,8 0,07
celice PSI cl.1 + PCS 20 1942 1948 1945 424 0,7 08 0,8 0,07
celice PSI cl. 1 + PCS 22 1852 1854 1853 141 09 08 0,9 0,07
celice PSI cl.1 + PCS 25 1735 1736 1736 0,71 06 0,7 0,7 0,07
celice PSI cl.1 + PCK 9 1842 1848 1845 424 06 08 0,7 0,14
celice PSI cl.1 + LGG 1783 1781 1782 141 07 07 0,7 0,00

celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 1890 1897 1894 1896 1894 310 o7 05 06 07 0,6 0,10
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 1820 1825 1828 1822 1824 350 07 06 06 06 0,6 0,05
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1854 1858 1854 1862 1857 383 08 07 08 08 0,8 0,05

celice PSI cl1+ PCK 9+ C.jejuni 1811 1825 1820 1819 1819 580 07 07 07 07 07 000
celice PSI 11 + LGG + C. jejuni 1873 1877 1872 1870 1873 294 06 08 07 06 07 010
Cas inkubacije TER Povpretje SD TEP Povpretje SD
24h (@) () (mV) (mv)

celice PSI cl.1 1700 1705 1703 354 05 05 05 000
celice PSI cl.1 + C. jejuni 1680 1683 1682 212 01 03 02 014
celice PSI ¢l.1 + PCS 20 1880 1882 1881 141 05 04 05 007
celice PSI ¢l. 1 + PCS 22 1810 1814 1812 28 05 05 05 000
celice PSI ¢l.1 + PCS 25 1693 1697 1695 283 03 04 04 007
celice PSI ¢l.1 + PCK 9 1797 1794 179 212 03 03 03 000
celice PSI cl.1 + LGG 1732 1735 1734 212 02 03 03 007

celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 1824 1822 1826 1829 1825 299 03 02 03 03 0,3 0,05
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 1776 1770 1779 1782 1777 512 02 03 03 0.2 0,3 0,06
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1793 1792 1780 1782 1787 6,70 02 01 0,2 0,2 0,2 0,05
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 1720 1723 1721 1719 1721 1,717 0 01 0 -0 0,0 0,08
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 1754 1752 1756 1760 1756 342 01 02 0 O 0,1 0,10




34

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

Pri merjenju TER in TEP celicam PSI cl.1 smo ugotovili, da vrednosti TER in TEP sprva
naras$¢ajo, po treh urah inkubacije pa pri¢no padati. Padanje vrednosti TER in TEP je bilo
pocasno, tam Kjer so bili na celicah inkubirani probiotiki in pri so¢asni inkubaciji probiotikov

ter C. jejuni.

4.2 TOKSICNOST BAKTERIJ C. jejuni, PROBIOTIKOV TER NJIHOVE SOCASNE
INKUBACIJE NA MONOSLOJIH B1OXI IN PSI cl.1

Namen poskusa je bil preveriti toksi¢nost bakterij C. jejuni, probiotikov ter njihove
kombinacije ob socasni inkubaciji za monosloj celic B1OXI in PSI cl.1. Rezultate prikazujeta

Preglednici 15 in 16 ter slike v Prilogi B1 in B2.

Preglednica 15: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za pis§¢anéje celice BLOXI.

Cas inkubacije A (595 nm) Povpre&je SD
3h

celice B1OXI 3,164 3,273 3,72 3,39 0,29
celice B1OXI + PCS 20 3,34 3,305 3,574 341 0,15
celice BLOXI + PCS 22 3,34 3,419 3,641 3,47 0,16
celice BIOXI + PCS 25 3,273 3,215 2,914 3,13 0,19
celice BLOXI + PCK 9 3,17 3,401 3,799 3,46 0,32
celice BLOXI + LGG 3,287 3,401 3,556 3,41 0,14
celice B1OXI + C. jejuni 3,556 3,446 3,556 3,52 0,06
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 3,321 3,222 2,986 3,18 0,17
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 3,168 3,194 3,319 3,23 0,08
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni 3,119 3,553 3,319 3,33 0,22
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 3,143 3,284 3,252 3,23 0,07
celice B1OXI + LGG + C. jejuni 3,699 3,222 2,818 3,25 0,44
Cas inkubacije A (595 nm) Povprecje SD
17h

celice B1OXI 3,299 3,843 3,6 3,58 0,27
celice BLOXI + PCS 20 3,746 4,109 3,366 3,74 0,37
celice BLOXI + PCS 22 3,299 3,445 3,331 3,36 0,08
celice BLOXI + PCS 25 3,403 3,299 2,901 3,20 0,26
celice BLOXI + PCK 9 3,335 3,569 3,372 3,43 0,13
celice BIOXI + LGG 3,092 3,599 3,511 3,40 0,27
celice BLOXI + C. jejuni 33 3,46 3,46 341 0,09
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 3,414 3,46 2,895 3,26 0,31
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 3,374 3,374 3,269 3,34 0,06
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni 3,269 3,512 3,304 3,36 0,13
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 3,136 3,211 3211 3,19 0,04
celice BLOXI + LGG + C. jejuni 3,336 3,185 3,035 3,19 0,15

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 15: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za pi¢anéje celice B10XI.«

Cas inkubacije
24 h

celice B1OXI

celice BLOXI + PCS 20

celice BLOXI + PCS 22

celice BIOXI + PCS 25

celice BLOXI + PCK 9

celice B1OXI + LGG

celice B1OXI + C. jejuni

celice BIOXI + PCS 20 + C. jejuni
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni
celice BIOXI + PCS 25 + C. jejuni
celice BIOXI + PCK 9 + C. jejuni

celice BLOXI + LGG + C. jejuni
Cas inkubacije
48 h

celice B1OXI

celice BLOXI + PCS 20

celice BLOXI + PCS 22

celice BLOXI + PCS 25

celice BLOXI + PCK 9

celice BLOXI + LGG

celice BLOXI + C. jejuni

celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni
celice B1OXI + PCS 22 + C. jejuni
celice BIOXI + PCS 25 + C. jejuni
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni

celice BIOXI + LGG + C. jejuni

A (595 nm)
3,109 3,331
3,179 3,206
3,109 3,206
3,234 3,234
3,029 3,049
3,161 3,488
1,721 1,772

1,87 1,963
3,088 3,243
3,066 3,544
2,974 2,502
3,544 3,11

A (595 nm)
3,532 3,532
3,657 3,736
3,134 3,532
3,231 3,94
3,652 1,237
3,404 3,625
0,721 0,556
0,325 0,582
0,649 0,714
0,487 0,408
0,466 0,368
0,719 0,894

3,179
3,456
3,368
2,933
3,187
3,055
1,51
2,011
3,088
3,787
3,213
2,87

3,59
0,966
1,608
2,914
3,501
3,449
0,668

04
0,447
0,458
0,646

0,64

Povprecje

Povprecje

3,21
3,28
3,23
3,13
3,09
3,23
1,67
1,95
3,14
3,47
2,90
3,17

3,55
2,79
2,76
3,36
2,80
3,49
0,65
0,44
0,60
0,45
0,49
0,75

SD

0,11
0,15
0,13
0,17
0,09
0,23
0,14
0,07
0,09
0,37
0,36
0,34
SD

0,03
1,58
1,02
0,53
1,35
0,12
0,08
0,13
0,14
0,04
0,14
0,13

Preglednica 16: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za prasicje celice PSI cl.1.

Cas inkubacije

3h

celice PSl cl.1

celice PSl cl.1 + PCS 20

celice PSl cl.1 + PCS 22

celice PSl cl.1 + PCS 25

celice PSl cl.1 + PCK 9

celice PSl cl.1 + LGG

celice PSl cl.1 + C. jejuni

celice PSl cl.1 + C. jejuni + PCS 20
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 22
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 25
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCK 9
celice PSl cl.1 + C. jejuni + LGG
Cas inkubacije

17h

celice PSl cl.1

celice PSl cl.1 + PCS 20

celice PSl cl.1 + PCS 22

celice PSl cl.1 + PCS 25

celice PSl cl.1 + PCK 9

celice PSl cl.1 + LGG

celice PSl cl.1 + C. jejuni

celice PSl cl.1 + C. jejuni + PCS 20
celice PSl cl.1 + C. jejuni + PCS 22
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 25
celice PSl cl.1 + C. jejuni + PCK 9
celice PSl cl.1 + C. jejuni + LGG

A (595 nm)

2,161
3,373
2,642
3,642
1,372
1,931
3,029
2,774
2,867
3,096
2,702
2,935
A (595 nm)

1,426
1,745
1,424
1,202
1,622
1,995
1,259
0,865
0,871
1,515
0,695

2,112
3,283
2,874
3,788
1,959
2,797
2,661
3,320
2,835
3,060
2,835
2,140

1,147
1,778
1,735
0,671
1,624
1,525
1,421
1,191
1,317
1,289
1,035

1,795
3,337
3,408
3,208
1,286
2,892
2,443
2,634
2,981
3,197
2,476
2,675

1,725
1,593
1,593
1,158
1,536
1,668
2,112
1,493
1,348
1,122
1,526
0,935

Povprecje

2,023
3,331
2,975
3,546
1,539
2,540
2,711
2,909
2,894
3,118
2,671
2,583

Povprecje

1,725
1,389
1,705
1,439
1,136
1,638
1,877
1,391
1,135
1,103
1,443
0,888

SD

0,199
0,045
0,393
0,302
0,366
0,530
0,296
0,362
0,077
0,071
0,181
0,405
SD

0
0,225
0,099
0,289
0,436
0,026
0,311
0,120
0,246
0,224
0,134
0,175

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 16: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za prasicje celice PSI cl.1.«

Cas inkubacije
24 h

celice PSl cl.1

celice PSl cl.1 + PCS 20

celice PSI cl.1 + PCS 22

celice PSl cl.1 + PCS 25

celice PSI cl.1 + PCK 9

celice PSlcl.1 + LGG

celice PSI cl.1 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 20
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 22
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 25
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCK 9
cvelice PSl cl.1 + C. jejuni + LGG
Cas inkubacije

48 h

celice PSl cl.1

celice PSl cl.1 + PCS 20

celice PSI cl.1 + PCS 22

celice PSl cl.1 + PCS 25

celice PSl cl.1 + PCK 9

celice PSl cl.1 + LGG

celice PSI cl.1 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 20
celice PSl cl.1 + C. jejuni + PCS 22
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCS 25
celice PSI cl.1 + C. jejuni + PCK 9
celice PSI cl.1 + C. jejuni + LGG

2,496
0,949
1,179
1,048
1,049
2,547
1,986
2,373
0,662
2,596
0,922
1,154

0,654
0,700
0,972
0,621
1,050
0,811
1,091
0,931
1,039
0,377
0,460
0,569

A (595 nm)

2,037
1,070
0,985
0,968
0,968
0,849
1,269
1,397
1,245
1,091
0,977
0,793
A (595 nm)

0,810
0,821
1,030
0,688
1,020
0,983
1,341
0,847
0,853
0,729
0,511
0,665

1,055
1,028
1,028
2,829
0,841
1,117
1,566
0,744
1,431
1,098
1,002

0,743
0,562
0,690
0,436
0,601
0,889
1,314
0,783
0,734
0,726
0,561
0,677

Povprecje

2,267
1,025
1,064
1,015
1,615
1,412
1,457
1,779
0,884
1,706
0,999
0,983
Povprecje

0,736
0,694
0,897
0,582
0,890
0,894
1,249
0,854
0,875
0,611
0,511
0,637

SD

0,325
0,066
0,102
0,042
1,052
0,983
0,464
0,522
0,316
0,789
0,090
0,181
SD

0,078
0,130
0,182
0,131
0,251
0,086
0,137
0,074
0,154
0,202
0,051
0,059

***| egenda: Oznaka — predstavlja napako pri meritvi, zato rezultata nismo upostevali.

Opazili smo, da so celice BIOXI normalno prezivele 48 h inkubacije, razen ¢e so bile dodane

bakterije C. jejuni — v tem primeru je monosloj razpadel. PSI cl.1 celice po 48 h niso bile vec¢

Zive, niti pri inkubaciji s C. jejuni, niti brez teh bakterij. 1z tega sklepamo, da celice PSI cl.1

propadejo same po sebi in ne zaradi C. jejuni.
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4.3 KONCENTRACIJA PROBIOTIKOV IN BAKTERIJ C. jejuni V ODVISNOSTI OD
CASA INKUBACIE

4.3.1 Koncentracija probiotikov v odvisnosti od ¢asa inkubacije
Preverili smo, kaj se dogaja s koncentracijo probiotikov v odvisnosti od ¢asa inkubacije.
Probiotiki so bili inkubirani na monosloj celic BLOXI in PSI cl.1. Rezultati so prikazani v

Preglednici 17.

Preglednica 17: Koncentracija probiotikov v odvisnosti od ¢asa inkubacije za celice B1OXI in PSI cl.1.

17h

Celice B1OXI Celice PSl cl.1
Cas inkubacije Povpre¢ni CFU/ml  Povpreéni CFU/ml
oh
PCS 20 6,5+0,4 x 10’ 6,240,2 x 10’
PCS 22 5,340,4 x 10’ 6,9+0,2 x 10’
PCS 25 5,1£0,4 x 10’ 7,1£0,2 x 10’
PCK 9 4,740,3 x 10’ 6,240,2 x 10’
LGG 5,0£0,2 x 10’ 5,6£0,2 x 10’
Cas inkubacije Povpre¢ni CFU/ml  Povpreéni CFU/ml
3h
PCS 20 n.p. 2,4*10*
PCS 22 2,7+0,1 x 10° 2,1%10*
PCS 25 2,040,1 x 10° 2,9%10*
PCK 9 1,0*10° 2,8*10*
LGG 1,010° 2,0%10*
Cas inkubacije Povpreéni CFU/ml  Povpreéni CFU/ml

PCS 20 9,740,2 x 10° 2,8+0,7 x 10*
PCS 22 7,3+0,2 x 10° 2,8+0,9 x 10*
PCS 25 1,5+0,2 x 10° 3,940,7 x 10*
PCK 9 1,6+0,2 x 10° 4,0£0,6 x 10*
LGG 9,3+0,2 x 10° 2,6+0,6 x 10*
Cas inkubacije Povpre¢ni CFU/ml Povpreéni CFU/ml
24h

PCS 20 1,0+0,5 x 10° 1,5+0,8 x 10*
PCS 22 2,7+0,3 x 10* 1,6+0,7 x 10*
PCS 25 1,3+0,2 x 10* 2,9+1,0 x 10*
PCK 9 1,5+0,4 x 10* 2,2+0,9 x 10*
LGG 9,7+0,5 x 10? 1,5+0,8 x 10*

***|_egenda: Oznaka n.p. pomeni ni podatka.
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Ugotovili smo, da je koncentracija probiotikov v odvisnosti od ¢asa zmanjSuje. Razlika med
inkubacijo probiotikov na monosloj celic BLOXI in PSI cl.1 je bila le v tem, da je pri celicah
B1OXI koncentracija probiotikov po 3 urni inkubaciji rahlo zmanjsala, nato pa ponovno

pricela naraScati.

4.3.2 Koncentracija bakterij C. jejuni v odvisnosti od ¢asa inkubacije
Preverili smo, kaj se dogaja s koncentracijo C. jejuni v odvisnosti od ¢asa inkubacije.
Bakterije C. jejuni so bile inkubirane na monosloj celic B1OXI in PSI cl.1. Rezultati so

prikazani v preglednici 18.

Preglednica 18: Koncentracija bakterij C. jejuni v odvisnosti od ¢asa inkubacije za celice B1OXI in PSI
cl.1.

Celice B10OXI Celice PSl cl.1
Cas inkubacije Povprecni CFU/ml Povprecni CFU/ml
oOh 1,3+0,3 x 10° 2,8+0,6 x 10’
3h 9,0 £0,0 x 10* 2,0+0,1 x 10°
17h 1,0£0,0 x 10° >10°
24h 8,7+0,3 x 10° > 10°

Koncentracija C. jejuni se je pri celicah BLOXI in PSI cl.1 po treh urah inkubacije zmanjsala,

nato pa ponovno narasla. Pri celicah PSI cl.1 je bilo naras¢anje bolj izrazito.

4.4 PREHAJANJE BAKTERI C. jejuni SKOZI MONOSLOJ CELIC B10OXI IN PSI CL. 1,
OB HKRATNI INKUBACIJI S PROBIOTIKI, V ODVISNOSTI OD CASA INKUBACIJE

Namen poskusa je bil preveriti ali probiotiki lahko preprecijo prehajanje bakterij C. jejuni
skozi monosloj celic B1OXI in PSI cl.1 v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Rezultati so
prikazani v Preglednici 19 in 20 ter na slikah v Prilogi C1 in C2.
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Preglednica 19: Prehajanje bakterij C. jejuni skozi monosloj pis¢angjih celic BLOXI ob hkratni inkubaciji

s probiotiki v odvisnosti od ¢asa inkubacije.

Cas inkubacije Povpre¢ni CFU/ml
3h

celice BLOXI + C. jejuni 2,8+0,8 x 10°
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 7,9£0,4 x 10°
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 1,3+0,4 x 10°
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni 1,040,5 x 10°
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 1,5£0,6 x 10*
celice BLOXI + LGG + C. jejuni 1,4+0,4 x 10*
Cas inkubacije Povpreéni CFU/ml
17h

celice BLOXI + C. jejuni 2,740,9 x 10°
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 1,740,1 x 10°
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 1,7£0,1 x 10°
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni 2,740,1 x 10°
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 3,0£0,1 x 10°
celice BIOXI + LGG + C. jejuni 1,0+0,0 x 10°
Cas inkubacije Povpreéni CFU/ml
24 h

celice BLOXI + C. jejuni 3,1£0,4 x 10
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 4,3%£0,3 x 10°
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 1,6£0,2 x 10°
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni 3,740,1 x 10°
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + LGG + C. jejuni 9,7+0,2 x 10°

ODb socasni inkubaciji C. jejuni s probiotiki se je prehajanje bakterij C. jejuni skozi monosloj
celic BIOXI glede na inkubacijo brez probiotikov nekoliko zmanjSalo. Najbolj ociten je bil
uc¢inek ob socasni inkubaciji C. jejuni in probiotika PCK 9, kjer po 24 urni inkubaciji nismo

ve¢ zaznali celic C. jejuni.
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s probiotiki.

sxee

Cas inkubacije

3h

celice PSI cl.1 + C. jejuni

celice PSl cl.1 + PCS 20 + C. jejuni
celice PSl cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni
celice PSl cl.1 + PCS 25 + C. jejuni
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni
Cas inkubacije

17 h

celice PSI cl.1 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni
celice PSl cl.1 + PCK 9 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni
Cas inkubacije
24 h

celice PSI cl.1 + C. jejuni

celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni
celice PSl cl.1 + PCS 25 + C. jejuni
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni

Povprecni CFU/ml

3,6+0,9 x 10*
2,240,9 x 10*
1,9+0,9 x 10*
2,0+0,9 x 10*
1,7+0,9 x 10*
2,4+1,1 x 10*

Povprecni CFU/ml

2,7+0,9 x 10°
1,7+0,1 x 10°
1,740,1 x 10°
2,7+0,1 x 10°
3,040,1 x 10°
1,0£0,0 x 10°

Povprecni CFU/ml

2,0+0,1 x 10°
ni rasti
ni rasti
ni rasti
ni rasti
ni rasti

Ob socasni inkubaciji C. jejuni s probiotiki se je prehajanje bakterij C. jejuni skozi monosloj

celic PSI glede na inkubacijo brez probiotikov zmanjSalo, po 24 urah inkubacije nismo v

nobenem primeru socasne inkubacije zaznali celic C. jejuni na bazolateralni strani kar

pomeni, da bakterije niso ve¢ prehajale skozi monosloj celic PSI cl.1.
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45 VEZAVA BAKTERI C. jejuni NA CELICE B1OXI IN PSI CL.1, OB HKRATNI
INKUBACIJI S PROBIOTIKI

Namen poskusa je bil preveriti, ali se bakterije C. jejuni ob so¢asni inkubaciji s probiotiki
vezejo na monosloj celic BIOXI in PSI cl.1. Rezultati so prikazani v preglednici 21 in 22 ter
na slikah v Prilogi D1 in D2.

Preglednica 21: Vezava bakterij C. jejuni na piséancéje celice BLOXI ob hkratni inkubaciji s probiotiki.

Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
3h

celice BLOXI + C. jejuni 2,5+0,7 x 10°
celice B1OXI + PCS 20 + C. jejuni 9,7+0,5 x 10"
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni  8,8+0,4 x 10
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni  1,0£0,0 x 10°
celice B1OXI + PCK 9 + C. jejuni 2,0+0,1 x 10°
celice BLOXI + LGG + C. jejuni 1,0£0,0 x 10°
Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
17 h

celice B1OXI + C. jejuni 1,6+0,9 x 10*
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni  1,2+0,5 x 10°
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni  1,0+0,4 x 10*
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni  1,3+0,4 x 10
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 1,340,6 x 10°
celice BLOXI + LGG + C. jejuni 1,0+0,5 x 10°
Cas inkubacije Povpreéni CFU/ml
24 h

celice BLOXI + C. jejuni 2,8+0,6 x 10*
celice B1OXI + PCS 20 + C. jejuni 3,3+0,5 x 10
celice BLOXI + PCS 22 + C.jejuni  2,0+0,6 x 10°*
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni  2,8+1,3x 10
celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni 1,4+0,5 x 10*
celice BLOXI + LGG + C. jejuni 9,7+0,5 x 10*

Koncentracija bakterij C. jejuni na monosloju celic BIOXI je naras¢ala s ¢asom inkubacije.
To je veljalo tudi za poskuse s soCasno inkubacijo C. jejuni in probiotikov. Koncentracija
vezanih bakterij je bila po treh urah inkubacije zelo majhna, po 17 urah inkubacije pa se je
povecala in Se naprej poc€asi naras¢ala. Naras¢anje je bilo najbolj izrazito pri probiotiku PCS

20 (pregl. 21).
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Preglednica 22: Vezava bakterij C. jejuni na prasic¢je celice PSI cl.1 ob hkratni inkubaciji s probiotiki.

Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
3h

celice PSI cl.1 + C. jejuni 1,440,6 x 10°
celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 1,0+0,4 x 10
celice PSl cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 8,8+0,4 x 10"
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1,6+0,6 x 107
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 1,4+0,6 x 10°
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 1,0£0,5 x 10°
Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
17 h

celice PSI cl.1 + C. jejuni 5,3+0,9 x 10*
celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 3,1+0,8 x 10*
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 2,640,7 x 10°
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 3,8+0,9 x 10*
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 3,140,8 x 10°
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 2,8+0,8 x 10°
Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
24 h

celice PSI cl.1 + C. jejuni 1,2+0,5 x 10*
celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni 1,4+0,6 x 10
celice PSI cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni 1,240,6 x 10*
celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni 1,6+0,6 x 10*
celice PSI cl.1 + PCK 9 + C. jejuni 1,640,7 x 10*
celice PSI cl.1 + LGG + C. jejuni 1,1£0,5 x 10*

Koncentracija bakterij C. jejuni na monosloju celic PSI cl.1 po 17 urni inkubaciji je narasla,
po 24 urni inkubaciji je bila Se vedno relativno visoka. Probiotiki niso zmanjSali vezave

bakterij C. jejuni na celice PSI cl.1.

4.6 PREHAJANJE BAKTERI C. jejuni V CELICE B10OXI IN PSI CL.1, OB HKRATNI
INKUBACIJI S PROBIOTIKI

Zeleli smo preveriti ali bakterije C. jejuni prehajajo skozi monosloj celic BLOXI in PSI cl.1,
ob socasni inkubaciji C. jejuni s probiotiki ter v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Antibiotik
gentamicin smo dodali zato, da smo loc¢ili adherirane C. jejuni (gentamicin jih uni¢i) od
znotrajceli¢nih (gentamicin v celice ne prehaja). Rezultati so prikazujeta Preglednici 23 in 24
ter slike v Prilogi E1 in E2.



43

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

Preglednica 23: Prehajanje bakterij C. jejuni v pi§¢ancje celice BLOXI ob hkratni inkubaciji s probiotiki.

Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
3h

celice B1OXI + C. jejuni 9,4+0.4 x 10"
celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni 1,1£0,6 x 10°
celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni 1,0£0,5 x 10°
celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice B1OXI + LGG + C. jejuni 3,0+0,8 x 10°
Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
17h

celice B1OXI + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCS 22 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + LGG + C. jejuni ni rasti

Cas inkubacije Povprecni CFU/ml
24 h

celice B1OXI + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + PCS 20 + C. jejuni ni rasti

celice B1OXI + PCS 22 + C. jejuni ni rasti

celice B1OXI + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice B1OXI1 + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice BLOXI + LGG + C. jejuni ni rasti

Preglednica 24: Prehajanje bakterij C. jejuni v prasi¢je celice PSI cl.1 ob hkratni inkubaciji s probiotiki.

Cas inkubacije Povpre&ni CFU/ml
h

gelice PSI cl.1 + C. jejuni 2,0£0,1 x 10°

celice PSl cl.1 + PCS 20 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni ni rasti

celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + LGG + C. jejuni ni rasti

Cas inkubacije Povpre¢ni CFU/ml

17h

celice PSI cl.1 + C. jejuni 1,0£0,0 x 10°

celice PSl cl.1 + PCS 20 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl. 1 + PCS 22 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + LGG + C. jejuni ni rasti

Cas inkubacije Povpreéni CFU/ml

24 h

celice PSI cl.1 + C. jejuni 1,0£0,0 x 10°

celice PSI cl.1 + PCS 20 + C. jejuni ni rasti

celice PSlcl. 1 + PCS 22 + C. jejuni ni rasti

celice PSI cl.1 + PCS 25 + C. jejuni ni rasti

celice PSlcl.1 + PCK 9 + C. jejuni ni rasti

celice PSl cl.1 + LGG + C. jejuni ni rasti
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Pri celicah B1OXI smo opazili, da je bilo prehajanje C. jejuni v celice zelo Sibko. Po triurni
inkubaciji so v celice prehajale bakterije C. jejuni tam, kjer so bile na monosloj inkubirane
same ter pri socasni inkubaciji s probiotiki PCS 20, PCS 22 in LGG. Po 17 in 24 urni
inkubaciji pa v nobenem poskusu nismo potrdili znotrajcelicnih kampilobaktrov, iz ¢esar smo

sklepali, da bakterije niso prehajale v celice.

Pri celicah PSI cl.1 smo opazili, da so bakterije prehajale v celice, kjer so bile na monosloj
inkubirane same, brez probiotikov, ob socasni inkubaciji s probiotiki pa bakterije v celice niso

prehajale.
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5 RAZPRAVA

5.1 TRANSEPITELIJSKA REZISTENCA IN POTENCIAL (TER IN TEP)

Merjenje transepitelijske elektri¢cne rezistence (TER) in transepitelijskega elektri¢nega
potenciala (TEP) je prikazano v preglednicah 13 in 14 ter z grafikoni na slikah v prilogi Al,
A2, A3in A4,

Pri¢akovali smo, da se bosta TER in TEP zmanjsala tako pri celicah B10XI, kot tudi pri
celicah PSI cl.1, v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Predvidevali smo tudi, da bo zmanjSevanje
TER in TEP manj$e pri socasni inkubaciji C. jejuni in probiotikov ter pri inkubaciji samo s

probiotiki. Vecjih razlik med celicami BIOXI in PSI cl.1 nismo pricakovali.

Translokacija C. jejuni povzroc¢i pove¢ano prepustnost monosloja in zmanj$a vrednosti TER.
Sposobnost entericnih patogenov, da prehajajo skozi celicne bariere, je izjemnega pomena za
povzrocitev infekcije (Klingberg in sod., 2005). To smo opazili tudi pri naSem poskusu. Pri
probiotikih na celicah B1OXI, kjer smo kasneje opazili, da C. jejuni skoznje prehaja, sta se
vrednosti TER in TEP precej zmanjSali. Vrednosti TER in TEP sta se pri probiotikih PCK 9
in LGG, Kjer je bilo prehajanje C. jejuni slabo ali ga sploh ni bilo, zmanjsevali zelo pocasi. Pri

celicah PSI cl. 1 sta se pri vseh probiotikih vrednosti TER in TEP zelo zmanjsali.

Spremembe TER in TEP v prvih 24 urah inkubacije naj bi bile posledica prehajanja
transcelularno in ne paracelularno (Bras in Ketley, 1999). To smo opazili tudi pri poskusu, saj

smo v prvih 24 urah opazili C. jejuni znotraj celic.

5.2 TOKSICNOST BAKTERIJ C. jejuni, PROBIOTIKOV TER NJIHOVE SOCASNE
INKUBACIJE MONOSLOJEV B1OXI IN PSI CL.1

Spremljanje toksi¢nosti bakterij C. jejuni, probiotikov ter njihove kombinacije ob socasni
inkubaciji, za monosloj celic B1OXI in PSI cl.1 je prikazano v preglednicah 15 in 16 ter z
grafi na slikah v prilogi B1 in B2. Preverjali smo jo na mikrotitrski plos¢ici z merjenjem
absorbance kristal vijoli¢nega pri 595 nm. Pri¢akovali smo, da bo prisotnost bakterij C. jejuni
za celice BIOXI in PSI cl.1 toksi¢na, kar se pokaZe z razpadom monosloja celic. Predvidevali

smo, da bo monosloj razpadal pocasneje v primeru, ko smo na celice nanesli samo probiotike.
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Prav tako smo pric¢akovali, da bo razpad manjsi tam, kjer bodo na celice so¢asno inkubirani C.

jejuni in probiotiki.

Opazili smo, da so celice BIOXI po 48 h $e normalno prezivele, ¢e Smo na njih inkubirali C.

jejuni, je monosloj razpadel.

PSI cl.1 celice po 48 h niso bile ve¢ zive, prav tako ne pri inkubaciji s C. jejuni. 1z tega
sklepamo, da celice PSI cl.1 propadejo same po sebi in ne zaradi C. jejuni. Na podlagi tega
smo izbrali tudi ustrezne Case inkubacije. Nesmiselno bi bilo izvajati poskus z 48 urno

inkubacijo, saj monosloja sploh ne bi ve¢ imeli.

5.3 KONCENTRACIJA PROBIOTIKOV IN BAKTERIJ C. jejuni V ODVISNOSTI OD
CASA INKUBACIJE

Koncentracija probiotikov v odvisnosti od ¢asa inkubacije je prikazana v preglednici 17.
Spreminjanje koncentracije C. jejuni v odvisnosti od c¢asa inkubacije je prikazano v

preglednici 18.

Pricakovali smo, da bosta koncentraciji bakterij C. jejuni in probiotikov v odvisnosti od ¢asa
inkubacije padali. Ugotovili smo, da je koncentracija probiotikov v odvisnosti od ¢asa padala.
Razlika med inkubacijo probiotikov na monosloj celic B1OXI in PSI cl.1 je bila le v tem, da
je pri celicah B1OXI koncentracija probiotikov po 3 urni inkubaciji rahlo padla, nato pa

ponovno rahlo narasla.

Koncentracija C. jejuni je pri celicah B1OXI in PSI cl.1 po treh urah inkubacije padla, nato pa

ponovno narasla. Pri celicah PSI cl.1 je bilo nara$¢anje bolj izrazito.

5.4 PREHAJANJE IN VEZAVA BAKTERI C. jejuni SKOZI/NA MONOSLOJ CELIC
B1OXI IN PSI CL. 1, OB HKRATNI INKUBACIJI S PROBIOTIKI, V ODVISNOSTI OD
CASA INKUBACIJE

Prehajanje bakterij C. jejuni skozi monosloj celic BIOXI in PSI cl.1, v odvisnosti od Casa
inkubacije in ob hkratni inkubaciji s probiotiki, prikazujejo preglednice 19 in 20 ter grafi na

slikah v prilogi C1 in C2. Vezava bakterij C. jejuni skozi monosloj celic BLOXI in PSl cl.1, v
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odvisnosti od ¢asa inkubacije in ob hkratni inkubaciji s probiotiki, je prikazana v preglednicah

21 in 22 ter z grafi na slikah v prilogi D1 in D2.

Zgodnja poskodba gostiteljske celice je posledica invazije C. jejuni, to pa lahko privede do z
diarejo povezanih bolezni (Babakhani in sod., 1993). Po nekaterih podatkih naj bi probiotiki
zmanjSali moznost za nastanek z antibiotiki povezane diareje, za kar 52 % (Vasiljevic in

Shah, 2008).

Namen poskusa je bil preveriti ali probiotiki preprecijo prehajanje bakterij C. jejuni skozi
monosloj celic BIOXI in PSI cl.1, v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Pricakovali smo, da bodo
bakterije C. jejuni tam, Kjer so bile s celicami B10OXI in PSI cl.1 inkubirane same, dobro
prehajale skozi monosloj, in da bo prehajanje bakterij manjse tam, kjer bodo poleg C. jejuni
na monosloj celic inkubirani $e probiotiki. Pri prehajanju bakterij C. jejuni skozi monosloj
celic B1OXI in PSI cl.1 nismo pri¢akovali ve¢jih razlik. Podobno smo pricakovali tudi pri
vezavi bakterij C. jejuni na monosloj celic BLOXI in PSI cl.1, kjer smo sklepali, da ne bo

vecjih razlik.

Sposobnost probiotikov, da se vezejo na praSic¢je ali piS€ancje Crevesne celice, je vrstno
specificna (Van Deun in sod., 2008a). Ucinkovitost probiotikov pa je odvisna tudi od
koli¢ine, ki jo dodamo (Klingberg in sod., 2005). Lactobacillus acidophilus je vpleten v
tekmovanje za vezavo s patogeni za receptorska mesta na gostiteljski celici (Schneitz in sod.,

1993). Probiotiki tekmujejo za vezavna mesta in in tako zaséitijo celice pred vezavo in

vstopom bakterij (Langerholc in sod., 2011).

To se je pokazalo tudi pri naSem poskusu. Kljub temu, da se je vezava sicer povecevala, je
bilo s prehajanjem C. jejuni skozi monosloj drugace. Bakterije C. jejuni, inkubirane same brez
probiotikov, so prehajale skozi monosloj celic BIOXI skozi celoten ¢as inkubacije. Po 24 urni
inkubaciji se je prehajanje $e nekoliko povecalo. Ob socasni inkubaciji C. jejuni s probiotiki
se je prehajanje bakterij C. jejuni skozi monosloj celic B1OXI po 17 urni inkubaciji
zmanj$alo, po 24 urni inkubaciji pa se je prehajanje spet nekoliko povecalo. Vsi probiotiki so

zmanjSali prehod C. jejuni, probiotik PCK 9 pa se je izkazal kot najbolj uc¢inkovit.
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Bakterije C. jejuni, inkubirane same brez probiotikov, so prehajale skozi monosloj celic PSI
cl.1 Ob socasni inkubaciji C. jejuni in probiotikov pa bakterij C. jejuni v epitelnih celicah

nismo zaznali. Vsi probiotiki so se izkazali kot u¢inkoviti.

Za ucinkovito kolonizacijo so pomembni gibljivi bicki (Van Deun, 2008a). Nekateri avtorji
ugotavljajo, da je prisotnost flagelina A bolj pomembna od gibljivosti (Wassenar in sod.,
1993). Pomembno vlogo pri kolonizaciji ¢revesja pis€ancev igra tudi invazivni antigen (Cia),
protein, ki se izlo¢i ob prisotnosti pi§¢ancjega seruma in Crevesne sluznice (Biswas in sod.
2007). Mehanizem vstopa bakterij C. jejuni v celico je odvisen od tipa celice in seva.

Probiotiki pa lahko odstranijo Ze vezane patogene na membrano (Nomoto, 2005).

V nasem poskusu nismo opazili vecjih razlik pri vezavi bakterij na celice BIOXI in PSI cl.
Vezava bakterij C. jejuni na monosloj celic BIOXI in PSI cl.1 je naraséala s ¢asom inkubacije
tudi ob hkratni inkubaciji C. jejuni in probiotikov. Po 17 in 24 urni inkubaciji vpliva na

zmanjSanje vezave bakterij C. jejuni na celice B1OXI in PSI cl.1 ni bilo opaziti.

5.5 PREHAJANJE BAKTERI C. jejuni V CELICE B10OXI IN PSI CL.1, OB HKRATNI
INKUBACIJI S PROBIOTIKI

Prehajanje bakterij C. jejuni v celice BIOXI in PSI cl.1, ob socasni inkubaciji C. jejuni s
probiotiki ter v odvisnosti od ¢asa inkubacije, je prikazano v preglednicah 23 in 24 ter na

slikah v prilogi E1 in E2.

Za kriti¢no oceno prehajanja C. jejuni v celice se uporablja test z gentamicinom. Gentamicin
je aminoglikozidni antibiotik in ima omejeno sposobnost prehajanja skozi evkariontske celice.
Tako pobije tiste bakterije na povr§ini membrane, ne pa tudi tistih, ki prehajajo v celico (Friis
in sod., 2005).

Pricakovali smo, da bodo probiotiki preprecili prehajanje bakterij C. jejuni v celice ali pa le-
tega upocasnili. Privzeli smo tudi, da gentamicin pobije samo zunajceli¢ne bakterije C. jejuni,

v celice pa ne more vstopiti.
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Pri celicah B1OXI je bilo opaziti, da je prehajanje bakterij C. jejuni v celice zelo majhno.
Ugotovili smo, da po triurni inkubaciji bakterije C. jejuni prehajajo v celice tam, kjer so bile
na monosloj inkubirane same, kot tudi pri so¢asni inkubaciji s probiotiki PCS 20, PCS 22 in
LGG. Pri uporabi probiotika PCK 9 nismo oprazili vstopa bakterij C. jejuni v celice. Po 17 in
24 urni inkubaciji pa nikjer ni bilo opazne rasti, kar pomeni, da bakterije po daljsi inkubaciji

niso bile ve¢ prosotne v Vv celicah.

Pri celicah PSI cl.1 ob socasni inkubaciji s probiotiki rasti C. jejuni ni bilo zaznati, kar
pomeni, da bakterije v celice niso prehajale. Nasprotno pa smo pri vseh ¢asovnih meritvah v

celicah nasli prisotne C. jejuni, inkubirane na celicah same brez probiotikov.
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6 SKLEPI

1z rezultatov eksperimentalnega dela diplomske naloge lahko podamo naslednje sklepe:

Bakterije C. jejuni se vezejo na pisc¢ancje (B1OXI) in prasi¢je (PSI cl.1) ¢revesne

epitelijske celice in vanje uspesno prehajajo.

S socasno inkubacijo zivih probioticnih bakterij rodu Lactobacillus smo Zeleli
preveriti ali lahko piS¢ancje in praSi¢je Crevesne epitelijske celice zascitimo pred
adhezijo in/ali invazijo bakterij C. jejuni: So¢asna inkubacija bakterije C. jejuni in
probiotika PCK 9 (bakterij rodu Lactobacillus) je zmanjSala adhezivnost in
invazivnost bakterij C. jejuni v celicnem modelu pis¢ancjih (B1OXI) ¢revesnih
epitelijskih celic. Pri ostalih opazovanih probioti¢nih bakterijah (PCS 20, PCS 22,

PCS 25 in LGG) smo opazili le rahlo sposobnost zmanj$anja adhezivnosti in

ey

ey

¢revesnih epitelijskih celicah primerljiva, razlike so bile opazne le pri probiotiku PCK
9, ki je u¢inkoviteje zmanjsal adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni v celiénem

modelu pis¢ancjih (B10OXI) ¢revesnih epitelijskih celic.
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6.1 PREDLOGI NADALJNJIH RAZISKAV

Pri eksperimentalnem delu diplomske naloge smo imeli tri spremenljivke, bakterije C. jejuni,
probioti¢ne bakterije (PCS 20, PCS 22, PCS 25, PCK 9 in LGG) in celi¢ne kulture ¢revesnih
epitelijskih celic (B1OXI in PSI cl.1), zato lahko tudi pri predlogih nadaljnjih raziskav

govorimo o treh smernicah.

Celi¢ne kulture ¢revesnih epitelijskih celic so uporaben model za preu¢evanje membranskega
transporta hranil in zdravil, toksikoloskih Studij, Studij metabolizma in Studij odnosa patogen-
gostitelj. Pri diplomski nalogi smo preucevali odnos bakterij C. jejuni in piscancjih (B10OXI)
invazijo le teh. V zadnjih letih postajajo celi¢ne kulture pomembno orodje za Studij in vivo
okolja (Langerholc in sod., 2011). Zanimivo bo videti, kaj bodo prinesle raziskave z njihovo

uporabo, saj so tudi odli¢no nadomestilo za testiranje na zivalih.

Sposobnost probiotikov, da se vezejo na prasicje ali pis€ancje Crevesne celice, je vrstno
specifitna (Van Deun in sod., 2008a). Mi smo ugotovili, da so se predvsem probioti¢ne
bakterije PCK 9 izkazale kot uc€inkovite pri preprecevanju adhezije in invazije bakterij C.
jejuni, pri piscan¢jem modelu crevesnih epitelijskih celic (B1OXI). Leta 2006 so sprejeli
zakon, ki prepoveduje uporabo vseh antibiotikov za namene rastnih promotorjev pri reji
perutnine. Dovoljuje se le uporaba antibiotikov za zdravljenje bakterijskih infekcij, ki pa so
lahko predpisani le s strani veterinarja (Edens, 2003). Razvoj in $tudije uporabe probiotikov

so tako $e kako smiselne.

V Evropski uniji naj bi bilo v zadnjem ¢asu ve¢ primerov kampilobakterioze kot salmoneloze
(Dasti, 2009). Veljalo bi poiskati tudi druge vire za preprecevanje adhezivnosti in invazivnosti
bakterij C. jejuni. Eden taks$nih je na primer butirat. Butirat je eden izmed pomembnejsih
produktov bakterijske fermentacije v ¢revesnem lumnu - zaradi svojih protivnetnih lastnosti
in sposobnosti zmanjsanja paracelularne prepustnosti skozi tesne spoje proteinov, omogoc¢i

hitrejSo obnovo ¢revesja po poskodbi (Van Deun in sod., 2008b).
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PRILOGE
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Priloga Al: Transepitelijska rezistenca piscancjih celic B1OXI v
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Priloga A2: Transepitelijski potencial piscancjih celic B1OXI v odvisnosti od casa

inkubacije.
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Priloga A4: Transepitelijski potencial prasi¢jih celic PSI cl.1 v odvisnosti od ¢asa inkubacije.
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Priloga Bl: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za pis¢ancje celice B1OXI z

merjenjem absorbance po razli¢nih ¢asih inkubacije.
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Priloga B2: Preverjanje toksi¢nosti C. jejuni in probiotikov za prasSicje celice PSI cl.1 z

merjenjem absorbance po razli¢nih ¢asih inkubacije.
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Priloga C1: Prehajanje bakterij C. jejuni skozi piscancje celice BLOXI ob hkratni inkubaciji s
probiotiki.
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Priloga C2: Prehajanje bakterij C. jejuni skozi prasi¢je celice PSI cl.1 ob hkratni inkubaciji s
probiotiki.
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Priloga D1: Vezava bakterij C. jejuni na piscancje celice B1OXI ob hkratni inkubaciji s
probiotiki.
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Priloga D2: Vezava bakterij C. jejuni na prasic¢je celice PSI cl.1 ob hkratni inkubaciji s

probiotiki.
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Priloga E1: Prehajanje bakterij C. jejuni v pis¢ancje celice B1OXI ob hkratni inkubaciji s

probiotiki v odvisnosti od ¢asa inkubacije.
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Priloga E2: Prehajanje bakterij C. jejuni v prasi¢je celice PSI cl.1 ob hkratni inkubaciji s

probiotiki v odvisnosti od ¢asa inkubacije.



