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Al V nalogi smo ugotavljali, kako vplivata dodatek Zgane pijace in vrsta Zivila na
preZivetje bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca. Preizkusili smo
protimikrobni ucinek treh Zganih pija¢ (vodka, encian, pelinkovec) v dveh razli¢nih
koli¢inah (15 ml in 30 ml), ki sta predstavljali 0,03 in 0,06 1 zauzite zZgane pijace. Vpliv
omenjenih Zganih pija¢ smo preizkusSali v modelu zelodca s steriliziranim mlekom; dodatek
15 ml in 30 ml vodke smo preizkusili v modelu Zelodca s kaSico za dojencke (zelenjava z
rizem in pis¢ancem); dodatek 15 ml vodke pa v modelu Zelodca z drugimi zivili (navadni
jogurt, majoneza, file oslica, razdeto puranje meso, kaSice za dojencke (breskev in riz,
krompir in $pinaca s smetano). Zacetna koncentracija bakterij v modelu Zelodca je bila 10°
CFU/ml. Koncentracijo prezivelih bakterij smo dolocali z metodo Stetja kolonij na gojiscu
in sicer 1, 15, 30, 60 in 120 minut po inokulaciji. Na podlagi rezultatov smo prisli do
spoznanj, da testirane koli¢ine Zganih pija¢ vodke, enciana in pelinkovca nimajo
protimikrobnega ucinka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi
zivili. Ugotovili smo tudi, da je prezivetje bakterij v modelu Zelodca odvisno predvsem od
vrste zivila in delovanja umetnega Zelod¢nega soka. Umetni Zelod¢ni sok je vplival na
zmanj$ano prezivetje bakterij v modelu Zelodca z majonezo, navadnim jogurtom in kasico
za dojencke (breskev, riz); v modelu Zelodca z ostalimi testiranimi zivili pa umetni zelod¢éni
sok ni imel vpliva na zmanjSanje Stevila zivih bakterij. Na podlagi rezultatov smo sklepali,
da uzivanje zganih pija¢ (vodka, encian in pelinkovec) v testiranih koli¢inah ne more
zmanjSati koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdravega cloveka in
da lahko protimikrobno in bakteriostaticno delovanje pripiSemo predvsem umetnemu
zelodénemu soku in lastnostim posameznih zivil.
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AB In the graduation thesis we investigated the effect of different spirits and foodstuff on
the survival rate of Salmonella Enteritidis ZM 146 strain in a model stomach. We tested the
effect of three different spirits (vodka, gentian-flavored alcoholic drink, wormwood liqueur)
in two different additions (15 ml and 30 ml), which represented 0.03 and 0.06 1 of the
ingested alcoholic beverage. The effect of the spirits mentioned above was tested in a model
stomach containing sterilized milk; addition of 15 ml and 30 ml of vodka was tested in a
model stomach containing baby meal (vegetables with rice and chicken); addition of 15 ml
of vodka was tested in a model stomach containing other types of foodstuff (yogurt,
mayonnaise, European hake fillets, minced turkey meat, baby meal — peach and rice,
potatoes with spinach and cream). The concentration of viable cells in the model stomach
was 10° CFU/ml at the start of the experiment. The concentration of viable cells was
monitored with the plate count technique, with samples tested 1, 15, 30, 60 and 120 minutes
after inoculation. The results of the experiment showed us that addition of tested spirits does
not affect survival of S. Enteritidis in a model stomach containing tested foodstuff and that
the survival of S. Enteritidis depends mainly on the properties of the foodstuff and exposure
to synthetic gastric fluid. The synthetic gastric fluid caused decrease in the survival of
bacteria in the model stomach containing mayonnaise, yogurt and baby meal (peach and
rice); in the model stomach containing other tested foodstuff the synthetic gastric fluid did
not affect the survival of the bacteria. We concluded that the ingestion of spirits (vodka,
gentian-flavored alcoholic drink and wormwood liqueur) in tested quantities cannot reduce
the concentration of S. Enteritidis under minimum infectious dose of a healthy person and
that the antimicrobial and bacteriostatic activity can be attributed mainly to the synthetic
gastric fluid and properties of the foodstuff.
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1 UVOD

Tehnoloski napredek je v zadnjih 50 letih omogocil ¢edalje ve¢jo mobilnost tako ljudi kot
tudi surovin. Dandanes lahko skoraj vsak posameznik potuje po svetu in se srecuje z
razlicnimi kulturami. Potrebno pa se je zavedati, da ima napredek in Cedalje vecja
povezanost tudi negativne posledice. Z nami in surovinami tako potujejo tudi drugi zivi
organizmi, ki so lahko Cloveku nevarni in so sposobni okuziti populacijo na ¢isto drugem
delu sveta. Poleg tega lazje prihajajo v stik z drugimi mikroorganizmi, ki so lahko nosilci
rezistence na doloCene protimikrobne snovi in jo lahko z razlicnimi mehanizmi prenosa
pridobijo, mozen pa je tudi prenos virulence na sicer neskodljive mikroorganizme. Zaradi
Sirjenja rezistence je tako Cedalje manj ucinkovitih antibiotikov, zato bo potrebno iznajti
nove nacine spopadanja s patogenimi organizmi.

Med okuzbami s patogenimi mikroorganizmi so med najpogostej$imi okuzbe s hrano. Sem
sodijo okuzbe z bakterijami vrst Aeromonas hydrophilia, Bacillus cereus, B. licheniformis,
B. subtilis, Campylobacter spp., Clostridium botulinum, CL. perfringens, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus in Yersina
enterocolitica (Gould, 2004).

Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da se v svetu vsako leto pojavi 16 milijonov
primerov tifusne mrzlice, 1,3 milijarde primerov gastroenteritisa in 3 milijone smrti zaradi
bakterij rodu Salmonella. Netifusno salmonelozo ali enterokolitis lahko povzroci vsaj 150
razlicnih sevov salmonele, med katerimi sta v ZDA najpogostejSa Salmonella Enteritidis in
Salmonella Typhimurium (Pui in sod., 2011). V Sloveniji je najbolj pogost sev S.
Enteritidis (Milohnoja, 2003).

Salmoneloza je Zze nekaj let med desetimi najpogosteje prijavljenimi nalezljivimi
boleznimi. Je najpogostej§i povzroCitelj gastroenterokolitisov pri nas (Program
monitoringa zoonoz in njihovih povzrociteljev za leto 2010, 2010).

Tako in vitro raziskave kot tudi epidemioloske Studije so pokazale, da lahko uZivanje
razlicnih alkoholnih pija¢ ob hrani, predvsem vina, zmanjSa verjetnost za alimentarno
infekcijo (Carneiro in sod., 2008; Fernandes in sod., 2007; Just in Daeschel, 2003; Bellido
Blasco, 2002; Klontz, 1999).

V diplomski nalogi smo skusali ugotoviti, kako vpliva uzivanje razlicnih Zganih pijac
(vodka, encian, pelinkovec) in razli¢nih vrst Zivil na prezivetje bakterij seva Salmonella
Enteritidis v modelu Zelodca.
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1.1 CILJI NALOGE

Namen oziroma cilji diplomske naloge so bili z bakterijami seva Sa/monella Enteritidis:

dolociti protimikrobni u¢inek zganih pija¢ v modelu zelodca s testiranimi zivili,
ugotoviti, ali obstajajo razlike v protimikrobnem ucinku razli¢nih Zganih pijac,
ugotoviti, ali obstajajo razlike v protimikrobnem ucinku pri dodatku razlicnih
koli¢in Zganih pijac,

preveriti vpliv razli¢nih zivil na protimikrobno ucinkovitost zganih pija¢ v modelu
zelodca,

preveriti vpliv Casa izpostavljenosti modelu Zzelodca s testiranimi zivili na
prezivetje bakterij seva S. Enteritidis.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Dodatek Zgane pijace ima protimikrobni u€inek na bakterije seva S. Enteritidis v
modelu Zelodca s testiranimi zivili.

Zgane pijae z zelis¢nimi ekstrakti imajo v modelu Zelodca s testiranimi Zivili
vecjo protimikrobno aktivnost kot Cisti zitni destilat.

Koli¢ina dodane zgane pija¢e vpliva na zmanjSano prezivetje bakterij seva S.
Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi Zivili.

Vrsta zivila vpliva na zmanj$ano prezivetje bakterij seva S. Enteritidis v modelu
zelodca.

Cas izpostavljenosti modelu Zelodca s testiranimi zivili vpliva na zmanj$ano
prezivetje bakterij seva S. Enteritidis.
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2 PREGLED OBJAV

V tem poglavju so =znanja predstavljena v obsegu, potrebnem za razumevanje
eksperimenta.

2.1 CLOVESKI ZELODEC

zgornjem levem delu trebusne votline. Vsebino Zelodca zadrzujeta dve miSici zapiralki
(sfinktra), in sicer sfinkter poziralnika v zgornjem delu in Zzelod¢ni vratar v spodnjem delu.
Njegova velikost in oblika se pri zivem ¢loveku spreminjata in sta odvisni od polnitve,
telesnega poloZzaja, starosti in spola (Kobe, 2004).

2.1.1 Fiziologija Zelodca

Fiziolosko se zelodec deli na: zelod¢ni svod (fundus), telo zelodca (corpus) in Zelod¢ni
vratar (pylorus). Steno zelodca sestavljajo: seroza, miSi¢ni sloj (zunanji vzdolzni in
notranji krozni), podsluznica in sluznica (Guyton in Hall, 2006).

IzloCanje in gibanje Zelodca sta regulirana po nevralni in po hormonalni poti (Guyton in
Hall, 20006).

Zelodec sodeluje v drugi fazi prebave, to je v fazi, ki sledi Zvedenju. GriZljaj (bolus) vstopi
v zelodec skozi sfinkter poziralnika. V Zelodcu se nato izlo¢ijo proteaze in klorovodikova
kislina, ki uni¢i ali inhibira bakterije ter aktivira proteaze (pretvorba pepsinogena v
grizljaj v himus (delno prebavljena hrana). Himus se nato izloci skozi zelod¢nega vratarja v
dvanajstnik. Cas zadrzevanja hrane v Zelodcu je odvisen od sestave in koli¢ine obroka
(Kutchai, 2006).

V sluznici Zelodca so Zleze, ki izlo¢ajo Zelodéni sok. Zelodéne Zleze imajo vrat, telo in
bazo. Klorovodikovo kislino izlo¢ajo parietalne celice, ki se nahajajo na telesu zleze. Na
bazi so glavne celice, ki izlo¢ajo pepsinogen, in pa nevroendokrine celice, ki izlo¢ajo
Stevilne hormone, pomembne za uravnavanje prebave. Na zleznem vratu mukozne vratne
celice izloCajo sluz, ki prepreCuje, da bi hrana, zelod¢na kislina in prebavni encimi
poskodovali zelod¢no sluznico (Guyton in Hall, 2006).

2.1.2 Vpliv bakterij na Zelodec

Izlocanje klorovodikove kisline v zelodcu ima pomembno vlogo pri zaSCiti telesa pred
patogenimi organizmi, vnesenimi s hrano in pijao. pH Zelod¢nega soka je 1-2 in je
smrtonosen za ve¢ino mikrobnih patogenov; uporaba antacidov in ostalih pripravkov za
nevtralizacijo Zelod¢ne kisline poveca verjetnost okuzbe. Razjeda na zelodcu se pogosto
zdravi z nizanjem ali eliminacijo izloCanja zelod¢ne kisline. Tako zdravljenje navadno
izni¢i protibakterijski ucinek zelod¢ne kisline. Vecina razjed na zelodcu izhaja iz okuzb z
bakterijami vrste Helicobacter pylori. Tovrstno bolezen se obiCajno zdravi z antibiotiki,
kar zmanjSa potrebo po uporabi nevtralizacijskih pripravkov in moznost okuzbe pacientov
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s hrano ali pijaco. Veliko bakterijskih patogenov, kot so bakterije vrst Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium in Helicobacter pylori, ima prilagoditvene mehanizme, ki jim
omogocajo prezivetje v neugodnih razmerah. Te bakterije tako lahko prezivijo kislo okolje
zelodca in v Crevesju povzro€ijo gastroenteritis (Smith, 2003).

2.1.3 Vpliv Zelod¢nega soka na patogene bakterije

Tekocina, ki se izloca v Zelodcu, se imenuje zelod¢ni sok. Vsebuje soli, vodo, HCI, pepsin,
intrinzi¢ni faktor in sluz. Zelodéni sok je mesanica razliénih izlotkov epitelnih celic, Zlez
celic mukoznega vratu in Zelod¢nih Zlez, vsebuje pa tudi manjSo kolicino sline. Po zauzitju
obroka se koli¢ina izlo¢enih snovi iz Zlez poveca. Pri visoki hitrosti izlo¢anja je sestava
zelod¢nega soka podobna izotoni¢ni raztopini HCI (Kutchai, 2006).

Visoka vsebnost kisline v Zelodénem soku uni¢i ve€ino zauzitih mikroorganizmov.
Posamezniki, ki imajo zaradi bolezni ali zaradi jemanja zdravil, ki inhibirajo izlo¢anje
HCI, pocasnejse izlocanje zelod¢ne kisline, so bolj izpostavljeni okuzbam s patogeni, ki jih
uzijejo s hrano (Kutchai, 2006).

Do sedaj je bilo opravljenih veliko raziskav in vitro o vplivu Zelod¢nega soka na razli¢ne
patogene mikroorganizme. Uporabljene so bile razlicne sestave sinteticnega zelod¢nega
soka, s predhodno prilagoditvijo bakterij v razlicnih medijih ali brez predhodne
prilagoditve, vse pa so izpostavile nizek pH kot glavno protimikrobno sredstvo. V
preglednici 1 so predstavljeni izsledki razlicnih raziskav vpliva Zelod¢nega soka na
patogene mikroorganizme.

Preglednica 1: Vpliv zelod¢nega soka na patogene bakterije

paradiznikov in
pomarancni sok z
dodatkom ali brez
dodatka
kalcijevega
laktata

E.coli O157:H7 bolje
prenaSajo kisle razmere
zelod¢nega soka, Ce so bile
predhodno shranjene v
katerem od sokov; e pa so
bile v Zelodénem soku
izpostavljene kalcijevem
laktatu, pa se njihovo
prezivetje mocno
zmanjsalo.

Bakterije Zivilo Udinek Zelod¢nega soka Vir
Listeria Listi solate, ki so | Rezultati raziskave so Samara in
monocytogenes | bili predhodno pokazali, da se je pri zivilu, | Koutsoumanis,

obdelani z ki je bilo obdelano z 2009

organskimi organskimi kislinami,

kislinami inhibitorni uc¢inek

zelod¢nega soka povecal.

Escherichia coli | Jabol¢ni, Rezultati raziskave so Yuk in sod., 2008
O157:H7 korenckov, pokazali, da bakterije vrste

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 1: Vpliv Zelodénega soka na patogene bakterije

Bakterije

Zivilo

Ucinek Zelod¢nega soka

Vir

Enterohemoragic-
na Escherichia
coli

Jabol¢éni sok

Rezultati raziskave so
pokazali, da sev E. coli
0157:H7 veliko bolje
prenese izpostavitev
zelodénemu soku kot ostali
sevi.

Bergholz in
Whittam, 2006

Salmonella spp.

Jabol¢ni,
paradiznikov in
pomarancni sok

Rezultati raziskave so
pokazali, da Zelod¢ni sok
moc¢no zmanj$a prezivetje
bakterij Sa/monella;
predhodna prilagoditev v
jabol¢nem soku pa nekoliko
podaljsa prezivetje.

Yuk in Schneider,
2006

Helicobacter

pylori,
Escherichia coli

Rezultati raziskave so
pokazali, da nizek pH (pod
2,5), zelod¢ni sok in pepsin
delujejo protimikrobno na
bakterije obeh vrst.

Zhu in sod., 2006

Listeria
monocytogenes

Hrenovke, ki so
bile predhodno
obdelane z
aditivi

Rezultati raziskave so
pokazali, da Zelod¢ni sok
inhibira L. monocytogenes,
dodatek konzervansov pa
inhibicijo dodatno pospesi.

Stopforth in sod.,
2005

Escherichia coli
O157:H7,
Shigella flexneri

Mleto goveje
meso

Rezultati raziskave so
pokazali, da Zelod¢ni sok
mocno vpliva na prezivetje
bakterije vrste S. flexneri,
medtem ko ima na bakterije
vrste E.coli O157:H7
omejen ucinek.

Tamplin, 2005

Escherichia coli
O157:H7, Listeria
monocytogenes,
Salmonella
Typhimurium

Rezultati raziskave so
pokazali, da zelod¢ni sok
unici bakterije vrste L.
monocytogenes in S.
typhimurium, medtem ko
ima na bakterije vrste E.
coli O157:H7 omejen
ucinek.

Roering in sod.,
1999

Podobne raziskave so bile opravljene tudi o vplivu vina na mikroorganizme v modelu
zelodca, obravnavane pa so v poglavju Vpliv alkoholnih pija¢ na mikroorganizme v

modelu Zelodca.
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2.1.4 Vpliv alkohola na prebavila

Uzivanje alkohola prispeva k razvoju gastroezofagalne refluksne bolezni, ne glede na
zauzito koli¢ino in vrsto alkoholne pijace. Alkohol zmanjSa pritisk na miSico zapiralko
poziralnika in njeno gibanje. Fermentirane in nedestilirane alkoholne pijace zviSajo nivo
gastrina in pospesijo izlo¢anje kisline. Sukcinilna in maleinska kislina, ki sta pogosto
prisotni v alkoholnih pijacah, ravno tako pospesita izloc¢anje kisline. Majhne koli¢ine
alkohola pospesijo praznjenje zelodca, velike koli¢ine pa upocCasnijo praznjenje in gibanje
zelodca. Alkohol ravno tako prispeva k nastanku povrSinskega gastritisa in kroni¢nega
atroficnega gastritisa. UZivanje alkoholnih pijac, predvsem vina, ima baktericidni uc¢inek
na bakterije vrste Helicobacter pylori in enteropatogene bakterije. Najbolj opazni
spremembi delovanja Zelodca pri uzivanju alkoholnih pija¢ sta driska in zmanjSana
absorpcija hranil. Prekomerno uzivanje alkohola je povezano tudi z ve¢ vrstami raka, med
drugim raka v Zelodcu in raka na debelem crevesu. Raziskave so pokazale, da je vino v
primerjavi z ostalimi alkoholnimi pijacami manj kancerogeno (Bujanda, 2000).

2.2 ALKOHOLNE PIJACE
2.2.1 Etanol

Etanol je bistra, brezbarvna in vnetljiva tekocina, ki se lahko mesSa z vodo in mnogimi
organskimi topili v vseh razmerjih. Je higroskopna in relativno nestrupena snov, ki ima pri
laboratorijskih podganah LDsy 13,7 g kg™'. Pri meSanju etanola in vode pride po ohladitvi
raztopine do kontrakcije volumna. Pri tlaku 101,3 kPa tvori raztopina 95,6 % etanola in 4,4
% vode azeotropsko zmes, kar pomeni, da s preprosto destilacijo ne moremo dosec¢i vec
kot 95,6 % etanola. V preglednici 2 so prikazane nekatere fizikalne lastnosti etanola
(Bakalinsky in Penner, 2003).

Preglednica 2: Fizikalne lastnosti etanola (Bakalinsky in Penner, 2003)

Formula CH;CH,OH
Masa molekule (Da) 46,07
Tocka vrelis¢a (°C) 78,32
Tocka zmrzliséa (°C) -114,1
Gostota, da™ (g ml™) 0,7893
Refrakcijski indeks, np™ 1,361
Viskoznost pri 20 °C (cP) 1,17
Dielektri¢na konstanta pri 20 °C 25,7
Toplota zlivanja (J g™ 104,6
Toplota uparjanja pri 78,32°C J g') | 839,31

2.2.2 Alkoholne pijace

Najzgodnejsi pisni viri potrjujejo, da so ljudje uzivali alkohol (etanol ali etilni alkohol) Ze
pred vec tisoC leti. Do sedaj je bilo izumljenih in zabelezenih veliko Stevilo razli¢nih
alkoholnih pija¢. Ceprav je bilo odkritje alkohola nedvomno splet nakljuéij, je bil njegov
mikrobni izvor dokazan pred ve¢ kot 120 leti z raziskavami Louisa Pasteurja. Mikrobni
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fiziologi so do sedaj uspeli dokazati, da alkohol nastane skozi razlicne metabolne poti
razlicnih mikrobnih vrst in vedno sluzi enakemu namenu: regeneraciji oksidiranega
kofaktorja, obi¢ajno oksidirane oblike nikotinamid adenin dinuleotida (NAD") (Bakalinsky
in Penner, 2003).

Vse alkoholne pijace nastanejo neposredno ali posredno iz fermentiranih substratov.
Substrat je lahko sadje, ki ima dovolj fermentabilnih sladkorjev, kislin in ostalih hranil;
razlicna zita (pSenica, jeCmen, riz); gomoljnice (krompir); mleko in deli rastlin (mezcal).
Nastanejo lahko z alkoholno fermentacijo, meSano alkoholno-mle¢nokislinsko
fermentacijo ter z destilacijo fermentiranih substratov. Glavne skupine alkoholnih pijac so
prikazane v preglednici 3 (Bakalinsky in Penner, 2003).

Preglednica 3: Glavne skupine alkoholnih pija¢ (Bakalinsky in Penner, 2003)

Postopek Primer

Alkoholna fermentacija Pivo, vino, sake

Mesana alkoholno-mlecnokislinska | Kefir, kumis

fermentacija

Destilacija Viski, vodka, rum, vinjak, tequila, likerji
Pijaca z dodanim alkoholom Portovec, sherry, vermut

2.2.3 U¢inki uzivanja alkoholnih pija¢ na ¢loveski organizem

Alkohol je hkrati Zivilo, s hranilno vrednostjo 29,7 kJ g (7,1 keal g™"), in droga, ki zauzita
v velikih koli¢inah povzro¢a zastrupitev, odvisnost in poskodbe organov. Kljub dobro
znanim Skodljivim lastnostim ima uzivanje alkohola v zmernih koli¢inah (15-30 g/dan) na
telo dolo¢en varovalen ucinek. V tabeli so podani pozitivni ucinki zmernega uZzivanja
alkohola in negativni u¢inki prekomernega uzivanja alkohola (Halsted, 2003). Pozitivni in
negativni ucinki zmernega in prekomernega uzivanja alkohola so predstavljeni v
preglednici 4.

Preglednica 4: Pozitivni uc¢inki zmernega uzivanja alkohola (do 30 g/dan) in negativni
ucinki prekomernega uzivanja alkohola (Halsted, 2003)

Pozitivni u€inki Negativni ucinki
- Zascita pred ishemic¢no - Hipertenzija
kardiovaskularno boleznijo - Kardiomiopatija
- Izboljsan lipoproteinski profil - MozZzganska kap
- Povecana dejavnost aktivatorja tkivnega | - Pankreatitis
plazminogena - Anemija
- Flavonoidi v vinu nizajo oksidacijo - Nevroloske bolezni
LDL in adhezivnost trombocitov - Rak na grlu, dojkah in debelem ¢revesu
- Bolezni jeter
- Podhranjenost in bolezni, ki so
posledica pomanjkanja hranil
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2.2.4 Protimikrobni uc¢inek alkohola na mikroorganizme

Mehanizem in vpliv razlicnih koncentracij alkohola na mikroorganizme preucujejo
predvsem medicinsko—sanitarne znanosti v kontekstu testiranja ucinkovitosti razlicnih
dezinfekcijskih sredstev. Kot razkuzila se uporabljajo predvsem vodne raztopine etanola
ali izopropanola. Optimalne koncentracije za uni¢enje mikroorganizmov so med 60 in 90
vol. %, Ce pa je koncentracija pod 50 %, njihovo delovanje moc¢no pade. Etanol deluje na
celiéno membrano in povzro¢i denaturacijo proteinov. Najvecji uc¢inek ima v obliki vodne
raztopine, saj prisotnost vode pospeSi denaturacijo. Uc¢inek delovanja je omejen na
vegetativne oblike bakterij in na viruse z lipidnim ovojem, medtem ko je ucinek na
bakterijske spore zanemarljiv. Dokazano je bilo tudi, da alkohol uni¢i encim
dehidrogenazo pri bakterijah vrste E. coli in da etanol podaljsa fazo lag pri bakterijah vrste
Enterobacter aerogenes (Ali in sod., 2001; Rutala, 1999).

2.2.5 Protimikrobni u¢inek alkoholnih pija¢ na mikroorganizme
Vpliv alkohola na prezivetje mikroorganizmov je bil preizkusen z nekaterimi alkoholnimi
pijacami, predvsem z vinom. V preglednici 5 so predstavljeni ucinki nekaterih alkoholnih

pijac na patogene mikroorganizme.

Preglednica 5: Ucinek alkoholnih pijac¢ na patogene mikroorganizme

Alkoholna | Mikroorganizem Uc¢inek alkoholne pijace Avtor
pijaca
Vino Escherichia coli, Rezultati raziskave so pokazali, da Boban in
Salmonella ima vino najvecjo protimikrobno sod., 2010
Enteritidis aktivnost, sledijo mu vino z

odstranjenimi polifenoli,
dealkoholizirano vino, raztopina
etanola z nizkim pH, raztopina z
nizkim pH; najnizjo protimikrobno
aktivnost pa ima raztopina etanola.

Vino Escherichia coli, Rezultati raziskave so pokazali, da Boban in
Salmonella vino kljub toplotni obdelavi obdrzi sod., 2010
Enteritidis protimikrobno aktivnost.

Vino Campylobacter Rezultati raziskave so pokazali, da Ganan in
Jejuni ima ze razred¢eno vino protimikrobno | sod., 2009

aktivnost; prav tako same fenolne
komponente; etanol v vinu ima
omejeno protimikrobno aktivnost; pH
pa na prezivetje nima vpliva.

Vino Listeria Rezultati raziskave so pokazali, da Rodriguez
monocytogenes imajo polifenoli v vinu inhibitorni Vaquero in
ucinek na bakterijo Listeria sod., 2007
monocytogenes.

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 5: Ucinek alkoholnih pijac na patogene mikroorganizme

Alkoholna | Mikroorganizem U¢inek alkoholne pijace Avtor

pijaca

Vino Proteus mirabilis, | Rezultati raziskave so pokazali, da Rodriguez

Escherichia coli, klarificirana vina niso imela Vaquero in
Pseudomonas protimikrobnega uc¢inka, medtem ko sod., 2007
aeruginosa, so vsa koncentrirana vina (vi§ja
Serratia koncentracija polifenolov) pokazala
marcescens, na dolocen inhibitorni u¢inek (odvisen
Flavobacterium od vrste bakterije in sorte vina).
sp., Klebsiella
pheumoniae,
Staphylococcus
aureus
Vino Escherichia coli Rezultati raziskave so pokazali, da Waite in
O157:H7, ima pH najvecji prispevek pri Daeschel,
Staphylococcus inhibiciji obeh vrst bakterij; dokazan | 2007
aureus pa je tudi omejen ucinek etanola,
molekularnega Zveplovega dioksida in
titrabilne kislosti.
Vino Helicobacter pylori | Rezultati raziskave so pokazali, da Lin in sod.,
ima vino z dodanimi polifenolnimi 2005
komponentami vecjo inhibitorno
aktivnost kot vino brez dodatka
polifenolov.
Vodka Helicobacter pylori | Rezultati raziskave so pokazali, da Lin in sod.,
ima vodka z dodanimi polifenolnimi 2005
komponentami vecjo protimikrobno
aktivnost kot vodka brez dodatka
polifenolov
Vino Escherichia coli Rezultati raziskave so pokazali, da Moretro in
O157:H7, Listeria | ima vino protimikrobni u¢inek na vse | Daeschel,
monocytogenes, testirane vrste bakterij; nekoliko nizjo | 2004
Staphylococcus protimikrobno aktivnost ima raztopina
aureus, Salmonella | organskih kislin, najnizjo pa raztopina
Typhimurium etanola z nizkim pH.

Vino Escherichia coli Rezultati raziskave in vitro so Sugita-
O157:H7, pokazali na protimikrobni u¢inek vina | Konishi in
Salmonella na vse testirane bakterije; raziskave in | sod., 2001
Enteritidis, Vibrio | vivo domneve o protimikrobnem
parahaemolyticus | delovanju vina niso potrdile.

Jaboléno | Escherichia coli Rezultati raziskave so pokazali, da Roering in

vino O157:H7, Listeria | ima jabol¢no vino doloc¢en inhibitorni | sod., 1999

monocytogenes, ucinek.
Salmonella
Typhimurium
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Epidemioloske Studije so pokazale na povezavo med resnostjo okuzbe z bakterijami vrste
Salmonella in koli¢ino zauzitega alkohola. Studije kaZejo na za$¢itni uéinek alkohola pri
zdravih osebah, ki so v ¢asu okuzbe zauzile eno ali vec alkoholnih pija¢ (Bellido-Blasco in
sod., 2002; Klontz, 1999).

Bolj obsezne Studije so bile opravljene z bakterijami vrste Helicobacter pylori, ki ravno
tako kazejo na zaS€itni u€inek zmernega uzivanja alkoholnih pija¢ pri zdravi populaciji
(Kuepper-Nybelen in sod., 2005).

2.3 RAZISKAVE NA MODELU ZELODCA

Na modelu Zelodca je bilo do sedaj opravljenih precej raziskav z razliénimi metodami.
Najbolj kompleksni modeli Zelodca in ostalih delov prebavil so bili uporabljeni pri
raziskavah vpliva prebavil na prezivetje probioti¢nih bakterij, kjer so za simulacijo razmer

uporabili razli¢ne izvedbe bioreaktorjev.

Raziskave vpliva zelodca in drugih delov prebavil so bile opravljene tudi z razlicnimi
patogenimi mikroorganizmi in z razlicnimi izvedbami modela zelodca.

2.3.1 Pregled razli¢nih metod

Primeri izvedb umetnega Zelodca za Studijo vpliva razmer prebavnega trakta na patogene
in probioti¢ne mikroorganizme so opisani v preglednici 6.

Preglednica 6: Pregled razli¢nih modelov zelodca

Namen Izvedba Avtor
PreizkuSanje modela Racunalnisko voden bioreaktorski | Koseki in sod., 2011
simulacije prebave v sistem, sestavljen iz
zelodcu termostatirane vrecke za gnetilnik

z dodanim zivilom in
peristalti¢énimi ¢rpalkami za
dodajanje umetnih telesnih

tekocin
Vpliv koli¢ine mascobe v | Racunalnisko voden bioreaktorski | Barmpalia-Davies in
hrenovkah na prezivetje sistem, sestavljen iz dveh sod., 2009
bakterij vrste Listeria erlenmajeric in peristalti¢nih
monocytogenes med ¢rpalk za dovajanje umetnih
simulacijo prebave telesnih tekocin
Vpliv Zelodca in tankega Racunalnisko voden bioreaktorski | Barmpalia-Davies in
¢reva na prezivetje bakterij | sistem, sestavljen iz dveh sod., 2008
vrste Listeria erlenmajeric in peristalticnih
monocytogenes ¢rpalk za dovajanje umetnih

telesnih tekocin

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 6: Pregled razli¢nih modelov Zelodca

Namen

Izvedba

Avtor

Studija prezivetja
probioti¢nih kultur v
modelu zgornjega dela
prebavnega trakta

Sistem Stirih povezanih
bioreaktorjev, ki sestavljajo Stiri
razli¢ne dele prebavnega trakta

Botes in sod., 2008

Vpliv vina na prezivetje
bakterij vrste
Campylobacter jejuni v
modelu zelodca

Vrecka za gnetilnik, napolnjena z
umetnim zelodénim sokom, hrano
za dojencke, inokulumom in
vinom

Carneiro in sod., 2008

Studija modela
bioreaktorja za simulacijo
prezivetja probioti¢nih
kultur v zelodcu in ¢revesu

Enotna bioreaktorska posoda za
simulacijo Zelodca in Crevesa

Sumeri in sod., 2008

Vpliv vina na prezivetje

Erlenmajerica, napolnjena z

Fernandes in sod.,

Escherchia coli

bakterij vrste Listeria umetnim zelodénim sokom, hrano | 2007
innocua v modelu zelodca | za dojencke, inokulumom in
vinom
Vpliv zelodca na Vrecka za gnetilnik napolnjena z | Bergholz in Whittam,
prezivetje bakterij vrste inokulumom in Zelod¢nim sokom | 2006

Model za studijo
prezivetja probioticnih
kultur v zgornjem delu
prebavnega trakta

Racunalnisko voden bioreaktorski
sistem, sestavljen iz dveh ¢a$ in
sistema peristalti¢nih ¢rpalk

Mainville in sod.,
2005

Vpliv vina na prezivetje
bakterij vrste Escherichia
coli O157:H7 in
Salmonella spp. v modelu
zelodca

Vrecka za gnetilnik, napolnjena z
umetnim zelodénim sokom, hrano
za dojencke, inokulumom in
vinom

Just in Daeschel, 2003

Ucinek prisotnosti
laktobacilov na preZivetje
bakterij vrste Escherichia
coli in Listeria
monocytogenes v modelu
zelodca in tankega Creva

Sistem S§tirih povezanih
bioreaktorjev, ki predstavljajo Stiri
razli¢ne dele prebavnega trakta

Ganzle in sod., 1999

2.3.2 Vpliv alkoholnih pija¢ na bakterije v modelu Zelodca

O vplivu alkoholnih pija¢ na mikroorganizme na modelu Zelodca je bilo do sedaj
opravljenih malo $tudij, vse pa so proucevale ucinek vina na patogene mikroorganizme. V
raziskavah so uporabljali razlicne izvedbe modela Zelodca — vrecke za gnetilnik (Just in
Daeschel, 2003; Carneiro in sod., 2008) in erlenmajerice (Fernandes in sod., 2007).
Uporabljali so tudi razlicne sestave sinteticnega zelodénega soka in razli¢ne
mikroorganizme - Escherichia coli O157:H7 in Salmonella Typhimurium (Just in
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Daeschel, 2003); Listeria innocua (Fernandes in sod., 2007); Campylobacter jejuni
(Carneiro in sod., 2008). Vsi so za prehransko matrico uporabili industrijsko proizvedeno
kaSo za dojencke. Vse raziskave so pokazale, da je inhibicija mikroorganizmov hitrejSa ob
prisotnosti vina.

Rezultati raziskave Carneira in sodelavcev (2008) so pokazali, da ima vino v modelu
zelodca z dodanim zivilom izrazito protimikrobno delovanje na bakterije vrste
Campylobacter jejuni, saj se je Stevilo zivih celic po preteku 20 minut zmanjsalo za
najmanj 2 log enoti, pri dodatku vecje koli¢ine vina pa najmanj za 3 log enote.

Rezultati raziskave Fernandesa in sodelavcev (2007) so pokazali, da ima vino v modelu
zelodca z dodanim zivilom izrazito protimikrobno delovanje na bakterije vrste Listeria
innocua, saj se je Stevilo zivih celic po preteku 120 minut zmanjSalo za najmanj 2 log
enoti. Protimikrobni uc¢inek je bil bolj izrazit v modelu zelodca z vecjimi dodatki vina.
Raziskava je tudi pokazala, da ima belo vino bolj izrazito protimikrobno delovanje kot
rdece vino.

Rezultati raziskave Justa in Daeschela (2003) so pokazali, da ima vino v modelu Zelodca z
dodanim zivilom protimikrobni u¢inek na bakterije vrste Salmonella Typhimurium, saj po
preteku 120 minut zZivih celic niso ve¢ zaznali. Rezultati enake raziskave z bakterijami
vrste Escherichia coli O157:H7 so pokazali, da dodatek vina v modelu nima vidnega
vpliva na prezivetje bakterij E. coli O157:H7. Izsledki raziskave so pokazali tudi, da je
protimikrobno delovanje vina v vecji meri posledica nizkega pH vina in prisotnosti
organskih kislin.

V strokovni literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi v modelu Zelodca preizkusile
protimikrobno delovanje zZganih pijac.

2.4 BAKTERIJE RODU Salmonella

Primarno Zivljenjsko okolje bakterij rodu Salmonella je prebavni trakt ljudi in zivali. Z
izlocenimi fekalijami ali preko razlicnih prenaSalcev lahko pridejo v vodo in zivila. So
gramnegativne, gibljive, citokromoksidaza-negativne, katalaza-pozitivne in fakultativno
anaerobne pali¢ice (izjema je S. Galinarum, ki ni gibljiva vrsta). Kot edini vir ogljika
izkori$¢ajo citrat iz triptofana, ne tvorijo pa indola. Nitrite reducirajo v nitrat. Glukozo
navadno razgrajujejo brez oblikovanja plina, laktoze ne cepijo. Salmonele se razmnozujejo
pri temperaturah med 7 in 47 °C, optimalno pri 37 °C (Adami¢ in sod., 2003).

V preteklosti so bile bakterije vrste Salmonella poimenovane po kraju, kjer so bile
izolirane (npr. Salmonella London, Salmonella Indiana,...). Tovrstno nomenklaturo je
zamenjala klasifikacija, ki temelji na fagotipizaciji (Pui in sod., 2011).

Epidemioloska klasifikacija bakterij vrste Salmonella je osnovana na preferenci seva do
gostitelja. V prvo skupino spadajo sevi, ki lahko okuzijo samo ¢loveka (S. Typhi). V drugo
skupino spadajo sevi, ki so prilagojeni na posamezno vrsto gostitelja, bolezenske znake pa
lahko povzrocijo tudi pri drugih gostiteljih (npr. S. Pullorum lahko okuzi tudi druge vrste
ptic). V tretjo skupino spadajo vsi ostali sevi. Salmonella Enteritidis, Salmonella
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Typhimurium in Salmonella Heidelberg spadajo med najpogosteje iz cloveka izolirane
seve (Pui in sod., 2011).

Kauffmann-Whiteova shema klasificira bakterije vrste Salmonella glede na 3 glavne
antigenske determinante: flagelarni H antigen, somatski O antigen in kapsularni V antigen.
To klasifikacijo je sprejelo Mednarodno zdruzenje mikrobiologov leta 1934 (Pui in sod.,
2011).

Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) uporablja klasifikacijo, ki temelji na
filogenetskih lastnostih seva. Filogenetsko drevo je osnovano na primerjavi 16S rRNA ali
drugih sekvenc gena. Do sedaj je znanih 2463 razli¢nih sevov bakterij vrste Salmonella, ki
so na podlagi analize sekvence 16S rRNA razdeljene v 2 vrsti: Salmonella enterica (2443
sevov) in Salmonella bongori (20 sevov). Bakterije vrste Salmonella enterica so razdeljene
na 6 podvrst, oznacenih z rimskimi Stevilkami. Bakterije vrste Salmonella enterica
podvrsta I so po vecini izolirane iz toplokrvnih Zzivali in predstavljajo ve¢ kot 99 %
klini¢nih izolatov, medtem ko so ostale podvrste bakterij Salmonella enterica in
Salmonella bongori izolirane iz hladnokrvnih zivali in predstavljajo manj kot 1 % klini¢nih
izolatov (Pui in sod., 2011).

2.4.1 Splosno

Temperatura nad 65 °C jih hitro uni¢i. RazmnoZujejo se pri pH 4,5 do 9,0, pri Cemer
minimalno vrednost pH, ki Se omogoca razmnozZevanje, doloca vrsta prisotne kisline.
Najhitreje se razmnozujejo v okolju z nevtralno vrednostjo pH. Minimalna a,, vrednost za
rast je 0,94. Povzrocajo alimentarne toksikoinfekcije in so najpogostejsi povzrocitelji
tovrstnih obolenj v nasem okolju (Adami¢ in sod., 2003).

Bakterije vrste Salmonella so v naravi pogoste in dobro prezivijo v razli¢nih vrstah hrane.
NajpogostejSe so okuzbe s kontaminirano perutnino, jajci in mlecnimi izdelki. V zadnjih
letih so vse pogostejSe okuzbe tudi s svezimi izdelki (sadje in zelenjava), pri katerih je
zaradi modernih vecstopenjskih postopkov pridelave in predelave hrane vecja moZnost
kontaminacije. Pogostost okuzb zaradi kontaminirane zelenjave in sadja je v zadnjih letih
narasla in postala velik problem v razvitih drzavah. Epidemije salmoneloze so povezane z
razlicnim sadjem in zelenjavo, med drugim z jabolki, mangom, solato, nepasteriziranim
pomaran¢nim sokom, melonami, zeleno, paradizniki in petr§iljem (Pui in sod., 2011).

2.4.2 Salmoneloza

Salmoneloza je zoonoza, ki spada med t.i. alimentarne infekcije, opisani pa so tudi primeri
okuzb preko hisnih ljubljencev. Vecina ljudi preboli salmonelozo brez zapletov v nekaj
dneh. Umrljivost je obi¢ajno zelo nizka (manj kot 1 %). Intenzivnost bolezni je odvisna od
odpornosti organizma in koli¢ine zauzitih salmonel in serovara. Pri zelo majhnih otrocih je
lahko zaradi dehidracije bolezen zelo resna, prav tako tudi pri starejSih in kroni¢no bolnih
(Program monitoringa zoonoz in njihovih povzrociteljev za leto 2010, 2010).

Prvi simptomi salmonelozne infekcije z zivili so ponavadi pokazejo 12-36 ur po zauZitju
hrane. Navzea, bruhanje, kr¢i v trebuhu in driska so simptomi, ki se nenadoma pojavijo in
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stopnjujejo. Glavne simptome ponavadi spremljajo splosna oslabelost, slabost miSic in
zeja. Telesna temperatura je skoraj vedno poveCana, obicajno se pojavijo tudi motnje
zivCevja, ki se kazejo kot nemir in trganje v miSicah. Intenzivnost bolezni je odvisna od
odpornosti organizma in koliine zauzitih salmonel. Minimalna infektivna doza je pri
zdravih ljudeh od 100.000 do 1.000.000 zivih celic na gram zivila, pri mladih in zelo starih
pa med 100 in 1000 celic na gram Zivila. Ce salmonela pride v organizem, in se ne razvije,
lahko oseba postane klicenosec, in je kot taka potencialno nevarna za okolico (Milohnoja,
2003).

S. Typhi, S. Paratyphi A in B ne povzrocajo alimentarnih toksikoinfekcij, temvec
specificna kuzna obolenja - tifus in paratifus, ki se pojavita le pri ljudeh (Milohnoja, 2003).

Primeri tifusne okuzbe so v razvitih drzavah redki, medtem ko Stevilo okuzb z netifusnimi
sevi po svetu nara$¢a. Mortaliteta tifusne vrocice je v razvitem svetu med 5 in 30 %.
Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da se z njo letno okuzi med 16 in 17
milijonov ljudi s 600000 smrtnih primerov na leto. Svetovna zdravstvena organizacija
ocenjuje, da je letno kar 1,3 milijarde primerov netifusne salmoneloze s 3 milijoni smrtnih
primerov na leto (Pui in sod., 2011).

Salmoneloza je ze nekaj let med desetimi najpogosteje prijavljenimi nalezljivimi
boleznimi. Je najpogostejsi povzrocitelj gastroenterokolitisov pri nas. V zadnjih 10 letih je
bila v Sloveniji najvi§ja zabelezena incidenca leta 2003, ko je znasSala 201/100.000
prebivalcev; v letu 2008 je incidenca znaSala 58,98/100.000 prebivalcev. Najvecje Stevilo
izbruhov salmonelnih gastroenterokolitisov je bilo zabelezenih v letih 2003 in 2004 (28,31
izbruhov); v letu 2008 je bilo zabelezenih 7 izbruhov (leta 2007 13) (Program monitoringa
zoonoz in njihovih povzrociteljev za leto 2010, 2010). V preglednici 4 je prikazano Stevilo
prijavljenih primerov salmoneloze v Republiki Sloveniji med letoma 1998 in 2008.

Preglednica 7: Stevilo prijavljenih primerov salmoneloze v RS (Program monitoringa
zoonoz in njihovih povzrociteljev za leto 2010, 2010).

1998 | 1999 | 2000 | 2001 |2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008

Stevilo | 1284 | 2088 | 1836 | 1721 | 2725 | 4005 | 3307 | 1519 | 1519 | 1345 | 1090
prijav
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3 MATERIAL IN METODE

V tem poglavju so opisani vsi materiali, postopki priprave in metode dela, ki smo jih
uporabili pri izvedbi eksperimenta.

3.1 MATERIAL

V tem poglavju so opisani materiali, ki smo jih potrebovali za izvedbo eksperimenta in
postopki njihove priprave.

3.1.1 Bakterijski sev

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili bakterije seva Salmonella Enteritidis ZM 146, ki
so bile izolirane na Veterinarski fakulteti iz mesa pisc¢ancev.

3.1.2 Mikrobioloska gojisca

Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo uporabljali gojisc¢a TSA, TSB in XLD ter
fiziolosko raztopino.

Gojisce TSA (Tripti¢ni soja agar)

Sestavine:

e 20 g gojis¢a TSA (Tryptone Soya Agar, Oxoid, CM0131, Anglija)

e 3 gkvasnega ekstrakta (Biolife, 4122202, Italija)

1,25 g dikalijev hidrogenfosfat K;HPO,4 (Kemika, 1116108, Hrvaska)
1,25 g D-(+)-glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska)

Priprava:

Zgoraj navedene sestavine smo natehtali v 1000 ml steklenico in raztopili v 500 ml
destilirane vode. Nato smo gojis¢e 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in ga
asepti¢no razlili v petrijevke ali pa ga shranili pri 45 °C do uporabe. Ohlajene petrijevke z
gojis¢em smo do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C.

Tekoce gojisc¢e TSB (Tripticni soja bujon)

Sestavine:
e 15 ggojisca TSB (Tryptone Soya Broth, Oxoid, CM0129, Anglija)

Priprava:
V 500 ml steklenico smo natehtali 15 g gojis€a TSB in ga raztopili v 500 ml destilirane
vode. Gojis¢e smo pred sterilizacijo s pipeto prenesli po 4 ml v epruvete in nato sterilizirali
v avtoklavu 15 minut pri 121 °C. Ohlajene epruvete smo do uporabe shranili v hladilniku
pri 4 °C.

Selektivno gojisc¢e XLD
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Sestavine:
e 28 g gojisc¢a XLD (Xylose Lysine Desoxycholate, Biolife, 4022062, Italija)

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo raztopili 28 g goji§¢a XLD, dobro premesali in sterilizirali
v avtoklavu 15 minut pri 100 °C. Po sterilizaciji smo gojis¢e asepti¢no razlili v petrijevke,
kjer se je gojis¢e ohladilo in strdilo. Ohlajene petrijevke smo shranili v hladilniku pri 4 °C.

Fizioloska raztopina

Sestavine:
e osnovna raztopina KH,PO4 0,034 g/ml (Kemika, 11161, Hrvaska)

Priprava:

V 1000 ml bucko smo nalili 1,25 ml fizioloske raztopine s koncentracijo 0,034 g
KH;PO4/ml destilirane vode in dopolnili bucko z destilirano vodo do oznake. Nato smo
bucko dobro premesali in vsebino prelili v pipetor. Tako smo napolnili epruvete z 9 ml
fizioloske raztopine in jih sterilizirali 20 minut na 121 °C. Po sterilizaciji smo ohlajene
epruvete do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.1.3 Zivila

V eksperimentih smo uporabili razlicna zivila in tako preverjali, kako razli¢ne sestave Zivil
vplivajo na protimikrobni u¢inek Zganih pijac.

Uporabili smo zivila:

e Frutek - kaSica iz breskev z rizem (Fructal, Slovenija)

e Kasica za dojencke - Zelenjava z rizem in piS¢ancjim mesom (HiPP, Nemcija)

e KasSica za dojencke - Krompir in $pinaca s smetano (HiPP, Nemcija)

e Polno Alpsko mleko s 3,5 % mle¢ne mascobe (Ljubljanske mlekarne, Slovenija)

e Majoneza (Tina, Slovenija)

e Tekoci jogurt iz pasteriziranega mleka s 3,2 % mle¢ne mascobe (Ljubljanske mlekarne,
Slovenija)

e Zamrznjeni fileji oslica (Delmar, Slovenija)

Priprava:

V ciste 250 ml steklenicke smo natehtali 150 g Se zamrznjenih filejev oslica. Meso v
stekleni¢kah smo nato 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 115 °C. Po sterilizaciji smo
stekleni¢ke ohladili in shranili v hladilniku pri 4 °C

e Razdeto puranje meso (Perutnina Ptuj, Slovenija)

Priprava:

V ciste 250 ml steklenicke smo natehtali 150 g surovega razdetega puranjega mesa.
Meso v stekleni¢kah smo nato 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 115 °C. Po
sterilizaciji smo stekleni¢ke ohladili in shranili v hladilniku pri 4 °C
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3.1.4 Zgane pijace

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili razli¢ne zgane pijace, pri katerih smo preverjali
protimikrobni u¢inek na bakterije v modelu zelodca.

Preverjali smo ucinek naslednjih pijac:

e Vodka 2000 — 40 vol. % alkohola (Fructal, Slovenija)
e Encian — 40 vol. % alkohola (Fructal, Slovenija)

e Pelinkovec — 28 vol. % alkohola (Fructal, Slovenija)

3.1.5 Umetni Zelod¢ni sok
Sestava umetnega zelod¢nega soka je povzeta po raziskavi Carneira in sodelavcev (2008).

Sestavine:

2,03 g/l NaCl (Merck, 1.06404.1000, Nemcija)
0,6 g/l KH,PO4 (Merck, 1.04873.1000, Nemcija)
0,1 g/l CaCl, (Kemika, 1146609, Hrvaska)

0,3 g/l KCI (Kemika, 11209, Hrvaska)

Priprava:

V stekleno ¢aso smo prenesli zgoraj navedene koli¢ine NaCl, KH,04, CaCl, in KCI,
dodali 1000 ml destilirane vode in postavili na magnetni mesalnik ter pocakali, da se
kemikalije raztopijo. Nato smo s pomocjo pH-metra in dodatka raztopine 1 M HCI
uravnali pH raztopine na pH vrednost 1,5. Raztopino smo nato prenesli v 1000 ml
steklenico in sterilizirali v avtoklavu 15 minut pri 121 °C. Tako pripravljeno raztopino smo
ohladili in do za¢etka poskusa shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.1.6 Raztopina pepsina

Sestavine:
e Pepsin (Lekarna Ljubljana, Slovenija)

Priprava:

Raztopino pepsina smo pripravili tako, da smo 20 mg pepsina raztopili v 10 ml fizioloske
raztopine in nato v asepti¢nih razmerah raztopino filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2
um v sterilno epruveto za centrifugiranje. Epruveto smo nato zaprli in do zacetka poskusa
hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.1.7 Druge kemikalije in dodatki

e Absolutni etanol (Merck, 1.00983.1000, Nemcija)
e Sterilna voda
Priprava:
V 1000 ml steklenico smo prenesli 1000 ml vodovodne vode in sterilizirali v avtoklavu

15 minut pri 121 °C. Steklenico s sterilno vodo smo nato ohladili in do za¢etka poskusa
hranili v hladilniku pri 4 °C.
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3.1.8 Laboratorijska oprema

Pri eksperimentalnem delu smo potrebovali naslednje aparate:

e Avtoklav (tip 500x700, Sutjeska, Jugoslavija)

e Avtoklav (tip 1-61-137, Sutjeska, Jugoslavija)

e Avtoklav (5075 ELVC, Tuttnauer, Zdruzene drzave Amerike)

e Omaro za suSenje steklovine (SO-250, Elektromedicina, Slovenija)
Hladilnik (LTH, Slovenija)

e Zamrzovalnik (LTH, Slovenija)

e Digitalno tehtnico (PB1502-S, Mettler-Toledo, Svica)

e Digitalno tehtnico (E 12000 S, Sartorius, Nemcija)

Digitalno tehtnico (TE 214 S, Sartorius, Nemcija)

Digitalno tehtnico (KERN PFB 2000-2, Kern & Sohn GmbH, Nemcija)
Inkubator (I - 115 C, Kambic, Slovenija)

Inkubator (SP 190, Kambic, Slovenija)

Gnetilnik (Stomacher tip 400 Pbi international, Seward, Anglija)
Vrtincnik (Yellowline, TTS 2, Slovenija)

Vrtinénik (VIBROMIX 104 EV, Tehtnica, Slovenija)

Plinski gorilnik

Stresalnik (Vibromix 314 EVT, Tehtnica, Slovenija)

pH meter (SevenMulti, Mettler-Toledo, Svica)

Magnetni meSalnik (ROTAMIX 550 MMH, Tehtnica, Slovenija)
Vodno kopel (WB — 30, Kambic, Slovenija)

e Pipetor (Eppendorf easypet, Nemcija)

Drobna oprema:

e Cepilne zanke

e Steklena palcka za opravljanje razmaza kulture

e Avtomatske pipete 200 pl, 1000 pl in 10 ml (Gilson, Francija)

e Nastavki za pipete 200 pl, 1000 pl in 10 ml (Gilson, Francija)

Petrijeve plosce (Labortehnika Golias, Slovenija)

e Steklene epruvete

e Stojala za smeti

e Avtoklavirne vrece za enkratno uporabo (Labortehnika Golias, Slovenija)
Laboratorijske steklenice 100 ml, 250 ml in 1000 ml (Simax, Ceska)
Parafilm “M” (PM 992 American National Can, Amerika)

Vrecke za gnetilnik s filtrom (Bag Page, Francija)

Vrecke za gnetilnik (Labortehnika Golias, Slovenija)

Merilnik casa

Filter za enkratno uporabo z velikostjo por 0,2 um (Sartorius, 16534, Nemcija)
Vrecke za smeti

Sterilne epruvete za centrifugiranje

Magnetna mesala

Ostala steklovina
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3.2 METODE DELA

Protimikrobno aktivnost zZganih pija¢ smo dolocili z metodo spremljanja protimikrobne
aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca, in sicer tako, da smo iz modela Zzelodca ob
vnaprej dolocenih casovnih razmikih odvzemali po 10 ml suspenzije in nato z metodo
Stetja kolonij na trdnem gojiscu dolocili Stevilo prezivetih bakterij.

Priprawa inokuluma Priprawva Priprava umetnega FPriprava testirane
hakterij seva testiranega Zivila Zelodfnega soka, fgane pijace
Salmonella raztopine pepsina

Enteritidis Zm 148 in sterilne vode

-Prenos 1 kolonije - Sterilno mlekao - Sterilizacija vode in -Wodka
bakterijske kulture v -Mavadni jogurt SGF v avtoklavu (15 -Encian
gojifée TSH - Kagica (breskey riZ) min 121 °C) -Pelinkovec

-Inkubacija (24 ur/ -Kagica (zelenjava, riz, - Sterilizacija raztopine
37 °C) pig€anec) pepsina s filtracijo

-Kagica (krompir, {velikost por0 2 pm)
Epinaca, smetana)
-Majoneza

- Fileji osliga
-Razdeto puranje

NG /
Y

Priprava modela Priprava Priprava Priprava
felodca kontrole 1 kantrole 2 kontrale 3
- 15 ali 30 ml - 15 ali 30 ml - 15 ali 30 ml - 15 ali 30 ml
testirane Zgane sterilne vode sterilne vode sterilne vode
pijace - 150 g testiranega - 150 g testiranega - 150 g sterilne
- 150 g testiranega Zivila Zivila vode
Zivila - 150 g SGF - 150 g sterilne - 150 g SGF
- 150 g SGF -1 mlrazt pepsina vode -1 mlrazt.
-1 mlrazt pepsina -1 mlinokuluma -1 mlsterilne vode pepsina

Qﬂlinokuluma -1 mlinakuluma -1 mlinokuluD

Inokulacija in zatetek
» poskusa

!

vzorfenje po 1, 13, 30,
GO in 120 minutah

!

Metoda Stetja kalonijna
tridem gajiséu

!

Yrednotenje in obdelava
rezultatov

Slika 1: Shema eksperimentalnega dela
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3.2.1 Revitalizacija bakterij

Sevi bakterij se hranijo v krio-epruvetah v zamrzovalniku, zato moramo sev, preden ga
lahko uporabimo, revitalizirati. Sev smo revitalizirali tako, da smo vsebino krio-epruvete
odtajali na sobni temperaturi. Ko se je vsebina krio-epruvete odtajala, smo jo prelili v 4 ml
gojis¢a TSB in inkubirali na stresalniku 24 ur pri 37 °C in 80 obratih/min. Nato smo s
cepilno zanko kulturo precepili na gojisce TSA ter selektivno gojis¢e XLD. Gojis¢a smo
nato inkubirali 24 ur na 37 °C. Ko je na selektivnem gojis¢u zrasla ¢ista kultura, smo
plos¢e shranili in jih uporabili za pripravo inokuluma. Za zagotavljanje prezivelosti
kulture, smo jo povprec¢no na 7 dni precepili na sveza gojisca.

3.2.2 Priprava inokuluma

Iz selektivnega gojisc¢a, ki je bilo shranjeno v hladilniku, smo s cepilno zanko prenesli po
eno kolonijo bakterij v 4 ml gojis¢a TSB, premesali na vrtincnem meSalniku ter inkubirali
24 ur pri 37 °C na stresalniku (80 obratov/min). Tako smo pripravili ¢isto kulturo bakterij v
gojis¢u TSB. Na podlagi izkuSenj smo domnevali, da po 24 urah v gojis¢u zraste do
priblizno 10® CFU/ml bakterij.

Za dolocanje toCnega Stevila bakterij v inokulumu smo uporabili metodo Stetja kolonij na
trdnem gojiscu. S to metodo smo dolocili Stevilo za delitev sposobnih celic na trdnem
gojisc¢u TSA (SIST EN ISO 4833, 2003).

Pri metodi $tetja kolonij na trdnem gojisS¢u smo asepti¢no odpipetirali 1 ml inokuluma in
ga prenesli v 9 ml fizioloSke raztopine. Vsebino smo premesali na vrtincnem mesalniku.
Na ta na&in smo dobili prvo razred¢itev 10, Postopek smo ponavljali do razred&itve 107
Po homogenizaciji smo iz posamezne razredCitve odpipetirali po 0,1 ml na gojis¢e TSA.
Nato smo inokulum s sterilno stekleno palcko razmazali po celem gojiS€u. Petrijevke smo
nato inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in izraunali
koncentracijo celic v inokulumu. Steli smo samo tiste petrijevke, na katerih je zraslo od 15
do 300 kolonij. Koncentracijo celic smo izracunali po enacbi (1).

N=YC/((n; +0,1n;) xR) (D)

Legenda:

> C....vsota vseh kolonij na Stevnih ploscah
ny....Stevilo gojis¢ prve upostevane razredCitve
ny....Stevilo gojis¢ druge upostevane razredcitve
R....faktor redCenja prve upostevane razredcitve
N....koncentracija bakterij (CFU/ml)

Izkazalo se je, da izbrana kultura v 24 urah zraste do 10° CFU/ml. Zato smo asepti¢no
prenesli 1 ml 24-urne kulture v gojis¢u TSB v model Zelodca in tako dobili predvideno
koncentracijo kulture 10° CFU/ml. To&no koncentracijo bakterij v vsakem inokulumu smo
dolo¢ili z metodo stetja na ploscah.
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3.2.3 Metoda spremljanja protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu
Zelodca

Metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu zelodca smo
povzeli po raziskavah Carneira in sodelavcev (2008) ter Justa in Daeschela (2003), in jih
prilagodili glede na vrsto testiranih alkoholnih pija¢ (zgane pijace) ter na sredstva, ki so
bila na razpolago.

Uporabljeni material:

e Umetni zelod¢ni sok

e Vrecke za gnetilnik

e Vrecke za gnetilnik s filtrom

Fizioloska raztopina

Gojisca (TSA, TSB, XLD)

Sterilna voda

Zgane pijace (Vodka 2000, Encian, Pelinkovec)

Zivila (Alpsko mleko, navadni jogurt, majoneza, kasica za dojen¢ke Frutek — breskev z
rizem, kaSica za dojencke HiPP — zelenjava z rizem in piSc¢ancem, kaSica za dojencke
HiPP — krompir in $pinaca s smetano, fileji oslica, razdeto puranje meso)

e 24-urna kultura seva Salmonella Enteritidis

Izvedba metode:

Model Zelodca je osnovan na osnovi fizioloskih znacilnosti Zelodca, upostevajo¢ pH in
volumen Zelod¢nega soka ter cas prehoda hrane skozi zelodec (Just in Daeschel, 2003;
Malagelada in sod. 1976; Malagelada 1977; Scarr in sod. 1989).

Pri koli¢ini dodane Zgane pijace smo se omejili na priporocila InStituta za varovanje
zdravja, to je 1 do 2 enoti alkohola na dan, kar odgovarja 0,3 dl oziroma 0,6 dl Zzgane
pijace (Bajt, 2010).

Da smo ohranili razmerje med koli¢ino hrane, Zelod¢nega soka in zauZzite zgane pijace, je
15 ml zgane pijace v modelu zelodca predstavljalo 0,03 1 zauzite pijace, medtem ko je 30
ml Zgane pijace v modelu zelodca predstavljalo 0,06 1 zauzite pija¢e (Carneiro in sod.,
2008; Just in Daeschel, 2003).

Sestavo kontrol smo izbrali tako, da bi bil vpliv dodatka Zgane pijace in vrste zivila na
prezivetje bakterij kar se da jasen (Carneiro in sod., 2008).

Za vsak poskus smo vzeli 4 vrecke za gnetilnik. Umetni Zelod¢ni sok, sterilno Zivilo in
sterilno vodo smo predhodno ogreli v vodni kopeli na 37 °C.

V prvo vrecko, ki je predstavljala model Zelodca z dodanim zivilom in Zgano pijaco, smo
aseptiCno prenesli 150 g umetnega zelod¢nega soka, 1 ml raztopine pepsina, 150 g
testiranega zivila in 15 ml oz. 30 ml testirane Zgane pijace.
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V drugo vrecko, ki je predstavljala kontrolo 1, s katero smo Zeleli lociti vpliv Zgane pijace
od vpliva zelod¢nega soka, smo asepti¢no prenesli 150 g umetnega Zelodénega soka, 1 ml
raztopine pepsina, 150 g testiranega zivila in 15 ml oz. 30 ml sterilne vode namesto
testirane zgane pijace.

V tretjo vrecko, ki je predstavljala kontrolo 2, s katero smo Zeleli lo¢iti vpliv zivila od
vpliva zelodénega soka, smo asepticno prenesli 150 g sterilne vode namesto umetnega
zelodEnega soka, 1 ml sterilne vode namesto raztopine pepsina, 150 g testiranega Zivila ter
15 ml oz. 30 ml sterilne vode, namesto testirane zgane pijace.

V cCetrto vrecko, ki je predstavljala kontrolo 3, s katero smo zeleli preveriti ucinek
zelod¢nega soka, smo asepti¢no prenesli 150 g umetnega zelod¢énega soka, 1 ml raztopine
pepsina, 150 g sterilne vode namesto testiranega zivila ter 15 ml oz. 30 ml sterilne vode
namesto testirane zgane pijace.

Vsebino sterilnih vreck za gnetilnik smo nato homogenizirali s pomoc¢jo gnetilnika 30

ey

Nato smo v tako pripravljene vreCke za gnetilnik asepticno dodali 1 ml 24-urne kulture
seva Salmonella Enteritidis, da smo dosegli zatetno koncentracijo 10° CFU/ml, zadeli
vsake vrecke smo po preteku 1, 15, 30, 60 in 120 minut odvzeli po 10 ml suspenzije in
prenesli v vrecko za gnetilnik, v katero smo nato dodali 90 ml fizioloske raztopine. Na ta
na¢in smo dobili prvo razredgitev 10", Pred vsakim odvzemom smo model Zelodca in

ey

so bile kontrole in model Zelodca shranjeni v inkubatorju pri 37 °C.

Vrecke za gnetilnik z 90 ml fizioloske raztopine in 10 ml suspenzije smo homogenizirali v
gnetilniku in asepticno odpipetirali 1 ml tako razredCene suspenzije v 9 ml fizioloske
raztopine. Vsebino smo nato premesali na vrtinénem mesalniku. Tako smo dobili drugo
razredGitev 10, Postopek smo ponavljali do razredéitve 10°. Po homogenizaciji smo iz
posamezne razredcitve odpipetirali po 0,1 ml na gojis¢e TSA, pri izvedbi poskusa z
navadnim jogurtom in majonezo pa smo uporabili selektivno gojis¢e XLD. Nato smo
suspenzijo s sterilno stekleno palcko razmazali po celotnem gojis¢u. Postopek smo
ponovili, da smo dobili rezultate v dveh paralelkah. Petrijevke smo nato inkubirali 24 ur
pri 37 °C. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in izraunali koncentracijo celic v
modelu Zelodca ter kontrolah. Steli smo samo tiste petrijevke, na katerih je zraslo od 15 do
300 kolonij. Koncentracijo smo izrac¢unali po enacbi (1).

3.2.4 Statisti¢na obdelava podatkov
Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket Prism 5 (GraphPad

Software, Version 5.0d, 2010). Z eksperimentalnim delom zbrane podatke smo pripravili
in uredili s programom Microsoft Office Excel (Microsoft, Version SP2 MSO, 2007).
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Ucinek Zgane pijace na prezivetje bakterij smo testirali s t-testom za odvisna vzorca
(enacba 2) pri 5 % tveganju s primerjavo Stevila prezivelih bakterij med modelom Zelodca
in kontrolo 1 posameznega zivila.

Ucinek umetnega zelod¢nega soka pri posameznem zivilu na prezivetje bakterij smo
testirali s t-testom za odvisna vzorca (enacba 2) pri 5 % tveganju s primerjavo Stevila
prezivelih bakterij med kontrolo 1 in kontrolo 2 posameznega Zivila.

Ucinek razli¢ne koli¢ine dodatka na prezivetje bakterij smo testirali s t-testom (enacba 2)
za odvisna vzorca pri 5 % tveganju s primerjavo Stevila prezivelih bakterij med modelom
zelodca z dodatkom 15 ml testirane zgane pijace in modelom Zelodca z dodatkom 30 ml
testirane zgane pijace.

Vpliv Casa izpostavljenosti modelu zelodca na prezivetje bakterij smo testirali s t-testom
(enacba 2) za odvisna vzorca pri 5 % tveganju s primerjavo Stevila prezivelih bakterij med
modeli zelodca vseh testiranih zivil na zacetku vzorcenja (po 1 minuti) in modeli zelodca
vseh testiranih zivil na koncu vzorcenja (po 120 minutah).

_ Xp— Ho
sp/v/n Q)

t — razlika med povprecjema dveh vzorcev
Xp — povprecna vrednost vzorca

Mo — povprecna vrednost populacije

sp — standardni odklon vzorca

n — Stevilo meritev v vzorcu

t
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu zelodca smo
zeleli potrditi domnevo, da imajo zgane pijace v modelu Zelodca s testiranimi zivili
protimikrobni ucinek, ki je bolj izrazit pri vecjih koli¢inah dodatka Zgane pijace in pri
zganih pijacah z zeliS¢nimi ekstrakti, hkrati pa preveriti, kak$no vlogo imajo razli¢ne vrste
zivil na prezivetje bakterij. Poleg tega smo Zeleli ugotoviti, kako se koncentracija Zivih
bakterij spreminja v odvisnosti od ¢asa izpostavljenosti modelu Zelodca s testiranimi zivili.

Metoda spremljanja protimikrobne aktivnost alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca je
eksperimentalna metoda, s katero se doloca koncentracijo prezivelih bakterij v odvisnosti
od casa. Do sedaj je bila uporabljena predvsem za testiranje protimikrobnega vpliva vina in
na razli¢ne patogene mikroorganizme (Carneiro in sod., 2008; Just in Daeschel, 2003).

Primerjali smo vpliv razli¢nih zganih pija¢ na prezivetje bakterij; vpliv dvojnega dodatka
zgane pijae na prezivetje bakterij; vpliv razlicnih vrst zivil na prezivetje bakterij seva
Salmonella Enteritidis ter hkrati spremljali spremembo koncentracije zivih bakterij v
odvisnosti od Casa.

Meritve so bile opravljene v dveh ponovitvah, pri katerih smo suspenzijo na plosce z
gojis¢em prenesli v dveh paralelkah. Podatki na krivuljah predstavljajo povprecne
vrednosti ponovitev.

Z dobljenimi rezultati smo narisali rastno krivuljo, ki je vsebovala meritve v ¢asih 1, 15,
30, 60 in 120 minut. Iz krivulj smo lahko razbrali, kako vpliva dodatek zgane pijace na
prezivetje bakterij v modelu zelodca.

Pri bakterijah seva S. Enteritidis smo pri 10® CFU/ml preizkusili protimikrobni u¢inek 15
ml in 30 ml dodane testirane zgane pijace v modelu Zelodca s testiranimi Zivili. Dodatek 15
ml testirane Zgane pijace predstavlja 0,03 1 zauZite zgane pijace, dodatek 30 ml pa 0,06 |
zauzite zgane pijace (Carneiro in sod., 2008). Koli¢ino dodatka smo izbrali na podlagi
priporocil Instituta za varovanje zdravja, ki priporoCa, da se pri uzivanju zganih pijac
omejimo na uzivanje 1 oz. 2 enot alkohola na dan (0,03 oz. 0,06 1 Zgane pijace na dan)
(Bajt, 2010).

Odlocili smo se, da zaradi boljSe preglednosti rezultatov iz grafov izlo¢imo rezultate
kontrole 3, saj je zaradi agresivnosti umetnega zelodénega soka koncentracija zivih
bakterij pri vseh poskusih ze po 1 minuti padla od 1 do 6 log enot, po 30 minutah pa zivih
celic nismo ve¢ zaznali.

4.1 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA S
STERILNIM MLEKOM

Na sliki 2 in 3 ter v prilogi A-1 in A-2 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo
preizkusili protimikrobni ucinek 15 in 30 ml vodke na bakterije seva S. Enteritidis v
modelu Zelodca z dodatkom sterilnega mleka, ter kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo
zeleli lociti vpliv Zgane pijace, umetnega zelod¢nega soka in zivila na prezivetje bakterij.
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Slika 2: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 15 ml vodke

Na sliki 2 vidimo, da se je v modelu Zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povpredju povedala za 0,34 log enote in celo presegla 10’ CFU/ml. Kontrola 1 (pove&anje
v povprecju za 0,31 log enote) nam je potrdila, da dodatek 15 ml vodke nima
protimikrobnega ucinka, saj se je bakterijska kultura obnasala zelo podobno kot v modelu
zelodca. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 2 povecala v povprecju za 0,46 log enote.
Statistina primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke
nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca (P>0,05). Statisticna primerjava
rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni zelod¢ni sok nima vpliva na
prezivetje bakterij v modelu zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).
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Slika 3: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 30 ml vodke

Na sliki 3 vidimo, da se je v modelu Zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povprecju povecala za 0,23 log enote. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 1 po 120
minutah povedala za 0,38 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Dodatek 30 ml vodke kaZe na
omejeno bakteriostaticno delovanje, saj je opazna nekoliko poCasnejSa rast v primerjavi s
kontrolo 1. Kontrola 2 (povecanje v povprecju za 0,48 log enote) kaze na enake lastnosti
zivila kot pri poskusu, pri katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali 15 ml vodke.
Statisti¢na primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek 30 ml vodke
nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisticna primerjava
rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni zelod¢ni sok nima vpliva na
prezivetje bakterij v modelu Zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).

Ko smo primerjali rezultate poskusa, pri katerem smo v model zelodca z mlekom dodali 15
ml vodke in poskus, pri katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali 30 ml vodke, smo
opazili, da dodatek 15 ml ni imel protimikrobnega ucinka na bakterije seva S. Enteritidis
/M 146, medtem ko je dodatek 30 ml vodke vplival na nekoliko niZjo stopnjo rasti.
Statisticna primerjava protimikrobnega ucinka obeh dodatkov je pokazala, da razli¢na
koli¢ina dodatka nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Tako
dodatek 15 ml kot tudi dodatek 30 ml nista dosegla Zelenega rezultata, to je zmanjSanja
koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave osebe.

4.2 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE ENCIAN V MODELU ZELODCA S
STERILNIM MLEKOM

Na sliki 4 in 5 ter v prilogi A-3 in A-4 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo
preizkusili protimikrobni u¢inek 15 in 30 ml Zgane pijace encian na bakterije seva S.
Enteritidis v modelu Zelodca z dodatkom sterilnega mleka, ter kontrole 1 in kontrole 2, s
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katerima smo zeleli lociti vpliv Zgane pijace, umetnega Zelod¢nega soka in Zivila na
prezivetje bakterij.
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Slika 4: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 15 ml enciana

Na sliki 4 vidimo, da se je v modelu Zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povpreéju povedala za 0,32 log enote in celo presegla 10’ CFU/ml. Kontrola 1 (poveanje
v povprecju za 0,41 log enote) nam je potrdila, da dodatek 15 ml enciana nima
protimikrobnega ucinka. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 2 povecala v povprecju za
0,51 log enote. Statisticna primerjava modela zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek
15 ml enciana nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisti¢na
primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni zelod¢ni sok nima
vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).
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Slika 5: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 30 ml enciana

Na sliki 5 vidimo, da se je v modelu Zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povprecju povecala za 0,11 log enote. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 1 po 120
minutah poveéala v povpre&ju za 0,27 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Dodatek 30 ml
enciana kaze na omejen bakteriostaticni ucinek, saj je opazna nekoliko pocasnejsa rast v
primerjavi s kontrolo 1. Kontrola 2 (povecanje v povprecju za 0,53 log enote) kaze na
enake lastnosti Zivila kot pri poskusu, pri katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali
15 ml enciana. Statisticna primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek
30 ml enciana nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisticna
primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni zelod¢ni sok nima
vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).

Ko smo primerjali rezultate poskusa, pri katerem smo v model zelodca z mlekom dodali 15
ml enciana in poskus, pri katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali 30 ml enciana,
smo opazili, da je imel dodatek 15 ml enciana v primerjavi s kontrolo 1 minimalni
bakteriostati¢en u¢inek na bakterije seva S. Enteritidis ZM 146, medtem ko je imel dodatek
30 ml enciana bolj izrazito bakteriostaticno delovanje. Statisticna primerjava
protimikrobnega ucinka obeh dodatkov je pokazala, da razlicna koli¢ina dodatka nima
vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Tako dodatek 15 ml kot tudi
dodatek 30 ml nista dosegla Zelenega rezultata, to je zmanjSanja koncentracije Zivih
bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave osebe.

4.3 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE PELINKOVEC V MODELU
ZELODCA S STERILNIM MLEKOM

Na sliki 6 in 7 ter v prilogi A-5 in A-6 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo
preizkusili protimikrobni uéinek 15 in 30 ml Zgane pijace pelinkovec na bakterije seva S.
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Enteritidis v modelu Zelodca z dodatkom sterilnega mleka, ter kontrole 1 in kontrole 2, s
katerima smo Zeleli lociti vpliv Zgane pijace, umetnega zelodénega soka in zivila na
prezivetje bakterij.
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Slika 6: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 15 ml pelinkovca

Na sliki 6 vidimo, da se je v modelu Zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povpre&ju povedala za 0,35 log enote in celo presegla 10’ CFU/ml. Kontrola 1 (poveganje
v povprecju za 0,40 log enote) nam je potrdila, da dodatek 15 ml pelinkovca nima
protimikrobnega ucinka. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 2 povecala v povprecju za
0,59 log enote. Statisticna primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek
15 ml pelinkovca nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisti¢na
primerjava rezultatov kontrole 2 in kontrole 1 je pokazala, da umetni zelod¢ni sok nima
vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).
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Slika 7: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
sterilnega mleka in 30 ml pelinkovca

Na sliki 7 vidimo, da se je v modelu zelodca koncentracija bakterij po 120 minutah v
povprecju povecala za 0,32 log enote. Koncentracija bakterij se je pri kontroli 1 po 120
minutah v povpredju povecala za 0,41 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Dodatek 30 ml
pelinkovca kaze na omejen bakteriostati¢ni ucinek, saj je opazna nekoliko pocCasnejsa rast
v primerjavi s kontrolo 1. Kontrola 2 kaze na enake lastnosti zivila kot pri poskusu, pri
katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali 15 ml pelinkovca (povecanje v povprecju
za 0,60 log enote). Statisticna primerjava modela zelodca in kontrole 1 je pokazala, da
dodatek 30 ml pelinkovca nima vpliva na preZivetje bakterij v modelu zelodca (P>0,05).
Statistina primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni zelod¢ni
sok nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca s sterilnim mlekom (P>0,05).

Ko smo primerjali rezultate poskusa, pri katerem smo v model zelodca z mlekom dodali 15
ml pelinkovca in poskus, pri katerem smo v model Zelodca z mlekom dodali 30 ml
pelinkovca, smo opazili, da je imel dodatek 15 ml pelinkovca v primerjavi s kontrolo 1
minimalni bakteriostatiéni u¢inek na bakterije seva S. Enteritidis ZM 146, medtem ko je
imel dodatek 30 ml pelinkovca zelo podobno bakteriostaticno delovanje. Statisti¢na
primerjava protimikrobnega ucinka obeh dodatkov je pokazala, da razlicna kolicina
dodatka nima vpliva na preZivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Tako dodatek 15 ml
kot tudi dodatek 30 ml nista dosegla Zelenega rezultata, to je zmanj$anja koncentracije
zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave osebe.

4.4 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJAC]@ VODKA V MODELU ZELODCA S
KASICO ZA DOJENCKE (ZELENJAVA, RIZ, PISCANEC)

Na sliki 8 in 9 ter v prilogi A-7 in A-8 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo
preizkusili protimikrobni u¢inek 15 in 30 ml Zgane pijaCe vodka na bakterije seva S.
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Enteritidis v modelu Zelodca z dodatkom kaSice za dojencke (zelenjava, riz, piS§¢anec), ter
kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo zeleli loCiti vpliv Zgane pijace, umetnega
zelod¢nega soka in zivila na prezivetje bakterij.

8.00
E
= 700
% ‘-ﬁ#’/”—:‘.
[e)]
o
=z
6,00 T | u . . .
0 20 40 60 80 100 120

t (min)
—#—Model Zelodca - 15 ml vodka, kasica (zelenjava, riz, piS§¢anec), SGF, razt.
pepsina, S. Enteritidis
——Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, kasica (zelenjava, riz, pis¢anec), SGF, razt.
pepsina, S. Enteritidis
=4—Kontrola 2 - 15 ml sterilna voda, kasica (zelenjava, riz, pis¢anec), sterilna
voda, sterilna voda, S. Enteritidis

Slika 8: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom kagice
za dojencke (zelenjava, riz, pis€anec) in 15 ml vodke

Na sliki 8 vidimo, da je koncentracija bakterij po preteku 120 minut v modelu Zelodca in
kontroli 1 ostala skoraj nespremenjena, medtem ko se je pri kontroli 2 v povprecju
povetala za 0,21 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Na podlagi rezultatov smo lahko
sklepali, da dodatek 15 ml vodke v modelu Zelodca s kaSico za dojencke (zelenjava, riz,
piScanec) nima protimikrobnega ucinka. Statisticna primerjava modela Zelodca in kontrole
1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca
(P>0,05). Statisti¢na primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni
zelod¢ni sok nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca s kaSico za dojencke
(zelenjava, riz, pis¢anec) (P>0,05).
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Slika 9: PreZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom kasice
za dojencke (zelenjava, riz, piscanec) in 30 ml vodke

Na sliki 9 vidimo, da je koncentracija bakterij po preteku 120 minut v modelu Zelodca in
kontroli 1 ostala skoraj nespremenjena, medtem ko se je pri kontroli 2 v povprecju
povecala za 0,27 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Na podlagi rezultatov smo lahko
sklepali, da dodatek 30 ml vodke v modelu Zelodca s kaSico za dojencke (zelenjava, riz,
piS€anec) nima protimikrobnega ucinka. Statisti¢na primerjava modela Zelodca in kontrole
1 je pokazala, da dodatek 30 ml vodke nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca
(P>0,05). Statisticna primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni
zelod¢ni sok nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(zelenjava, riz, pisc¢anec) (P>0,05).

Ko smo primerjali rezultate poskusa, pri katerem smo v model zelodca s kaSico za
dojencke (zelenjava, riz, pis¢anec) dodali 15 ml vodke in poskus, pri katerem smo v model
zelodca s kasSico za dojencke (zelenjava, riz, piscanec) dodali 30 ml vodke, smo opazili, da
niti dodatek 15 ml niti dodatek 30 ml vodke nista imela protimikrobnega ucinka na
bakterije seva S. Enteritidis ZM 146. Statisti¢na primerjava protimikrobnega u¢inka obeh
dodatkov je pokazala, da razli¢na koli¢ina dodatka nima vpliva na prezivetje bakterij v
modelu Zelodca (P>0,05). Tako dodatek 15 ml kot tudi dodatek 30 ml nista dosegla
zelenega rezultata, to je zmanjSanja koncentracije Zivih bakterij pod minimalno infektivno
dozo zdrave osebe.

4.5 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGAI\{E PIJAV(VZE VODKA V MODELU ZELODCA S
KASICO ZA DOJENCKE (KROMPIR, SPINACA, SMETANA)

Na sliki 10 ter v prilogi A-9 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni ucinek 15 ml zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom kaSice za dojencke (krompir, Spinaca, smetana), ter kontrole 1 in
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kontrole 2, s katerima smo Zeleli lociti vpliv Zgane pijace, umetnega zelod¢nega soka in
zivila na preZivetje bakterij.
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Slika 10: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
kasice za dojencke (krompir, Spinaca, smetana) in 15 ml vodke

Na sliki 10 vidimo, da je koncentracija bakterij po preteku 120 minut v modelu zelodca in
kontroli 1 ostala skoraj nespremenjena, medtem ko se je pri kontroli 2 v povprecju
povedala za 0,38 log enote in presegla 10’ CFU/ml. Na podlagi rezultatov smo lahko
sklepali, da dodatek 15 ml vodke v modelu Zelodca s kaSico za dojencke (krompir, Spinaca,
smetana) nima protimikrobnega uc¢inka. Statisticna primerjava modela Zelodca in kontrole
1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca
(P>0,05). Statisti¢na primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni
zelod¢ni sok nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu zelodca s kaSico za dojencke
(krompir, Spinaca, smetana) (P>0,05). Z dodatkom 15 ml vodke nismo dosegli zelenega
rezultata, to je znizanja koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave
osebe.

4.6 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA S
KASICO ZA DOJENCKE (BRESKEV, RIZ)

Na sliki 11 ter v prilogi A-10 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni u¢inek 15 ml Zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom kaSice za dojencke (breskev, riz), ter kontrole 1 in kontrole 2, s
katerima smo zeleli lociti vpliv zgane pijace, umetnega zelod¢nega soka in zivila na
prezivetje bakterij.



Kranjc L. Vpliv zZganih pijac na prezivetje bakterij seva Sa/monella Enteritidis v modelu Zelodca.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011 34
8,00 1
£
>
5 7,00 -
o * A
2
=z
6,00 [ | | ] . |
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
=+—Model zelodca - 15 ml| vodka, kaSica (breskev, riz), SGF, razt. pepsina, S.
Enteritidis
—8—Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, kasica (breskev, riz), SGF, razt. pepsina, S.
Enteritidis

=4—Kontrola 2 - 15 ml sterilna voda, kasSica (breskev, ri7), sterilna voda, sterilna
voda, S. Enteritidis

Slika 11: PreZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
kaSice za dojencke (breskev, riz) in 15 ml vodke

Na sliki 11 vidimo, da je koncentracija bakterij po preteku 120 minut v modelu zelodca
padla v povprec¢ju za 0,57 log enote, kontroli 1 za 0,45 log enote, medtem ko je pri kontroli
2 ostala skoraj nespremenjena. Na podlagi rezultatov smo lahko sklepali, da ima dodatek
15 ml vodke v modelu Zelodca s kaSico (breskev, riz) minimalno protimikrobno delovanje,
medtem ko se kombinacija otroske kaSice (breskev, riZz) ter umetnega Zelod¢nega soka
ravno tako izkaze s protimikrobnim delovanjem. Statisti¢na primerjava modela Zelodca in
kontrole 1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva na preZivetje bakterij v
modelu zelodca (P>0,05). StatistiCna primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je
pokazala, da umetni Zelod¢ni sok vpliva na zmanjsanje Stevila prezivelih bakterij v modelu
zelodca s kaSico za dojencke (breskev, riz) (P<0,05). Kljub protimikrobnem delovanju
umetnega Zelodénega soka v testiranem zivilu nismo dosegli Zelenega rezultata, to je
znizanja koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave osebe.

4.7 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA Z
NAVADNIM JOGURTOM

Na sliki 12 ter v prilogi A-11 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni u¢inek 15 ml Zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom navadnega jogurta, ter kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo zeleli
lo¢iti vpliv Zgane pijaCe, umetnega zelod¢nega soka in zivila na prezivetje bakterij.



Kranjc L. Vpliv zZganih pijac na prezivetje bakterij seva Sa/monella Enteritidis v modelu Zelodca.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011 35
7,00
E —h
o
o 6.00 1
o
2
=
5 ,00 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
t (min)

=—Model Zelodca - 15 ml vodka, jogurt, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis
=8-Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, jogurt, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis

—4—Kontrola 2 - 15 ml sterilna voda, jogurt, steriina voda, sterilna voda, S.
Enteritidis

Slika 12: PreZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
navadnega jogurta in 15 ml vodke

Na sliki 12 vidimo, da je koncentracija zivih bakterij tekom vzorCenja padala in se je po
preteku 120 minut v povpre¢ju zmanjSala za 1,36 log enote, kontroli 1 za 1,06 log enote in
kontroli 3 za 0,39 log enote. Na podlagi rezultatov smo lahko sklepali, da ima najvecji
protimikrobni uc¢inek model Zzelodca z dodatkom 15 ml; sledi mu kontrola 1 s
protimikrobnim delovanjem pa se izkaze tudi samo testirano zivilo (kontrola 3). Statisticna
primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva
na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisticna primerjava rezultatov
kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni Zelod¢ni sok vpliva na zmanjSanje Stevila
prezivelih bakterij v modelu Zelodca z navadnim jogurtom (P<0,05). Kljub
protimikrobnem delovanju Zelod¢nega soka, nismo dosegli Zelenega rezultata, to je
znizanja koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdrave osebe.

4.8 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA Z
MAJONEZO

Na sliki 13 ter v prilogi A-12 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni u¢inek 15 ml Zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom kaSice za majoneze, ter kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo zeleli
lo¢iti vpliv Zgane pijace, umetnega zelod¢nega soka in zivila na prezivetje bakterij.
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——Model Zelodca - 15 ml vodka, majoneza, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis
——Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, majoneza, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis

—i—Kontrola 2 - 15 ml sterilna voda, majoneza, sterilna voda, sterilna voda, S.
Enteritidis

Slika 13: PreZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
majoneze in 15 ml vodke

Na sliki 13 vidimo, da je koncentracija zivih bakterij v modelu zelodca in kontroli 1 padla
pod mejo zaznave (manj kot 10 CFU/ml) ze v ¢asu homogenizacije, medtem ko je v
kontroli 2 po preteku 120 minut ostala skoraj nespremenjena. Statisticna primerjava
rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni Zelod¢ni sok vpliva na
zmanjSanje Stevila prezivelih bakterij v modelu Zelodca z majonezo (P<0,05). Na podlagi
rezultatov lahko sklepamo, da kombinacija majoneze in umetnega Zelodénega soka ustvari
neugodno okolje za prezivetje bakterij, medtem ko ima sama majoneza bakteriostaticne
lastnosti. Koncentracija Zivih bakterij je v modelu zelodca padla pod minimalno infektivno
dozo zdrave osebe, vendar je kontrola 1 potrdila, da gre protimikrobni vpliv pripisati
umetnemu Zelodénemu soku in ne dodatku Zgane pijace.

4.9 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA Z
RAZDETIM PURANOM

Na sliki 14 ter v prilogi A-13 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni ucinek 15 ml zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom razdetega purana, ter kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo zeleli
lociti vpliv Zgane pijaCe, umetnega zelod¢nega soka in zivila na prezivetje bakterij.
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=—®—Model zZelodca - 15 ml vodka, puran, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis
=S—Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, puran, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis

—&—Konlrola 2 - 15 ml slerilna voda, puran, slerilna voda, slerilna voda, S.
Enteritidis
Slika 14: Prezivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
razdetega purana in 15 ml vodke

Na sliki 14 vidimo, da je koncentracija zivih bakterij v modelu zelodca in kontroli 1 po
preteku 120 minut ostala skoraj nespremenjena, medtem ko se je v kontroli 2 v povprecju
povecala za 0,36 log enote. Na podlagi rezultatov smo lahko sklepali, da dodatek 15 ml
vodke v modelu Zelodca z razdetim puranom nima protimikrobnega ucinka. Statisticna
primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva
na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisticna primerjava rezultatov
kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni Zelod¢ni sok nima vpliva na preZivetje
bakterij v modelu zelodca z razdetim puranjim mesom (P>0,05). Z dodatkom 15 ml vodke
nismo dosegli zelenega rezultata, to je zniZzanja koncentracije zZivih bakterij pod minimalno
infektivno dozo zdrave osebe.

4.10 PROTIMIKROBNI UCINEK ZGANE PIJACE VODKA V MODELU ZELODCA S
FILEJEM OSLICA

Na sliki 15 ter v prilogi A-14 so zbrani rezultati poskusa, v katerem smo preizkusili
protimikrobni u¢inek 15 ml Zgane pijace vodka na bakterije seva S. Enteritidis v modelu
zelodca z dodatkom fileja oslica, ter kontrole 1 in kontrole 2, s katerima smo Zeleli lociti
vpliv Zgane pijace, umetnega Zelodénega soka in zivila na prezivetje bakterij.
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—&—Model Zelodca - 15 ml vodka, osli¢, SGF, razt. pepsina, S. Enteritidis
—8-Kontrola 1 - 15 ml sterilna voda, osli¢, SGF, razt. pepsina. S. Enteritidis

—&—Kontrola 2 - 15 ml sterilna voda, osli¢, sterilna voda, sterilna voda, S.
Enteritidis
Slika 15: PreZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM 146 v modelu Zelodca z dodatkom
fileja oslic¢a in 15 ml vodke

Na sliki 15 vidimo, da se je v modelu zelodca koncentracija zivih bakterij po 120 minutah
v povpre&ju povetala za 0,38 log enote in celo presegla 10’ CFU/ml. Kontrola 1 nam je
potrdila, da dodatek 15 ml vodke nima protimikrobnega ucinka, saj se je bakterijska
kultura obnasala zelo podobno kot v modelu Zelodca (povecanje v povprecju za 0,28 log
enote). S pomocjo kontrole 2 smo ugotovili, da so fileji osli¢a ustvarili pogoje, ugodne za
rast bakterij izbranega seva, saj so rezultati kontrole 2 (povecanje v povprecju za 0,28 log
enote) zelo podobni rezultatom modela Zelodca kot tudi rezultatom kontrole 1. Statisticna
primerjava modela Zelodca in kontrole 1 je pokazala, da dodatek 15 ml vodke nima vpliva
na prezivetje bakterij v modelu Zelodca (P>0,05). Statisticna primerjava rezultatov
kontrole 1 in kontrole 2 je pokazala, da umetni Zelod¢ni sok nima vpliva na preZivetje
bakterij v modelu Zelodca s fileji osli¢a (P>0,05). Z dodatkom 15 ml vodke nismo dosegli
zelenega rezultata, to je znizanja koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno
dozo zdrave osebe.

4.11 PRIMERJALNA ANALIZA REZULTATOV

V diplomski nalogi smo na podlagi eksperimentalnega dela spoznali, da dodatek testiranih
zganih pijac v koli¢inah, ki jih priporoCa InStitut za varovanje zdravja, ne vpliva na
prezivetje bakterij seva S. Enteritidis v modelu zelodca s testiranimi zivili. Dodatek Zzgane
pijate v testiranih koli¢inah ni znizal koncentracije zivih bakterij pod minimalno
infektivno dozo zdravega ¢loveka. Ugotovili smo tudi, da je prezivetje omenjenih bakterij
odvisno od vrste zivila in prisotnosti umetnega zelod¢nega soka.

Izkazalo se je tudi, da je koncentracija Zivih bakterij v kontroli 3, s katero smo preizkusali
protimikrobni u¢inek umetnega zelodénega soka, pri vseh poskusih Ze po 1 minuti padla
od 1 do 6 log enot, po 30 minutah pa Zivih celic nismo ve¢ zaznali. Sklepali smo, da nizek
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pH Zelod¢nega soka ustvari zelo neugodne pogoje za rast bakterij seva S. Enteritidis.
Rezultati raziskav Zhuja in sodelavcev (2006) ter Cotterja in sodelavcev (2001) so potrdili,
da ima Zelod¢ni sok izrazito protimikrobno delovanje na razlicne vrste patogenih
mikroorganizmov.

4.11.1 Vpliv Zganih pija¢ na prezZivetje bakterij seva Salmonella Enteritidis v modelu
Zelodca s testiranimi Zivili

Protimikrobni vpliv Zganih pija¢ smo dolocali v modelu Zelodca, ki je bil do sedaj
preizkuSen predvsem za testiranje protimikrobne ucinkovitosti vina in razli¢nih
protimikrobnih snovi (Carneiro in sod., 2008, Just in Daeschel, 2003).

V modelu Zelodca smo uporabili koncentracijo 10° CFU/ml bakterij seva S. Enteritidis ZM
146. Koncentracijo smo izbrali na podlagi podatkov, ki navajajo 10° - 10® CFU/ml kot
minimalno infektivno dozo pri zdravem cloveku (Milohnoja, 2003). Rezultati raziskav
Carneira in sodelavcev (2008) ter Justa in Daeschela (2003), opravljenih v modelu zelodca
z razli¢nimi bakterijskimi vrstami, so pokazali na sinergisti¢no protimikrobno delovanje
vina in umetnega Zelod¢nega soka.

Statisti¢na primerjava podatkov modela Zelodca in kontrole 1, s katerima smo Zeleli lociti
protimikrobni vpliv Zgane pijace in umetnega zelod¢nega soka, je za vsakega od opisanih
poskusov pokazala, da dodatek testiranih Zganih pija¢ nima protimikrobnega ucinka na
bakterije seva S. Enteritidis ZM 146.

Ko smo naSe rezultate primerjali z rezultati raziskav Carneira in sodelavcev (2008) ter
Justa in Daeschela (2003), ki so za alkoholno pija¢o v modelu Zelodca uporabili vino, smo
ugotovili, da gre bolj izrazit protimikrobni vpliv vina pripisati ve¢jemu volumnu zauzite
pijace, nizkemu pH, prisotnosti fenolnih snovi in organskih kislin v vinu.

4.11.2 Vpliv Zganih pija¢ z zeliS¢nim ekstraktom na preZivetje bakterij seva S.
Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi zivili

Rezultati raziskav Rodriguez Vaquera in sodelavcev (2007) ter Lina in sodelavcev (2005)
so pokazali, da imajo razli¢ne alkoholne pijace (vino, vodka) z dodanimi ekstrakti in vi§jo
vsebnostjo antioksidantov, ve¢jo protimikrobno aktivnost kot enake alkoholne pijace brez
dodatka omenjenih snovi.

Na podlagi omenjenih raziskav smo sklepali, da bomo podobne rezultate dosegli tudi v
modelu zelodca. Eksperiment smo zasnovali tako, da smo namesto vodke uporabili zgano
pijaco encian, ki vsebuje ekstrakt rastline Gentiana lutea, in zgano pijaco pelinkovec, ki
vsebuje ekstrakt rastline Artemisia absinthium, za zivilo pa uporabili sterilno mleko.

Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da dodatek testiranih Zganih pija¢ nima
znacilnega vpliva na preZivetje bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi
zivili, zato smo na podlagi teh rezultatov sklepali, da Zgani pijac¢i encian in pelinkovec v
modelu Zelodca s sterilnim mlekom nimata vecje protimikrobne aktivnosti kot Cisti zitni
destilat — vodka.
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Nase ugotovitve so se razlikovale od raziskav Rodriguez Vaquera in sodelavcev (2007) ter
Lina in sodelavcev (2005). Odstopanje smo pripisali razliénim metodam dela in uporabi
razlicnih bakterijskih vrst, saj je nasa raziskava potekala v modelu Zelodca z bakterijami
seva S. Enteritidis, medtem ko so v omenjeni raziskavi uporabili metodo difuzije v agarju z
bakterijami vrste Listeria monocytogenes oziroma Helicobacter pylori.

4.11.3 Vpliv koli¢ine dodatka Zgane pijace na preZivetje bakterij seva S. Enteritidis v
modelu Zelodca s testiranimi Zivili

Rezultati raziskav Carneira in sodelavcev (2008), ki so v modelu Zelodca preizkusili
protimikrobno delovanje vina, so pokazali, da ima dodatek vina v vecjih koli¢inah
izrazitejSe protimikrobno delovanje na patogene bakterije kot ga ima manjSa koli¢ina
dodatka.

Na podlagi omenjene raziskave smo sklepali, da lahko podobne rezultate dosezemo tudi s
bakterijami seva S. Enteritidis in zganimi pijatami vodka, encian in pelinkovec.

V modelu Zelodca s sterilnim mlekom smo preizkusili protimikrobno delovanje 15 in 30
ml zganih pija¢ vodka, enican in pelinkovec; v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(zelenjava, riZ, piS€anec) pa protimikrobno delovanje 15 in 30 ml zgane pijace vodka.

Dodatek 15 ml vodke predstavlja 0,03 1 zauzite zgane pijace, dodatek 30 ml pa 0,06 1
zauzite zgane pijace (Carneiro in sod., 2008). Koli¢ino dodatka smo izbrali na podlagi
priporocil Instituta za varovanje zdravja, ki priporoCa, da se pri uzivanju zganih pijac
omejimo na uzivanje 1 oz. 2 enot alkohola na dan (0,03 oz. 0,06 1 zgane pijace na dan)
(Bajt, 2010).

Statisti¢na primerjava podatkov je pokazala, da dodatek vecje kolicine (30 ml) katerekoli
izmed testiranih zganih pija¢ (vodka, encian, pelinkovec) v modelu Zelodca z mlekom
nima vpliva na preZivetje bakterij seva S. Enteritidis v primerjavi z manjSo koli¢ino
dodatka (15 ml) omenjenih pijac (P>0,05).

Statisticna primerjava podatkov je pokazala, da dodatek vecje koli¢ine (30 ml) vodke v
modelu Zelodca s kaSico za dojencke (zelenjava, riz, pis€anec) nima vpliva na prezivetje
bakterij seva S. Enteritidis v primerjavi z manjSo koli¢ino dodatka (15 ml) omenjene pijace
(P>0,05).

Ko smo primerjali rezultate nasega poskusa z rezultati poskusov Carneira in sodelavcev
(2008), ki so za alkoholno pijaco uporabili vino, smo ugotovili, da gre vecji protimikrobni
vpliv vina pripisati ve¢jemu volumnu zauzite pijace, nizkemu pH, prisotnosti fenolnih
snovi in organskih kislin v vinu.

4.11.4 Vpliv vrste Zivila na preZivetje bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca
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Zivila so raznolik Zivljenjski prostor mikroorganizmov. Dejavnike okolja, ki vplivajo na
prezivelost in rast mikroorganizmov v Zivilih, delimo na notranje (intrinzi¢ne), zunanje
(ekstrinzi¢ne), procesne in implicitne (Smole Mozina in Bem, 2003).

S poskusom v modelu zelodca smo skusali ugotoviti predvsem vpliv intrinzi¢nih
dejavnikov zivil na prezivetje bakterij seva S. Enteritidis.

V modelu zelodca smo preizkusili lastnosti naslednjih zivil: sterilno mleko, navadni jogurt,
kaSica za dojencke (zelenjava, riz, pisCanec), kaSica za dojencke (krompir, Spinaca,
smetana), kaSica za dojencke (breskev, riz), majoneza, fileji oslia in razdeto puranje meso.

Rezultati eksperimentalnega dela so delno potrdili domnevo, da sestava Zzivila vpliva na
prezivetje bakterij v modelu Zelodca.

Statisticna primerjava rezultatov kontrole 1 in kontrole 2 posameznega zivila je pokazala,
da ima umetni zelod¢ni sok protimikrobno delovanje v modelu zelodca z navadnim
jogurtom, otroSko kasSico (breskev, riz) in majonezo, saj se je Stevilo prezivelih bakterij v
omenjenih zivilih znacilno zmanjSalo, medtem ko je analiza rezultatov ostalih testiranih
zivil pokazala, da zelod¢ni sok nima vpliva na prezivetje bakterij v modelu Zelodca.

Izkazalo se je tudi, da ima navadni jogurt brez dodanega umetnega zelod¢nega soka
protimikrobne lastnosti (prisotnost mlecne kisline, nizek pH, interakcije z drugimi
mikroorganizmi); majoneza (mikrostruktura zivila, nizek pH, prisotnost organskih kislin,
NaCl) in kaSica za dojencke (breskev, riz) (nizek pH in nizka a, vrednost, prisotnost
organskih kislin) pa bakteriostati¢ne lastnosti (Smole Mozina in Bem, 2003).

4.11.5 Vpliv ¢asa izpostavljenosti modelu Zelodca s testiranimi Zivili na preZivetje
bakterij seva S. Enteritidis

Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da Cas izpostavljenosti modelu Zelodca ne
vpliva na preZivetje bakterij seva S. Enteritidis, in da lahko protimikrobno delovanje
pripiSemo lastnostim posameznega zivila in umetnemu Zelodénemu soku.

StatistiCna primerjava Stevila bakterij v modelih Zelodca vseh testiranih zivil na zacetku
poskusa in Stevila bakterij v modelih zelodca vseh testiranih zivil na koncu poskusa je
pokazala, da cas izpostavljenosti modelu Zelodca nima vpliva na prezivetje bakterij v
modelu zelodca (P>0,05).

Nase ugotovitve so se razlikovale od izsledkov raziskav Carneira in sodelavcev (2008) ter
Justa in Daeschela (2003), ki so pokazale, da daljsi kot je Cas izpostavljenosti modelu
zelodca z dodanim zivilom, nizZja je koncentracija zivih bakterij. Odstopanje smo pripisali
uporabi razli¢nih bakterijskih vrst in sevov, saj smo v naSem poskusu uporabili bakterije
seva S. Enteritidis, medtem ko so v omenjenih raziskavah uporabili bakterije vrste
Campylobacter jejuni oz. bakterije seva Salmonella Typhimurium.
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5 SKLEPI

V eksperimentalnem delu naloge smo raziskovali protimikrobni ucinek razli¢nih Zganih
pija¢ na bakterije seva S. Enteritidis v modelu Zelodca z dodanim zivilom. Pri tem smo
uporabljali razlicne koli¢ine dodatkov komercialno proizvedenih Zzganih pijac, in sicer
vodke, enciana in pelinkovca, ter primerjali njihovo ucinkovitost. Zanimalo nas je tudi,
kako na prezivetje bakterij v modelu Zelodca vplivajo razlicne vrste zivil ter cas
izpostavljenosti modelu zelodca s testiranimi zivili.

Za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti zganih pija¢ smo uporabili metodo spremljanja
protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca. Za ovrednotenje u¢inkovitosti
zganih pija¢ smo dolocili spremembo koncentracije zivih bakterij. Na podlagi rezultatov
smo opisali vpliv Zgane pijace, vrste Zgane pijace, koliCine dodatka zgane pijace, vrste
zivila in vpliv ¢asa izpostavljenosti modelu Zelodca s testiranimi zivili.

Na podlagi eksperimentalnega dela lahko podamo naslednje sklepe:

e Dodatek Zgane pijace nima protimikrobnega ucinka na bakterije seva S. Enteritidis v
modelu Zelodca s testiranimi Zivili.

e Zgane pijate z zelisénimi ekstrakti nimajo vedjega protimikrobnega uéinka kot Gisti
zitni destilat (vodka) na bakterije seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi
zivili.

e Koli¢ina dodane Zgane pijace nima vpliva na prezivetje bakterij seva S. Enteritidis v
modelu zelodca s testiranimi zivili.

e Vrsta zivila vpliva na zmanjSano prezivetje bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca
z majonezo, kasico za dojencke (breskev, riz) in navadnim jogurtom; v modelu zelodca
z ostalimi testiranimi Zivili umetni Zelod¢ni sok nima vpliva na zmanjSano prezivetje
bakterij.

e Cas izpostavljenosti modelu Zelodca s testiranimi Zivili nima vpliva na zmanj$ano
prezivetje bakterij seva S. Enteritidis.
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6 POVZETEK

Med okuzbami s patogenimi mikroorganizmi so najpogostejSe okuzbe s hrano (Gould,
2004). Sodobni potrosnik Zeli vedno manj predelano hrano, ki pa predstavlja boljSe okolje
za razvoj mikroorganizmov. Ena izmed moznosti spoprijemanja s patogenimi
mikroorganizmi je wuporaba tradicionalnih nacinov predelave in uzivanja hrane.
Mehanizem delovanja alkohola je precej dobro raziskan, zato smo zeleli z eksperimentom
v modelu Zelodca potrditi domnevo, da ima uZivanje Zganih pija¢ v Zelodcu sinergisti¢ni
protimikrobni u€inek na bakterije seva Sa/monella Enteritidis.

Zelodec je organ prebavnega trakta, delovanje katerega je nadzorovano po hormonalni in
nevralni poti (Guyton in Hall, 2006). Delovanje tako kompleksnega organa je izjemno
tezko ponazoriti, priblizajo se mu lahko le redki bioreaktorski sistemi.

Izkazalo se je, da je zivilo v ve€ini primerov nevtraliziralo umetni zelod¢ni sok, kar v
telesu preprecujejo razlicni mehanizmi, zato bi se rezultati v bolj kompleksnem modelu
zelodca morda razlikovali. Poleg klorovodikove kisline, ki predstavlja najvecjo oviro za
prezivetje mikroorganizmov v Zelodcu, obstajajo v Zelodcu Se druge protimikrobne snovi
(kot je npr. nitrit v slini, ki v kislem okolju zelodca tvori dusikovo (III) kislino) (Xu, Xu in
Verstraete, 2001), ki jih v nasem eksperimentu nismo upostevali.

Tekom izdelave diplomske naloge smo prisli do spoznanj, da testirane koliine Zganih
pija¢ vodke, enciana in pelinkovca nimajo protimikrobnega u¢inka na bakterije seva S.
Enteritidis v modelu Zelodca s testiranimi Zzivili. Ugotovili smo tudi, da je prezivetje
bakterij v modelu zelodca odvisno predvsem od vrste zivila in prisotnosti umetnega
zelodénega soka.

Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da umetni Zelod¢ni sok vpliva na zmanj$ano
prezivetje bakterij v modelu Zelodca z majonezo, navadnim jogurtom in kaSico za dojencke
(breskev, riz); v modelu Zelodca z ostalimi testiranimi zivili pa umetni Zelod¢ni sok nima
vpliva na zmanjsanje Stevila zivih bakterij. Na podlagi rezultatov smo sklepali, da uzivanje
zganih pijac, in sicer vodke, enciana in pelinkovca, v testiranih koli¢inah ne more
zmanjsati koncentracije zivih bakterij pod minimalno infektivno dozo zdravega ¢loveka, in
da lahko protimikrobno in bakteriostaticno delovanje pripiSemo predvsem umetnemu
zelodénemu soku in lastnostim posameznih zivil.

Rezultati raziskav Carneira in sodelavcev (2008) ter Justa in Daeschela (2003) so pokazali,
da ima vino v modelu Zelodca izrazit protimikrobni uc¢inek, vendar predvsem zaradi vecje
zauzite koliine v primerjavi z Zganimi pijacami, nizkega pH, visoke vsebnosti organskih
kislin in fenolnih snovi.

Spoznanja, do katerih smo prisli z eksperimentalnim delom, so lahko pomembna za
posameznike, ki morajo zaradi zdravstvenih razlogov jemati zdravila, ki zmanjSujejo
koli¢ino izlocene klorovodikove kisline v Zelodcu (npr. inhibitorji protonske Crpalke), saj
je zaradi zdravil normalno izlo€anje Zelod¢nega soka onemogoceno (Smith, 2003).
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Raziskovalno podrocje je zaradi pogostosti alimentarnih infekcij zelo zanimivo za nadaljne
raziskave. S kompleksnejSimi izvedbami modela Zelodca (in ostalih delov prebavnega
trakta) bi veljalo preizkusiti vpliv razli¢nih Zzivil in protimikrobnih sredstev na prezivetje
razli¢nih vrst patogenov v tem okolju.
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PRILOGE

Priloga A-1: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s sterilnim mlekom in
dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,74 +£ 0,09 6,76 £ 0,14 6,86+ 0,14 5,61

15 6,66 0,17 6,74 £ 0,20 6,87 +£0,25 2,15
30 6,79+ 0,21 6,84+ 0,21 6,94 + 0,30 0,95*+ 0
60 6,93 +£ 0,35 6,91 +£0,19 7,05+0,32 0,95*+ 0
120 7,07 £0,14 7,07 £0,10 7,31 +£0,19 0,95*+ 0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-2: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s sterilnim mlekom in
dodatkom 30 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,74 + 0,04 6,85+0,2 6,80 £ 0 6,04

15 6,72 £ 0,09 6,78+ 0 6,76 = 0,03 0,95* £ 0
30 6,75 £ 0,05 6,75 £ 0,02 6,78 £0,03 0,95*+ 0
60 6,79+ 0 6,85 +0,03 7,87 £0,03 0,95*+ 0
120 6,97 £0,01 7,24 £ 0,09 7,28 £0,19 0,95*+ 0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-3: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s sterilnim mlekom in
dodatkom 15 ml enciana, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,36 0,01 6,85+ 0,04 6,86 £ 0,05 2,60

15 6,84 +0,12 6,88 +0 6,88 0,14 1,56
30 6,85+ 0,03 6,89 + 0,02 6,87 +0,17 0,95* £ 0
60 6,95 +0,13 7,00 +0,11 7,03 +0,17 0,95* £ 0
120 7,18 +0,10 7,25 +£0,03 7,37 +£0,09 0,95* £ 0

* manj kot 10 CFU/ml
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Priloga A-4: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s sterilnim mlekom in
dodatkom 30 ml enciana, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,78 = 0,03 6,83 + 0,03 6,80 + 0,02 3,36

15 6,830 6,81 +£0,02 6,82 +0,01 0,95* £ 0
30 6,78 £ 0,05 6,82 £0,01 6,88 = 0,05 0,95*+0
60 6,77 £ 0,10 6,80 £ 0,02 6,94 + 0,07 0,95*+0
120 6,90 + 0,15 7,10 £ 0,15 7,33+0,17 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-5: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s sterilnim mlekom in
dodatkom 15 ml pelinkovca, doloena z metodo spremljanja protimikrobne
aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,76 £ 0,02 6,78 = 0,03 6,78 = 0,06 4,48

15 6,80 + 0,02 6,72 +0,01 6,80 + 0,02 0,95* £ 0
30 6,78 £ 0,09 6,83 = 0,09 6,80+ 0,10 0,95*%+0
60 6,79 £ 0,04 6,85+ 0 6,94 + 0,02 0,95*+0
120 7,11 £0,05 7,18 +£0,14 7,37 £ 0,09 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-6: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca sterilnim mlekom in
dodatkom 30 ml pelinkovca, doloena z metodo spremljanja protimikrobne
aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija Zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,77 £ 0,02 6,82 £ 0,01 6,80+ 0,02 4,00

15 6,85 +0,08 6,81 0,03 6,830 0,95*+0
30 6,83 £0 6,79 = 0,06 6,89 + 0,05 0,95*+0
60 6,81 +£0,03 6,86 +0,11 6,97 +0,03 0,95*+0
120 7,09 +0,17 7,23 +0,04 7,39 +0,07 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml




Kranjc L. Vpliv zZganih pijac na prezivetje bakterij seva Sa/monella Enteritidis v modelu Zelodca.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011 53

Priloga A-7: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(zelenjava, riz, piS¢anec) ter dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja
protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,84 + 0,09 6,88 +£0,13 6,83 + 0,05 3,96

15 6,75+ 0,05 6,78 £ 0,02 6,82+ 0,07 3,63
30 6,78 £ 0,15 6,73 £0,10 6,79 = 0,09 0,95*+0
60 6,76 £ 0,02 6,73 £ 0,06 6,79 £ 0,02 0,95*+0
120 6,82 + 0,06 6,83 £0,11 7,040 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-8: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(zelenjava, riz, piS¢anec) ter dodatkom 30 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja
protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,69 = 0,06 6,75+ 0,07 6,75+ 0,09 5,59 £0,02
15 6,73 +0,13 6,79 = 0,06 6,77 +£0,21 2,08

30 6,74 +£ 0,12 6,68 + 0,01 6,74 + 0,02 0,95* £ 0
60 6,73 +0,18 6,79 £ 0,10 6,77 £ 0,14 0,95* +0
120 6,74 £ 0,09 6,74 £ 0,12 7,02 £0,08 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-9: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(krompir, Spinaca, smetana) ter dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo
spremljanja protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija Zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,78 £ 0,07 6,78 + 0,05 6,78 £ 0,08 3,67 +3,35
15 6,80+ 0 6,78 = 0,04 6,82 +0,01 2,20+ 1,44
30 6,72 £ 0,06 6,78 + 0,05 6,73 £ 0,03 0,95* +0
60 6,74 £ 0,06 6,74 £ 0,06 6,78 £ 0,03 0,95* +0
120 6,77 £ 0,05 6,75+ 0,11 7,16 £ 0,02 0,95* +0

* manj kot 10 CFU/ml
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Priloga A-10: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s kaSico za dojencke
(breskev, riz) ter dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja
protimikrobne aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,70 £ 0,04 6,68 = 0,05 6,71 £ 0,02 5,94 + 0,80
15 6,44 £ 0,03 6,48 £ 0,02 6,72 +£0,01 0,95* 0

30 6,46 +0 6,44 + 0,01 6,74 + 0,02 0,95* +0

60 6,29 £ 0,05 6,30 = 0,09 6,74 + 0,02 0,95*+0

120 6,13 £0,02 6,23 £ 0,07 6,74 + 0,01 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-11: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca z navadnim
jogurtom in dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne
aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,68 = 0,06 6,72 £ 0,04 6,75+ 0,07 5,27 +£0,33
15 6,52+0 6,50 = 0,08 6,68 = 0,08 0,95*% £ 0

30 6,36 = 0,08 6,34 +0,12 6,62 + 0,04 0,95* £ 0

60 6,01 £0,10 6,11 +0,10 6,49 + 0,08 0,95% £ 0

120 5,34 +0,31 5,66 +0,02 6,36 £0,15 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-12: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca z majonezo in
dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija Zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 0,95+ 0 0,95*+0 6,73 £ 0,01 5,83 +0,88
15 0,95*+0 0,95*+0 6,75 £ 0,02 0,95*+0

30 0,95*+0 0,95*+0 6,76 + 0,01 0,95*+0

60 0,95*+0 0,95*+0 6,66 £ 0,03 0,95*+0

120 0,95*+0 0,95*+0 6,63 £ 0,07 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml
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Priloga A-13: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca z razdetim puranjim
mesom in dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne

aktivnosti alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml)

(min.) | Model Zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,89 £ 0,02 6,91 +0,2 6,89 + 0,04 4,35+1,03
15 6,89 + 0,02 6,88 + 0,12 6,86 + 0,11 0,95*+0
30 6,85+ 0,03 6,87 £0,05 6,84 = 0,08 0,95* £ 0
60 6,89 + 0,01 6,85 +0,01 6,91 £ 0,03 0,95*% +0
120 6,91 +£0,01 6,88 + 0,03 7,25+ 0,03 0,95* £ 0

* manj kot 10 CFU/ml

Priloga A-14: Rast bakterij seva S. Enteritidis v modelu Zelodca s fileji osli¢a in
dodatkom 15 ml vodke, dolo¢ena z metodo spremljanja protimikrobne aktivnosti
alkoholnih pija¢ v modelu Zelodca

Cas Koncentracija zivih bakterij N (log CFU/ml

(min.) | Model zelodca Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3
1 6,72 +0,11 6,85+ 0,08 6,87 £ 0,02 4,93 + 0,25
15 6,83 + 0,01 6,86 = 0,06 6,84 £ 0,10 1,81

30 6,87 £ 0,02 6,87 £ 0,04 6,82 +0,01 0,95* £ 0

60 6,94 + 0,02 6,89 = 0,08 7,85+ 0,05 0,95*%+0

120 7,10 £ 0,02 7,13 +£0,02 7,14 £ 0,09 0,95*+0

* manj kot 10 CFU/ml




