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1UVvOD

Mikrobiota gastrointestinalnega trakta je zelo kompleksen ekosistem. Slina spira bakterije iz
ustne votline (zob, dlesni in hrane) v Zelodec, kjer jih zaradi nizke vrednosti pH zelod¢nega
soka vecina pomre. V zelodcu je bakterij zelo malo. Bakterijska populacija v tankem ¢revesju
postopoma narasca od duodenuma do distalnega dela ileuma. Na zacetku tankega Crevesja
(duodenum in jejunum) je mikrobiota po sestavi in Stevilcnosti podobna kot v Zelodcu. V
distalnem delu ileuma kompleksnost in koncentracija mikroflore Ze moc¢no naraste, saj doseze
10°-10° bakterij/ml vsebine, prevladujejo pa bakterije rodov Bacteroides, Bifidobacterium in
Clostridium. V debelem ¢revesju Stevilo bakterij drasti¢no naraste in doseze vrednosti tudi do
10%%/ml blata, kar je 1/3 suhe teZe blata. Tudi kompleksnost mikroflore naraste, ve¢inski delez
pa predstavljajo striktni anaerobi (Goldin, 2003).

Eden od stranskih u¢inkov zdravljenja z antibiotiki je diareja. Ta se lahko pojavi kmalu po
zaCetku jemanja, in to pri priblizno 5-39 % ljudi, odvisno od definicije diareje, vrste
antibiotika in mnogo dejavnikov, ki se med posamezniki moc¢no razlikujejo. Mehanizem
driske, ki jo povzroc¢i antibioticno zdravljenje, Se ni povsem znan. Lahko se pojavi v obliki
blazjih prebavnih moten;j ali resnih psevdomembranskih kolitisov, ki jih povzro¢i razraséanje
bakterij vrste C. difficile. V vecini primerov antibiotiki spremenijo normalno mikrobioto v
prebavilih, kar vodi do razras€anja patogenov, spremeni se metabolizem ogljikovih hidratov
in Zol¢nih kislin, poveca se produkcija kratkoveriznih maScobnih kislin, nastanejo spremembe
v mukoznem in sistemskem imunskem odzivu. Antibiotiki pa imajo tudi neposreden alergijski
in toksi¢ni uc¢inek na mukozo v prebavilih, na funkcijo imunskih celic ter gibljivost crevesja.

Zauzitje probiotikov lahko pozitivno ucinkuje na prvotno mikrobioto, lahko prepreé¢i tudi
porusenje ravnovesja zaradi jemanja antibiotikov in S tem drisko. Kar nekaj probioti¢nih
sevov (Lactobacillus (L.) rhamnosus GG, Bifidobacterium (B.) longum, Enterococcus
faecium in Saccharomyces boulardii), ki so jih preizkusili v klini¢nih Studijah, je dalo
spodbudne rezultate. Torej se je Stevilo bolnikov z drisko kot stranskim u¢inkom zmanjsalo.
Mnoge Studije pa niso pokazale nobenih pozitivnih rezultatov. Dokazano je tudi, da lahko ima
kombinacija ve¢ vrst probioti¢nih bakterij ve¢jo ucinkovitost kot probioti¢ni pripravek, ki
vsebuje le eno vrsto bakterij, saj imajo probioti¢ne bakterije v kombinaciji sinergisti¢en
ucinek (Koning in sod., 2007; Timmerman in sod., 2004).

Najve¢ danes znanih probioticnih mikroorganizmov pripada rodovoma Lactobacillus in
Bifidobacterium, kar je delno posledica njihove tradicionalne povezave z zdravjem, naravne
prisotnosti v prebavnem traktu in fermentirani hrani ter tudi statusa GRAS (Generally
Recognized as Safe).

Da probiotik opravi svojo pozitivno vlogo v prebavnem traktu, mora najprej preziveti prehod
do Crevesja in ga vsaj zaCasno naseliti. To pomeni, da mora uspesno tekmovati za zivljenjski
prostor v mikrobno zelo naseljenem okolju, ki ima zaradi fiziologije gostitelja svoje
znalilnosti. Odpornost proti nizkim vrednostim pH (Zelodec) in Zolcu, proizvodnja
protimikrobnih snovi ter sposobnost adhezije na ¢revesno sluznico so osnovne lastnosti, ki jih
morajo imeti probioti¢ni sevi (Klaenhammer in Kullen, 1999; Saarela in sod., 2000). Do
nedavnega je veljalo, da bakterije ucinkovito inducirajo imunski odgovor in stabilizirajo
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¢revesno zasCito le, Ce so se sposobne vezati na ¢revesno sluznico. Vendar nove raziskave, ki
proucujejo komunikacije (angl. crosstalk) med bakterijami in ¢revesno sluznico, kazejo na to,
da adhezija ni vedno nujna. Vsekakor pa izboljsa sposobnost tekmovanja s patogenimi
bakterijami in njihovo selektivno izlocanje s Crevesne povrSine (Ouwehand in sod., 1999;
Saarela in sod., 2000).

Uporaba probiotikov kot prehranskih dopolnil je dobila v zadnjih letih izjemne razseznosti.
Lahko re¢emo, da se na policah trgovin vsakodnevno pojavljajo novi probioti¢ni izdelki,
Ceprav SO glede vpliva na zdravje le redke probioti¢ne bakterije dovolj znanstveno proucene.
Probiotiki so namenjeni predvsem preventivi, to je vzdrZevanju ravnotezja Crevesne
mikrobiote in spodbujanju imunskega sistema v smislu utrjevanja odpornosti organizma. Tako
lahko pomagajo preprecevati ¢revesne infekcije, potovalne driske, driske pri zdravljenju z
antibiotiki, zavirati Skodljive encimske aktivnosti in prepreCevati simptome sekundarne
laktozne intolerance (Salminen in sod., 1998a).

Za probioti¢ne preparate veljajo naslednja merila (Hose in Sozzi, 1991):

vsebovati morajo visoko Stevilo Zivih mikroorganizmov,

biti morajo obstojni,

mikroorganizmi morajo ¢im bolje preziveti prehod skozi GI-trakt,
mikroorganizmi se morajo biti sposobni naseliti v Gl-traktu,
preparati morajo biti nepatogeni in ne smejo vsebovati toksinov,
zeleno je, da preparati vsebujejo vec sevov.

0 O O O O O

O tem, ali je bolje, Ce preparati vsebujejo vec sevov, so mnenja deljena. Z vklju¢evanjem vec
sevov sicer lahko razSirimo domet delovanja, treba pa je dobro prouditi tudi njihovo
medsebojno delovanje, ki je vc€asih lahko antagonisticno. Vsekakor pa morajo preparati
dokazano uc¢inkovati na gostitelja. S tehnoloSkega staliS¢a je zazeleno, da kultivacija bakterij
ni prezahtevna ter da dobro prezivijo strese, ki so jim izpostavljene med tehnoloskim
postopkom.

1.1 NAMEN NALOGE IN DELOVNA HIPOTEZA

Diplomsko delo je del obsirnejse studije, v kateri smo na odraslih prostovoljcih raziskovali
ucinkovitost probioti¢nega pripravka z laktobacili in bifidobakterijami za prepreevanje drisk,
ki so posledica terapije z antibiotiki. Uzivanje antibiotikov za zdravljenje okuzb s patogenimi
bakterijami spremljajo zacasne spremembe v mikrobioti prebavil in blata, kot so zmanjSanje
Stevila vseh bakterij v ¢revesni sluznici in vsebini Crevesne svetline ali spremenjeno razmerje
med posameznimi skupinami mikroorganizmov. Posledica sprememb so pogosto tudi driske
ali druge prebavne tezave. Iz literature je znano, da izbrani probioti¢ni mikroorganizmi lahko
pomagajo vzdrzevati mikrobno ravnovesje v prebavilih in prepreCevati omenjene stranske
ucinke terapije z antibiotiki.

Cilj naloge je bil ugotoviti, ali uzivanje antibiotikov (skupina placebo) oz. antibiotikov in
probiotikov (testna skupina) vpliva na koncentracijo (kolonijske enote KE/g blata) naslednjih
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skupin mikroorganizmov v blatu: rodovi Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus,
Staphylococcus, druzina Enterobacteriacea in kvasovke.

Pri bifidobakterijah smo Zeleli zastopanost v blatu ljudi iz probioti¢ne skupine in skupine, ki
je prejemala placebo, ugotoviti ne samo s kultivacijskimi metodami, ampak tudi s
kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (PCR v realnem casu). Eden od
ciljev je bil tudi ugotoviti uporabnost metode PCR v realnem c¢asu, ki ne zahteva kultivacije
mikroorganizmov, za kvantifikacijo bifidobakterij v blatu.

Delovne hipoteze:

e Uzivanje antibiotikov (skupina placebo) oz. antibiotikov in probiotikov (testna
skupina) bo vplivalo na koncentracijo (KE/g) izbranih skupin mikroorganizmov
(Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Enterobacteriacea in
kvasovke) v blatu, ugotovljenih z metodo Stetja na ploscah.

e V blatu posameznikov, ki bodo med terapijo z antibiotiki in $e en teden po koncani
terapiji uzivali probioti¢ni pripravek, bo koncentracija laktobacilov in bifidobakterij
vecja kot v skupini placebo.

e Morebitne spremembe v koncentraciji bifidobakterij v blatu bo mogoce ugotoviti tudi
z metodo PCR v realnem casu.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MIKROBIOLOGIJA PREBAVNEGA TRAKTA

Mikrobiota prebavnega trakta je verjetno eden od najkompleksnej$ih mikrobnih ekosistemov,
kar jih poznamo. Naravna mikrobna populacija, ki naseljuje prebavni trakt, je zelo dobro
prilagojena in izjemno stabilna, kar so pokazale Stevilne raziskave. Med posamezniki in
starostnimi skupinami se zelo razlikuje, pri posamezniku pa je stabilna in mo¢no vpliva na
njegovo fiziologijo. Vsaka sprememba v mikrobnem ravnotezju lahko povzroci preobrat iz
koristnega v Skodljivo delovanje (Fooks in sod., 1999; Gismondo in sod., 1999; Tannock,
2001).

S tem ko se probiotiki vezejo na ¢revesno sluznico, zasedejo mesto za morebitne patogene
bakterije, glivice ali viruse, ki bi sicer kolonizirali ¢revo. Poleg tega sintetizirajo mnoge
metabolite (mle¢na, ocetna kislina) in bakteriocine, ki inhibirajo rast nezazelenih
mikroorganizmov, ter tako krepijo ¢revesno sluznico, ki deluje kot bariera (Turpin in sod.,
2010).

Slika 1: Kolonizacija ¢revesnih bakterij na mikrovilih (povrSina tankega Crevesja), posneto z
elektronskim mikroskopom (Weng in Walker, 2006)

Cloveski prebavni trakt naseljuje okrog 1000 bakterijskih vrst, od tega 30—40 vrst predstavlja
95 % populacije v Crevesju. V zelod¢ni vsebini je zaradi kislega okolja in posledicno nizke

vrednosti pH manj bakterij kot v drugih delih ¢revesja. Stevilo bakterij v gramu vsebine
zelodca se giblje pod 10° (Bibek in Arun, 2008).

V tankem &revesu (ileum in jejunum) je med 10° in 10’ KE/g &revesne vsebine, v debelem
crevesu (kolon) se Stevilo bakterij poveca na 10°-10% KE/g. V tankem crevesu prevladujejo
Stevilne vrste rodov Lactobacillus in Enterococcus, v debelem pa druzina Enterobacteriaceae
in razlicne vrste Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium, Eubacterium, Enterococcus,
Bifidobacterium in Lactobacillus (Bibek in Arun, 2008).
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Preglednica 1: Porazdelitev mikrobiote v Gl-traktu ljudi (Goldin, 2003)

St. bakterij/ml
Odsek v Gl-traktu Vrsta bakterij vsebine
Zelodec Streptococcus 10'-10?
Lactobacillus 10'-10?
Duodenum in jejunum Streptococcus 10%-10*
Lactobacillus 10°-10"
Veillonella 10*-10*
lleum Bacteroides 10*-10°
Clostridium *
Streptococcus *
Lactobacillus *
Enterobacteria *
Bifidobacterium *
Debelo ¢revo in blato Bacteroides 10
Bifidobacterium 10%°-10%
Enterobacter 100
Peptococcus 10"
Clostridium 100
Fusobacterium 10°-10%
Streptococcus 10°-10%
Lactobacillus 10°-10°
Veillonella 10°-10°
Legenda:

* s ni podatka

Slika 2: Zdrava mikrobiota (a) in nezdrava mikrobiota (b) v ¢revesju (Mulder, 2004)
2.1.1 Razvoj €revesne mikrobiote

Oblikovanje cCrevesne mikrobiote se zaCne takoj po rojstvu. Bakterije iz materinega
genitalnega trakta in Crevesne vsebine naselijo dojenckov GI-trakt med porodom. Po treh
dneh zivljenja lahko iz blata izoliramo bakterije rodu Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium in Enterobacter. Vecinski delez bakterijske populacije (90 %) v blatu sedem dni
starih dojenckov, ki so hranjeni z materinim mlekom, predstavljajo bifidobakterije, medtem
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ko pri zalivanc¢kih prevladuje Enterobacterium. Pri starosti en mesec previladujejo
bifidobakterije tako pri zalivanckih kot pri dojenckih, hranjenih z materinim mlekom. S
prehodom na normalno hrano mikrobiota postane kompleksnej$a, poveca se Stevilo bakterij
rodu Bacteroides in gram pozitivnih kokov (Goldin, 2003).

Po drugem letu starosti je mikrobiota ¢ podobna kot pri odraslih. Studije, ki so bile
opravljene med starejSimi ljudmi (med 70. in 90. letom), pa so pokazale, da se Stevilo bakterij
Lactobacillus, Streptococcus, Enterobacter in Clostridium perfringens poveca, stevilo rodu
Bifidobacterium pa zmanjsa (Goldin, 2003).

Oblikovanje mikrobiote je tudi genetsko dolo¢eno. Takoj po rojstvu se mikrobiota prebavnega
trakta spreminja hitro, ¢ez ¢as pa se stabilizira. Spremembe v prehrani, stres in jemanje
zdravil (antibiotikov) spremenijo ¢revesno mikrobioto, ki pa se hitro vrne v prvotno stanje, ko
ti dejavniki niso ve€ prisotni. Vaahtovuo in sod. (2003) navajajo, da imajo enojajéni dvojcki
bolj podobno mikrobioto kot pa dvojajéni dvojcki.

Misi, ki so bile aklimatizirane pod enakimi pogoji, so en teden prejemale ciprofloxacin in
klindamicin. Antibiotik je pricakovano spremenil njihovo ¢revesno mikrobioto, po kon¢anem
prejemanju antibiotikov pa se je v enem tednu obnovila (Vaahtovuo in sod., 2003).

2.1.2 Stimulacija imunskega sistema

Gastrointestinalni trakt je meja med zunanjim in notranjim okoljem, zato kar ¢etrtino mukoze
tvorijo limfati¢ni vozli¢i, razprSeni limfociti, plazmatke, makrofagi in eozinofilci (Kagnoff in
sod., 1995). Zascitna sluznica, ki prekriva Crevesni epitel, je preteZzno sestavljena iz mucinskih
glikoproteinov, ki jih izloajo Casaste celice. In vitro Studije na epitelnih celi¢nih tkivnih
kulturah, ki proizvajajo sluz, in Studije na gnotobiénih zivalih so pokazale, da lahko ¢revesne
bakterije ali pa vnetni mediatorji gostitelja spremenijo izrazanje mucinskega gena, sestavo
sluzi in izloCanje sluzi (Deplancke in Gaskins, 2001).

2.2 ROD Bifidobacterium

Bifidobakterije (B.) so obvezno anaerobne, negibljive, nesporogene, po Gramu pozitivne
palicaste bakterije, ki ogljikove hidrate fermentativno presnavljajo v mle¢no in ocetno kislino
kot glavna produkta. V &loveskem debelem érevesu dosezejo koncentracijo 10%-10° KE/g, kar
jih uvrs¢a med najpomembnejSe organizme ¢revesne biote. Bifidobakterije humanega izvora
uporabljajo tudi v proizvodnji probioti¢nih izdelkov (npr. B. bifidum, B. animalis subsp.
lactis, B. longum in druge vrste). Probiotike nasploh uporabljajo tudi pri izdelavi
fermentiranih izdelkov, ki niso mle¢nega izvora, kot so rastlinski (kislo zelje, razni izdelki iz
soje in drugih zitaric), mesni (salame) in ribji izdelki ter izdelki iz stro¢nic, dodajajo pa jih
tudi sadnim sokovom (Adami¢ in sod., 2003; Rivera-Espinoza in Gallardo-Navarro, 2010).

Heksoze razgrajujejo prek posebnih metabolnih poti z encimom fruktoza-6-fosfoketolaza.
Optimalno rastejo pri vrednostih pH 6—7. Optimalna temperatura za to je 37—41 °C, rastejo pa
tudi pri 43—45 °C, ane pod 25 °C (Gomes in Malcata, 2006).
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Bb-12 je komercialno ime za bakterijski sev vrste B. animalis subsp. lactis, ki je zas¢iteno s
strani proizvajalca Chr. Hansen z Danskega. Sev Bb-12 je anaeroben in zelo pocasi raste v
mleku. Laktozo pretvarja v L-mle¢no kislino. Je zelo stabilen in dobro odporen proti Kislinam
ter produktom fermentacije. Optimalna temperatura za rast seva Bb-12 je 37—40 °C (Chr.
Hansen Company, 2001).

Mitto in sod. (2006a) so raziskovali prezivelost probioticnih mikroorganizmov Lactobacillus
F19, L. acidophilus NCFB 1748 in B. animalis subsp. lactis Bb-12 v gastrointestinalnem
traktu (GIT) odraslih. Teh mikroorganizmov pred eksperimentom ni bilo v mikrobioti
testiranih oseb. Probiotike so zauzili v obliki jogurta. Lactobacillus F19 in B. animalis subsp.
lactis Bb-12 sta dobro prezivela pot skozi GIT, L. acidophilus NCFB pa slabse. Odkrili so
tudi povecano Stevilo bifidobakterij, ki ga niso mogli pripisati sevu B. animalis subsp. lactis
Bb-12, zato so sklepali, da je probioti¢ni jogurt pozitivno vplival na razmnoZzevanje
endogenih bifidobakterij. Nekaj tednov po prenehanju uzivanja jogurta probioti¢ni
mikroorganizmi iz njega niso bili ve¢ prisotni v blatu testiranih oseb. Izjema je bila le ena
oseba, pri kateri so s kolonoskopijo dokazali adhezijo seva B. animalis subsp. lactis Bb-12 na
epitelne celice. Pri njej so v blatu najdevali B. animalis subsp. lactis Bb-12 ves ¢as trajanja
eksperimenta.

Ouwehand in sod. (2000) navajajo, da se v prisotnosti laktobacilov Lactobacillus GG in L.
delbrueckii subsp. bulgaricus adhezija seva B. lactis Bb-12 povec¢a. Poskus so opravili in vitro
z radioaktivno oznacenimi bakterijami, ki so se vezale na humane ileostomske glikoproteine.
Vezava seva B. lactis Bb-12 se je v prisotnosti navedenih laktobacilov povecala z 18 % na 44
%, Ce je bil sev inkubiran v prisotnosti obeh. Kombinacija teh bakterij ima torej sinergisti¢ni
ucinek na vezavo Crevesnih celic.

Alander in sod. (2001) navajajo, da sta se ob zauZitju sirupa, ki je vseboval 60 % prebiotika
galaktooligosaharida (GOS), v kombinaciji z bakterijskim sevom B. lactis Bb-12 povecala
kolonizacija in preZivetje tega seva v gastrointestinalnem traktu ljudi. Prostovoljci so dva
tedna pred Studijo dvakrat na dan dobivali 125 ml nesladkanega jogurta z nizko vsebnostjo
mascob. Nato so jih naklju¢no razdelili v tri skupine po deset ljudi. Prva skupina je dvakrat na
dan prejemala samo sirup z GOS, druga samo pripravek z B. lactis Bb-12 in tretja oboje.
Dnevna doza GOS je bila 8,1 g, B. lactis Bb-12 pa 3 x 10™° KE. V tem &asu se je Stevilo seva
B. lactis Bb-12 v prvih dveh skupinah rahlo povecalo, statisticno znacilno pa v tretji skupini,
ki ga je prejemala v kombinaciji z GOS. Po enem tednu je bilo Stevilo bifidobakterij $e zmeraj
enako, po dveh tednih pa je zacelo upadati. Med posamezniki so opazili velike variacije v
Stevilu bifidobakterij.
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Slika 3: Bifidobakterije, posnete z elektronskim mikroskopom (Biavati in sod., 2000)

2.3 ROD Lactobacillus

Bakterije tega rodu spadajo med najpomembnejSe mle¢nokislinske bakterije, ki so hkrati
najpomembnej$a skupina industrijsko uporabnih bakterij v Zivilstvu. To so po Gramu
pozitivne dolge ali kokoidne, negibljive in nesporogene pali¢ice. V okolju z nizko vrednostjo
pH po Gramu postanejo negativne. Ne vsebujejo porfirinov in citokromov, nimajo transportne
verige elektronov, energijo pa pridobivajo izkljuéno s fermentacijo sladkorjev. Glede odnosa
do kisika so aerotolerantni anaerobi. Prehransko so zahtevni, poleg fermentabilnih sladkorjev
potrebujejo mnogo rastnih dejavnikov, kot so aminokisline, vitamini in organske baze.

Laktobacili se lahko razmnozujejo pri temperaturah 2—35 °C (odvisno od vrste), optimum je
med 30 °C in 40 °C. Rastejo pri vrednostih pH 3,0—7,0, minimalna vrednost a,, za rast pa je
okoli 0,90. Glede na kon¢ne produkte presnove jih delimo v dve skupini:

e homofermentativne, pri katerih je kon¢ni produkt razgradnje glukoze mle¢na kislina;
e heterofermentativne, ki iz glukoze tvorijo mle¢no in ocetno kislino ter druge
produkte, med njimi pline, npr. ogljikov dioksid (Adami€ in sod., 2003).

Nekatere vrste laktobacilov lahko izboljSajo izkoristek hranilnih snovi v crevesju. Imajo
veliko encimov, zato lahko razgradijo snovi, kot so inulin, a-galaktooligosaharidi in
rezistentni skrob, ki sicer neprebavljeni povzro¢ajo napenjanje. Podobno lahko izkoris¢ajo
nekatere antinutritivne snovi, kot so kelati, fitati in tanini, ki v prebavnem traktu delujejo kot
kelati in vezejo kovinske ione (Zelezo, cink, magnezij in kalcij).

V manjsih koli¢inah lahko sintetizirajo tudi vitamine, posebno tiste iz skupine B (riboflavin,
folat in kobalamin). Tako je npr. L. plantarum WCFS1 sposoben sintetizirati 6 ng folata/ml
krvne plazme, L. plantarum TSB 304 pa 16 ng folata/l krvne plazme. Nekateri, kot je L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CSCC 5168 in CSCC 2505, pa porabljajo folat. VVsekakor pa je
produkcija teh vitaminov pod priporo¢eno dnevno dozo, tako da jih je treba zagotavljati s
hrano (Turpin in sod., 2010).
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S pripenjanjem na epitelne celice lahko okrepijo Crevesno obrambo pred patogenimi
bakterijami tako, da zasedejo mesto vezave ali s sintezo raznih metabolitov (mle¢na in ocetna
kislina, H,O,, NO, bakteriocini) zavrejo njihov razvoj.

La-5 je komercialno ime za bakterijski sev vrste Lactobacillus acidophilus. Ime je zas¢iteno s
strani proizvajalca Chr. Hansen z Danskega. Gre za mikroaerofilno kulturo, ki pocasi raste v
mleku. Laktozo pretvarja v D-mle¢no kislino. Optimalna temperatura rasti La-5 je med 37 in
40 °C (Chr. Hansen Company, 2001).

Stevilni sevi vrste Lactobacillus acidophilus, med njimi tudi sev La-5, so probiotiéni. Ta vrsta
je sicer pomemben del mikrobiote Gl-trakta. Medellin-Pena in Griffiths (2008) sta dokazala,
da L. acidophilus La-5 proizvaja biolosko aktivne molekule, ki pri enterohemoragi¢ni E. coli
(EHEC) 0157:H7 zavirajo produkcijo signalnih molekul Al-2 (avtoinducer). Te so ob
zadostni koncentraciji odgovorne za izrazanje dolocenih genov pri EHEC 0157:H7, ki
izrazajo virulentne faktorje. Poskus so opravili in vitro na Hep-2 in HeLa celi¢nih kulturah in
in vivo na misih. Pri obeh poskusih so ugotovili, da L. acidophilus La-5 vpliva na sistem
celicne signalizacije (Al-2), s tem zmanj$a virulenco EHEC 0157:H7 in posledi¢no prepreci
adhezijo na epitelne celice.

Slika 4: Laktobacili, posneti z elektronskim mikroskopom (Mulder, 2004)

Okuzba z bakterijo Helicobacter pylori je povezana z gastritisom in ulkusom na Zelodcu in
dvanajstniku ter celo z malignomom. Uspeha zdravljenja s probiotiki niso ugotovili, pri
uzivanju bakterijske vrste Lactobacillus johnsonii pa so opazili zmanjSano aktivnost encima
ureaze (Bazzoli in sod., 1992; Michetti in sod., 1999).

Dommels in sod. (2009) so raziskovali prezivetje Lactobacillusa reuterija DSM 17938 in
Lactobacillusa rhamnosusa GG v gastrointestinalnem traktu ljudi, ki so uzivali probioti¢ni
namaz z nizko vsebnostjo mascob. V Studijo je bilo vklju€enih 42 posameznikov, ki so jih
razdelili v tri skupine. Prva skupina (placebo) je dnevno prejemala 20 g namaza brez
probioti¢nih kultur, druga po 20 g namaza, ki je vseboval 5 x 10° KE/g seva L. reuteri DSM
17938, in tretja skupina 20 g namaza s kulturo L. rhamnosus GG v koncentraciji 5 x 10° KE/g.
Poskus je trajal tri tedne, vzorce blata so analizirali pred zacetkom poskusa in ob koncu. V
prvi skupini (placebo) ni bilo statisticno znacilne razlike, v drugih dveh skupinah pa se je po
treh tednih Stevilo laktobacilov povecéalo. Uporabili so metodo Stetja na ploséi, ki so jo podprli
tudi s kvantitativno analizo PCR.
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2.4 PROBIOTIKI

Probiotiki so Zivi mikroorganizmi, ki, dodani hrani ali krmi, vplivajo na fiziologijo gostitelja
tako, da okrepijo ¢revesni in sistemski imunski odgovor ter izbolj$ajo prehransko in mikrobno
ravnovesje v prebavilih (Naidu in sod., 1999).

Uzivanje fermentiranih mle¢nih izdelkov je povezano tudi z zniZzanjem ravni serumskega
holesterola pri ljudeh. To pripisujejo dvema moznima vzrokoma. Nekateri laktobacili so
sposobni metabolizirati holesterol iz hrane, s ¢imer se zmanjSa koli¢ina absorbiranega
holesterola. Drugi mozni vzrok pa je, da lahko nekateri laktobacili dekonjugirajo Zol¢ne soli,
ki se tako ne morejo reabsorbirati v kri. Tako jetra za sintezo Zol¢a uporabijo serumski
holesterol, kar posledi¢no povzroCi znizanje koncentracije serumskega holesterola v krvi
(Bibek in Arun, 2008).

Sevard in sod. (2011) so v klini¢ni $tudiji ugotavljali vpliv uzivanja probioti¢nega jogurta, Ki
je vseboval seva B. animalis subsp. lactis Bb-12 in L. acidophilus La-5, na stevilo teh bakterij
v blatu odraslih ter ne vsebnosti trigliceridov in holesterola v krvi. Pred eksperimentom so
prostovoljcem izmerili teZo, obseg pasu, krvni tlak in vsebnost mascob v krvi. Izvidi so bili v
mejah normale, kontrolna (placebo) in testna skupina pa se pred poskusom med seboj nista
bistveno razlikovali. Po S§tirih tednih uZivanja jogurta se je pri testni skupini Stevilo
bakterijskih sevov B. animalis subsp. lactis Bb-12 in L. acidophilus La-5 v primerjavi s
kontrolno skupino bistveno povecalo. Skupno Stevilo anaerobnih bakterij, Bacteroides,
klostridijev in enterobakterij se ni bistveno spremenilo, zmanj$alo pa se je Stevilo potencialno
patogenih enterokokov. Tudi telesna teza, obseg pasu, krvni tlak in trigliceridi ter holesterol v
krvi so ostali nespremenjeni.

Ataie-Jafari in sod. (2009) so dokazali, da je uzivanje probioti¢nih jogurtov v primerjavi z
navadnimi pri moskih s poviSanimi vrednostmi serumskega holesterola opazno zniZalo
vrednosti.

Laktozna intoleranca je posledica nizkih koncentracij (hipolaktazija) encima B-galaktozidaze,
Ki razgrajuje mlecni sladkor (laktozo) na galaktozo in glukozo, ali pa odsotnosti tega encima
(alaktazija) v celicah Crevesnega epitela. Neprebavljena in zato neabsorbirana laktoza
povzroci z o0smozo pogojeno izloCanje vode v tankem ¢revesu, skrajSuje ¢as prehoda ¢revesne
vsebine po prebavni cevi in moti absorpcijo vode v debelem Erevesju, kjer postane substrat za
fermentacijo. To povzroci slabost, drisko in napenjanje. Fermentirani mle¢ni izdelki vsebujejo
manj laktoze kot mleko, poleg tega pa mlecnokislinske bakterije pri prehajanju skozi Zelodec
prispevajo k spros€anju laktaze, zato bolniki takSne izdelke prenasajo bolje od mleka (Fuller,
1991; Orel, 2001).

Probiotiki lahko koristno ucinkujejo tudi pri preprecevanju raka debelega Crevesa, tako da
zavirajo rast bakterij, ki z izloCanjem encimov aktivirajo prokancerogene spojine Vv
kancerogene (nitritne in azoucinkovine), ter zmanj$ajo obremenitve ¢revesa in organizma s
kancerogeni (Orrhage in sod., 1994). Ze Goldin in Gorbach (1984) sta navajala, da L.
acidophilus N-2 inhibira delovanje encimov B-glukoronidaze, nitroreduktaze in azoreduktaze.
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Probiotiki pa proizvajajo tudi kratke mascobne kisline, kot sta propionat in butirat, ki
povecujejo frekvenco izloCanja blata, s ¢imer se zmanjsa koncentracija kancerogenih spojin in
encimov v ¢revesju ter posledi¢no incidenca raka na debelem c¢revesu (Parvez in sod., 2006;
Bibek in Arun, 2008). Butirat ima ugoden ucinek na DNA, pospeSuje razmnoZzZevanje
normalnih enterocitov, zavira razmnozevanje ze spremenjenih celic in poveca odpornost celic
proti oksidativnim okvaram, npr. z vodikovim peroksidom (Treptow-van Lishaut in sod.,
1999).

Mlecnokislinske bakterije lahko tudi na svojo celi¢no steno vezejo mutagene oz. kancerogene
snovi, npr. heterocikli¢éne amine, ki nastajajo pri pecenju mesa.

Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki se uporabljajo kot probiotiki (Gardiner in sod., 2002)

Laktobacili Bifidobakterije | Enterokoki Ostali
L. acidophilus B. bifidum E. faecium | Saccharomyces boulardii
L. plantarum B. infantis E. faecalis | Lactococcus lactis subsp. lactis
L. casei B. adolescentis Lactococcus lactis subsp. cremoris
L. rhamnosus B. longum Leuconostoc mesenteroides
L. delbrueckii spp. bulgaricus | B. breve Propionibacterium freudenreichii
L. fermentum B. lactis Pediococcus acidilactici
L. johnsonii Streptococcus thermphilus
L. gasseri Escherichia coli
L. salivarius
L. reuteri

Legenda:
subsp...... podvrsta
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Preglednica 3: Klini¢ni u¢inki nekaterih probioti¢nih sevov (Mattila-Sandholm s sod., 1999)

Probioti¢ni sev Klini¢ni udinki pri ljudeh

Lactobacillus GG ATCC 53103 vezava na Crevesne celice, zmanjSanje
fekalne encimske aktivnosti, preprecevanje
drisk (antibiotiki, akutne), zdravljenje in
preprecevanje rotavirusnih drisk, modulacija
imunskega odgovora

Lactobacillus johnsonii LJ-1 (LA-1) prepreCevanje potovalne driske, modulacija
¢revesne mikrobiote, blazenje simptomov
laktozne intolerance, izboljSanje imunske
odpornosti, pomo¢ pri zdravljenju okuzb z
bakterijo Helicobacter pylori

Bifidobacterium lactis (bifidum) Bb-12 prepreCevanje potovalne driske, zdravljenje
virusnih drisk (tudi rotavirusne), modulacija
crevesne mikrobiote, izboljSanje imunske

odpornosti

Lactobacillus reuteri ATCC 55730 naselitev  Crevesa, skrajSanje rotavirusne
driske, zdravljenje akutnih drisk

Lactobacillus casei Shirota modulacija ¢revesne mikrobiote, zmanjS$anje
fekalne encimske aktivnosti, zaviranje raka
na mehurju

Saccharomyces boulardii preprecevanje drisk pri  zdravljenju z

antibiotiki, zdravljenje kolitisov, ki jih
povzroca Clostridium difficile

2.4.1 Znacilnosti bakterijskih sevov B. animalis subsp. lactis Bb-12 in Lactobacillus
acidophilus La-5

Kot probiotike najve¢ uporabljajo laktobacile in bifidobakterije. Oba rodova sta tudi del
normalne ¢revesne mikrobiote. Poleg mlecne kisline lahko razli¢ni sevi izlocajo Se vodikov
peroksid in bakteriocine (Alvarez-Olmos in Oberhelman, 2001).

Sev B. animalis subsp. lactis (Bb-12) je iz vrste bifidobakterij, ki jo zelo pogosto uporabljajo
za probioti¢ne izdelke. Odlikuje ga tudi dobra stabilnost med skladis¢enjem (Mitto in sod.,

2006b).

Probioti¢ni pripravek, ki ga je prejemala testna skupina, je vseboval Lactobacillus acidophilus
(La-5) in B. animalis subsp. lactis (Bb-12). To sta predstavnika vrst, ki sta del normalne
¢revesne mikrobiote.

Seva La-5 in Bb-12 ucinkujeta preventivno in terapevtsko prek ve¢ moznih mehanizmov
delovanja.
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Rast patogenih bakterij onemogocata:

« z znizevanjem pH v Crevesju (posledica sposobnosti La-5, da proizvaja mlecno kislino,
in Bb-12, ki poleg mle¢ne kisline proizvaja tudi ocetno in jantarno kislino);
« s tvorbo presnovkov, ki so toksicni za patogene bakterije (tvorba H,0,);

« S tvorbo protimikrobnih snovi (La-5 izloca Sirokospektralni bakteriocin, ki zavira rast
bakterij in gliv):

o tako, da s patogenimi bakterijami tekmujeta za hranilne snovi;

e 7z vezavo na receptorje na enterocitih in preprecevanjem kolonizacije drugih
mikroorganizmov, med katerimi so tudi potencialno patogeni.

Poruseno ravnovesje crevesne mikrobiote, ki lahko nastane zaradi Stevilnih dejavnikov
(virusne in bakterijske crevesne okuzbe, potovanja v tujino, zdravljenje s Sirokospektralnimi
antibiotiki in kemoterapevtiki, obsevanje trebu$nih in medeni¢nih organov), ali zakasnela
vzpostavitev normalne ¢revesne mikrobiote pri dojenckih lahko povzroéijo zelodéno-Crevesne
motnje, kot so napenjanje, driske ali zaprtje (Javna agencija ..., 2008).

2.5 DRISKE, POVEZANE S SPREMENJENO MIKROBIOTO
2.5.1 Driske, povezane z antibioti¢nim zdravljenjem

Antibioti¢no zdravljenje pogosto spremlja pojav driske. Pogostost zapletov je odvisna tudi od
izbire antibiotika. Driska se pojavi pri 5-10 % pacientov, ki prejemajo ampicilin, pri 10—25 %
prejemnikih amoksicilina, 15—20 % prejemnikih cefiksima in pri 2—5 % pacientov, ki jih
zdravijo z drugimi antibiotiki, kot so cefalosporini, fulorokinolon, azitromicin, claritromicin,
eritromicin in tetraciklin (Barlett, 2002).

Pojav driske pripisujejo uni¢enju normalne ¢revesne mikrobiote in s tem zmanjS$anju naravne
obrambe pred patogenimi klicami ter zmanjSani fermentacijski kapaciteti mikrobiote v kolonu

(Orel, 2001).
2.5.1.2 Driske, ki jih povzro¢a Clostridium difficile

Clostridium difficile je anaerobna, po Gramu pozitivna bakterijska vrsta. Tvori najmanj tri
razlicne toksine: termolabilen enterotoksin A, citotoksin B ter tretji toksin, ki je Se malo
raziskan. C. difficile je pogojno patogena vrsta.

Bakterije te vrste uvrS§¢amo med najpomembnejSe povzrocitelje drisk, ki se pojavljajo ob
antibioticnem zdravljenju in po njem, ter med pogoste povzrociteljice bolnisni¢nih ¢revesnih
okuzb. V <¢{revesju povzrofajo vnetne spremembe, Vv skrajnem primeru tudi
psevdomembranski kolitis (Radsel-Medvescéek, 2002).

2.5.1.3 Epidemioloske znacilnosti

Bakterijska vrsta C. difficile je prisotna v normalni ¢revesni mikrobioti, zlasti pri dojenckih.
Pri raziskavah so v blatu zdravih, manj kot en mesec starih dojenckov, to bakterijsko vrsto
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odkrili v 4—44 %, v blatu otrok, starih 18 mesecev pa v 64 %. V blatu odraslih so njeno
prisotnost ugotovili pri priblizno 3 % populacije. V normalnih pogojih v ¢revesju ostala
mikrobna populacija toksine C. difficile razgradi.

Ko pa se ¢revesno mikrookolje spremeni, se bakterije te vrste lahko zacnejo razrascati in
tvoriti toksine, katerih posledica so razli¢no hude vnetne spremembe v Crevesni sluznici ali
celo psevdomembranski kolitis (PMC). C. difficile so ugotovili pri skoraj vseh bolnikih s
PMC ter pri 50—70 % bolnikov s kolitisom, povezanim z antibioti¢nim zdravljenjem (Radsel-
Medvescek, 2002).

2.5.1.4 Patomorfoloske spremembe v Crevesu

Klostridiji se v ¢revesu pritrdijo na epitelijske celice sluznice in se razmnoZzujejo. Zacnejo
izloc¢ati dva toksina, ki povzrocata kolitis in diareje, enterotoksin A in toksin B.

Enterotoksin A se veze na specificne ogljikohidratne receptorje, vstopi v citoplazmo in
inaktivira beljakovine Rho, ki nadzorujejo citoskeletne in druge procese. Povzroci poskodbo
celicnega mikroskeleta v ¢revesnih celicah in poveca prepustnost med celicami. Posledice so
izlo¢anje tekocine iz ¢revesnih celic v svetlino ¢revesja ter vnetje in hemoragi¢ne nekroze v
¢revesni sluznici.

Toksin B je citotoksin, ki povzroca prekinitev aktinskih vlaken v celicah, propad celic in
nabiranje celi¢nih ostankov kot psevdomembran. Te so sestavljene iz fibrina, sluzi, odmrlih
epitelijskih in vnetnih celic ter lahko prekrivajo precejSne dele crevesne sluznice ali pa so
majhne in raztresene v obliki manjsih belkastih oblog (Radsel-Medvescek, 2002).

Slika 5: Tipi¢ni endoskopski prikaz psevdomembranskega kolitisa zaradi okuzbe z bakterijsko
vrsto Clostridium difficile (Kuipers in Surawicz, 2008).
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2.5.2 Drugi vzroki drisk, povezanih z antibioti¢cnim zdravljenjem

Vzroki drisk, povezanih z antibioti¢cnim zdravljenjem, so lahko tudi druge enteropatogene
bakterije, kot so salmonele, C. perfringens, Staphylococcus aureus ali Candida albicans
(Sparks in sod., 2001).

Antibiotiki precej zmanjS$ajo koncentracijo anaerobnih bakterij, ki so normalno prisotne v
crevesju. Kot posledica se zmanjSa metabolizem ogljikovih hidratov, ki ostanejo
neprebavljeni v svetlini ¢revesja, kar lahko povzro¢i osmotsko diarejo (Gustafsson in sod.,
1999).

2.5.3 Potovalna driska

Najpogostejsi povzrocitelji potovalnih drisk zaradi uZivanja presne hrane, neopranih Zivil in
neprekuhane vode so enterotoksigeni sevi Escherichia coli (izlo¢ajo termostabilne toksine),
Sigele, salmonele, Campylobacter jejuni ter druge bakterije, razli¢ni virusi in zajedalci.
Nekatere Studije kazejo ugoden ucinek probiotikov na preprecevanje potovalnih drisk, druge
pa ne. V ta namen se uporabljajo probiotiki iz vrst L. acidophilus, L. bulgaricus, B. bifidum, S.
thermophilus, L. rhamnosus in Saccharomyces boulardii (Black in sod., 1989; Oksanen in
sod., 1990).

2.6 PCR V REALNEM CASU

Reakcija veriznega pomnozevanja (PCR) v realnem casu je molekularna metoda, ki omogoca
specificno kvantifikacijo bakterij v razli¢nih vzorcih. Najpogosteje kot tar¢o pomnozevanja s
PCR uporabijo gen za 16S podenoto ribosomske RNA (16S rRNA), na katerem je mogoce
najti zaporedja nukleotidov, specificna za posamezne vrste ali rodove bakterij. Metoda deluje
po principu temperaturno programiranih ciklov. En cikel sestoji iz treh stopenj:

o denaturacija dvoverizne DNA pri 94-95 °C,
o vezava zaCetnih nukleotidov pri 37—65 °C na enoverizne DNA,
o pomnozevanje tarénega odseka s toplotno stabilnim encimom pri 72 °C.

Teoreti¢no naj bi se na koncu vsakega cikla Stevilo PCR-pridelkov podvojilo in skozi sledece
cikle eksponentno narascalo. V praksi temu ni tako, saj Stevilo pomnozkov PCR doseze plato,
ko pride do zasicenja (Busch in Nitschko, 1999).

PCR je zelo specificna in obcutljiva metoda. Predpogoj za uspeSno in selektivno
pomnozevanje je predhodno poznavanje nukleotidnega zaporedja vsaj enega dela genoma
bakterije (Poljak in sod., 1994). Na specifi¢nost pomnoZevanja vpliva izbira taréne sekvence,
posledicno pravilen izbor oligonukleotidnih zacetnikov ter ustrezne koncentracije reagentov v
reakcijski mesanici. Za specifi¢nost je pomembna tudi izbira optimalne temperature prileganja
zacetnih nukleotidov ter Stevilo ciklov (Poljak in sod., 1994; Schmidt, 1997).

Klasi¢na PCR je navadno kvalitativna reakcija, kjer pomnozke analiziramo s pomocjo gelske
elektroforeze ob koncu reakcije (Mackay, 2004). PCR v realnem ¢asu pa je kvantitativna
metoda, pri kateri pomnozke detektiramo med samim pomnoZevanjem, ob zacetku
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logaritmi¢ne faze pomnozevanja (Read, 2001). Z upocCasnjevanjem reakcije se namrec
kopicijo nezazeleni dejavniki, encimi in substrati so izkoriS¢eni, pH se spremeni in kopicijo se
toksi¢ni stranski produkti. Zato je zaznavanje produktov v zgodnji eksponencialni fazi veliko
bolj relevantno za kvantifikacijo.

2.6.1 Zaznavanje pomnozkov

Da lahko zaznamo pomnozke, ki nastajajo v reakciji PCR in se v reakcijski meSanici kopicijo,
potrebujemo oznacevalce, ki se vezejo na nastale pomnozke. V ta namen se najpogosteje
dodajajo barvila, kot je SYBR Green, neposredno v reakcijsko mesSanico.

Fluorogeno barvilo SYBR Green se veZze na vsako dvojnovijatno DNA, kar se je izkazalo
tako za prednost kot za slabost, saj se posledi¢no veze tudi na nespecifi¢cne pomnozke PCR in
dimere oligonukleotidnih zacetnikov. Jakost fluorescentnega signala je sorazmerna s
koncentracijo dvovijatne DNA v reakciji. V prosti obliki v raztopini je jakost fluorescence
Sibka, ob vezavi na dvovija¢no DNA pa se okrepi. Prednosti metode so cenovna dostopnost in
moznost uporabe s Stevilnimi oligonukleotidnimi zacetniki (Gibellini in sod., 2004).
Specificnost tovrstnih reakcij PCR vedno preverimo z disociacijsko analizo produktov
reakcije PCR (angl. melting curve analysis), saj imajo odseki DNA z razli¢no sestavo ali
dolZino razli¢ne temperature disociacije. Kadar v reakciji PCR pomnozimo le en odsek DNA,
ima disociacijska krivulja le en vrh. UpoStevati velja tudi, da dalj§i pomnoZki povzrocajo
mocnejsi fluorescentni signal (Arya in sod., 2005).

Ugotavljanje koncentracije DNA oz. posredno mikroorganizmov v vzorcu je mogoce s
pomocjo standardne umeritvene premice, ki jo dobimo tako, da vzorce z znano (standardno)
koncentracijo DNA o0z. bakterij pomnoZzujemo s PCR. Pridobljene vrednosti C; neznanih
vzorcev tako primerjamo z odgovarjajo¢imi koncentracijami standardnih vzorcev. Vrednost
C: pove, pri katerem Stevilu ciklov fluorescenca preseze prag oz. kdaj reakcija pride v
eksponentno fazo. Fluorescenca, ki se beleZzi med reakcijo pomnoZevanja v realnem Casu, je
sorazmerna s koncentracijo pomnozkov (Gibson in sod., 1996).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 NACRT POSKUSA

V $tudijo je bilo vklju¢enih 17 odraslih prostovoljcev s predpisano antibioti¢no terapijo, ki so
poleg predpisanih antibiotikov uzivali Se probioti¢ni pripravek oz. placebo. Tega so dobivali
ves Cas antibioti¢ne terapije in Se en teden po zadnjem odmerku antibiotika. Od vsakega
prostovoljca smo dobili po dva vzorca blata. Prvi (zacetni) vzorec je bil odvzet pred zacetkom
terapije z antibiotiki in probiotiki oz. placebom, drugi (kon¢ni) pa takoj po kon¢anem jemanju
probioticnega pripravka oz. placeba. Ugotavljali smo Stevilo KE/g bifidobakterij,
laktobacilov, enterokokov, stafilokokov, enterobakterij in kvasovk. Najprej smo nacepili
vzorce blata odraslih prostovoljcev na razlicna selektivna gojis¢a (MRS z dodatkom
mupirocina in cisteina, Rogosa z dodatkom ocetne kisline, KAA, Manitol, OGY z dodatkom
oksitetraciklina) za ugotavljanje Stevila (KE/g) razli¢nih skupin bakterij z metodo Stetja na
plos¢ah. Vzporedno smo iz blata izolirali DNA in vzorce hranili do analize pri —20 °C. Stevilo
bifidobakterij smo ugotavljali tudi z molekularno metodo PCR v realnem casu.

3.2 MATERIALI
3.2.1 Mikroorganizmi

Preglednica 4: Ciljna skupina bakterij ter uporabljena selektivna gojis¢a in pogoji kultivacije
za Stetje na ploS€ah

BAKTERIJE GOJISCE INKUBACIJA ATMOSFERA

Bifidobacterium MRS mup,cys | 37°C/48-72h anaerobno

Lactobacillus ROG 37 °C/48—72 h anaerobno
Enterococcus KAA 37°C/48—72 h aerobno
Staphylococcus MAN 35°C/72h aerobno
Enterobactericeae DHL 35°C/24-48 h aerobno
kvasovke OoGY 28 °C/7 dni aerobno

Legenda:

MRS.......gojis¢e po deMan, Rogosa in Sharp (1960)
ROG.......gojis¢e po Rogosa (1951)

KAA.......agar s kanamicinom in eskulinom
DHL.......deoksiholat hidrogen sulfid laktozni agar
MAN.....manitol fenol-rde¢ agar

OGY. ......oksitetraciklin glukoza kvasni agar
mup........ mupirocin

CYS..vevennn cistein

3.2.2 Gojisca
3.2.2.1 Gojisc¢e za bifidobakterije (MRS z mupirocinom in cisteinom)

52,2 g dehidriranega bujona MRS (Merck) smo dodali 900 ml demineralizirane vode, uravnali
pH na 6,7 (6,3 po avtoklaviranju), dopolnili do 1 L in po 200 ml razdelili v steklenicke s 3 g
agar-agarja (Merck). Gojis¢e smo avtoklavirali. Ohlajenemu gojis¢u (46 °C) smo pred
razlivanjem na plos¢e dodali 1 ml mupirocina (10 mg/ml) v 200 mg gojisca, tako da je bila
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kon¢na koncentracija v gojis¢u 0,05 mg/ml. Dodali smo Se 2 ml 5-odstotne zalozne raztopine
cistein hidroklorida (Merck), tako da je bila kon¢na koncentracija 0,05-odstotna. Sestava
gojiséa je povzeta po gojis¢u BSM avtorjev Leuschner in sod. (2003). Za razliko od
omenjenega ¢lanka smo uporabili mupirocin v prahu (AppliChem), iz katerega smo pripravili
zalozno raztopino in ga dodali gojisc¢u, kakor je opisano zgoraj.

3.2.2.2 Gojisce za laktobacile Rogosa

Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca (Merck), tako da smo zatehtali 14,9 g
dehidriranega gojis¢a (Merck) v 200 ml demioneralizirane vode. Gojis¢e smo avtoklavirali.
Ohlajenemu gojiscu (45 °C) smo pred razlivanjem na plosc¢e dodali 260 pl/200 ml 96-odstotne
ocetne kisline (Merck).

3.2.2.3 Gojisce za Enterobacteriaceae (DHL)

Deoksiholat hidrogen sulfid laktoza agar (Merck) smo pripravili po navodilih proizvajalca.
Zatehtali smo 12,7 g dehidriranega gojis¢a DHL v 200 ml demineralizirane vode, raztopili v
mikrovalovni pecici in razlili na plos¢e. Gojis¢a se ne avtoklavira.

3.2.2.4 Gojisce za Staphylococcus (Manitol salt phenol-red agar)

Gojis¢e smo pripravili po navodilih proizvajalca, tako da smo 21,6 g dehidriranega gojisca
dodali v 200 ml demineralizirane vode, avtoklavirali in primerno ohlajenega takoj razlili na
plosce.

3.2.2.5 Gojisce za Enterococcus (KAA)

Gojis¢e smo pripravili po navodilih proizvajalca, tako da smo 9,5 g dehidriranega gojisca
dodali v 200 ml demineralizirane vode in avtoklavirali.

3.2.2.6 Gojisce za kvasovke (OGY)

Gojis¢e OGY (oksitetraciklin glukoza kvasni agar) (Merck) smo pripravili po navodilih
proizvajalca. 15 g dehidriranega gojis€a smo raztopili v 500 ml demineralizirane vode in
avtoklavirali. Ko je bilo gojisce primerno ohlajeno (46 °C), smo dodali vsebino 1 viale (10
ml) oksitetraciklina (Merck) in razlili v petrijevke.
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3.2.3 Anaerobni diluent

Preglednica 5: Sestava anaerobnega diluenta

SESTAVINE KOLICINA
pepton 24
Zelatina (“porcine gelatine™) 49
NaCl 17 g
cistein hidroklorid monohidrat 1,114 g
destilirana voda 2L

Sestavine smo raztopili z meSalom, nato smo po 9 ml razdelili v epruvete oz. v 200 ml
steklenicke in avtoklavirali.

3.3 METODE DELA
3.3.1 Konvencionalna mikrobiolos§ka analiza s Stetjem na ploS¢ah

Vzorce, hranjene pri —20 °C, smo najprej odtalili ter zatehtali v sterilne plasti¢ne centrifugirke
(12 ml) po 0,1 g blata. Za homogeniziranje in razred¢evanje smo uporabljali anaerobni
diluent, ki smo ga ogreli na sobno temperaturo. Celotni postopek je potekal v asepti¢nih
pogojih. Zatehtanemu blatu smo asepticno dodali 9 ml sterilnega anaerobnega diluenta.
Sledilo je meSanje (1 min) na vrti¢niku (Vortex). To razred¢itev smo oznacili kot 1028
sterilno pipeto smo prenesli 1 ml suspenzije vzorca v naslednjo epruveto z 9 ml anaerobnega
diulenta (razredgitev 107%). Postopek razredéevanja smo ponavljali do 107. 1 ml ustrezno
razredCenega vzorca smo prenesli na petrijeve ploSce in prelili s priblizno 10 ml selektivnega
gojis¢a MRS z dodatkom mupirocina in cisteina (anaerobna kultivacija, 37 °C/48—72 h), ROG
z dodatkom ocetne kisline (anaerobna kultivacija, 37 °C/48—72 h) in KAA (aerobna
kultivacija, 37 °C/48—72 h). Gojis¢a smo ohladili na 46 °C. Gojis¢a DHL (aerobna
kultivacija, 35 °C/24-48 h), MAN (aerobna kultivacija, (35 °C/72 h) in OGY z dodatkom
oksitetraciklina (aerobna kultivacija, 28 °C/7 dni) so bila Ze predhodno razlita na plosce, zato
smo razred¢ene vzorce nanaSali z razmazom 0,1 ml na povrSino. Vse analize smo opravili v
paralelkah.

Po konc¢ani inkubaciji smo zrasle kolonije presteli s pomocjo elektronskega Stevca.

3.3.2 Izracun povprecnih vrednosti Stetja na ploScah

Stevilo kolonijskih enot v gramu vzorca (KE/g) smo izratunali po slededi formuli (IDF
Standard 100B, 1991):
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x [y "

- (n1+0,1 xny) xd

Legenda:

N: stevilo KE (kolonijske enote) oz. KE/ml oz. g
XC: vsota vseh kolonij

ny: Stevilo plos¢ prve razredCitve

n,: Stevilo plos¢ druge razred¢itve

d: razred¢itveni faktor prve razredéitve

Povprecno vrednost smo izrac¢unali po sledeci formuli (Kosmelj, 2001):

N
Yi=1Xi
N

X = .(2)

Legenda:

.. povpre¢na vrednost

.. Stevilo vzorcev

X Z M

.. posamezni vzorec

3.3.3 Ugotavljanje statisticno znacilnih razlik med testno skupino (probioti¢ni
pripravek) in kontrolno skupino (placebo)

Od vsakega posameznika smo za analize dobili dva vzorca blata, ki sta bila odvzeta pred prvo
aplikacijo antibiotika in probioti¢nega pripravka oz. placeba (zaCetni vzorec) ter po zadnjem
odmerku antibiotika in probiotika oz. placeba (kon¢ni vzorec). Rezultati, ki smo jih dobili s
Stetjem na ploS¢ah, so prikazani v preglednicah 6—8.

V naslednjem koraku smo pri vsakem posamezniku izracunali razliko med zacetnim in
konénim vzorcem ter iz teh vrednosti izracunali povprecno vrednost in standardni odklon, za
testno in kontrolno skupino. Ti dve skupini smo statisticno primerjali in naredili sklep na
celotno populacijo. Zanimalo nas je, ali se populacija iz kontrolne skupine (placebo) in
populacija iz testne skupine (probioti¢ni pripravek) med seboj razlikujeta (ali so med njima
statisti¢no znacilne razlike).

Ho: povprecno Stevilo mikrorganizmov v blatu za populacijo, ki uziva antibiotike in placebo,
je enaka povprecnemu Stevilu mikroorganizmov v blatu populacije, ki uziva antibiotike in
probioticni pripravek.

Hi: povprecno Stevilo mikrorganizmov v blatu za populacijo, ki uziva antibiotike in placebo,
ni enako povprecnemu S$tevilu mikroorganizmov v blatu populacije, ki uziva antibiotike in
probioticni pripravek.

Najprej smo naredili F-test, da smo ugotovili, ali imata oba vzorca enaki varianci.

Za testiranje hipotez smo izbrali Studentov t-test, ki je najpogostejSsa metoda, ¢e imamo
podano velikost vzorcev, povprecje in standardno deviacijo ob pogoju, da verjetnostna
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porazdelitev vzorcev sledi Gaussovi krivulji. Naprej smo izracunali vzoréno statistiko t po
sledec¢i formuli:

Ix1—X2]

1 1
x1x2 X 57 0,

=

S
(3)

S _ (n1—1)XSZ, +(nz—1)xSZ,
X1X2 ni+ny—2

(4

Pomen simbolov:

— indeks 1 je probioti¢ni pripravek in indeks 2 placebo,

— X ... povpre¢na vrednost i-tega vzorca,

—1; ... velikost i-tega vzorca,

- SXi ... standardni odklon verjetnostne porazdelitve i-tega vzorca.

Standardni odklon smo izracunali po sledeci formuli (Ko$melj, 2001):

.(5)

Legenda:
s ... standardni odklon
N ... Stevilo vzorcev

Xj ... posamezni vzorec

X ... povprecna vrednost

3.4 MOLEKULARNE ANALIZE
3.4.1 Priprava vzorca za molekularne analize

Po 1 ml primarne razredgitve (10) vzorca blata, pripravljenega, kakor je opisano zgoraj
(3.4.1), smo centrifugirali (12000 x g/5 min/10 °C) v epruvetah ependorf (1,5 ml).
Supernatant smo zavrgli, usedlino pa smo 2 x sprali z 1 ml 1 x PBS in ponovno centrifugirali
ter zavrgli supernatant. Epruvete z usedlino smo zamrznili na —20 °C. Vsak vzorec smo
pripravili v dveh paralelkah. Dobljeno usedlino smo lizirali in sonicirali, nato pa izolirali
skupno DNA s sistemom Maxwell 16 Tissue Purification Kit (Promega), po navodilih
proizvajalca.
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3.4.1.1 Liza celic
Usedlini smo dodali:

e 400 pl pufra TE,
e 100 pl mesanice lizocima (Sigma) in mutanolizina (Sigma), tako da je bila kon¢na
koncentracija v suspenziji 5 mg/ml lizocima in 5 U/ml mutanolizina.

Inkubirali smo 2 uri pri 37 °C.

3.4.1.2 Soniciranje

Za razbijanje bakterijskih celic smo uporabili tudi sonikator (MSE UK Ltd, Soniprep 150).
Potek:

e kovinsko sondo smo privili na sonikator,

e caSo z ledom smo postavili na podstavek,

e epruveto ependorf z vzorcem smo odprli, vstavili v drzalo in jo potisnili navzgor, tako
da je sonda segala do sredine vzorca,

e podstavek s ¢aso smo dvignili, da je bila epruveta v stiku z ledom,

e soniciranje je potekalo v treh ciklih: 30 sekund delovanja in 15 sekund odmora.

Po obdelavi vsakega vzorca smo sondo obrisali s papirnato brisa¢o, namoc¢eno v 70-odstotni
alkohol, da smo preprecili kontaminacijo.

3.4.1.3 Izolacija DNA iz vzorcev

Iz celitnega lizata smo izolirali skupno DNA s sistemom Maxwell 16 Tissue DNA
Purification Kit (Promega) z uporabo aparata MaxwellTM 16, po navodilih proizvajalca.
Pridobili smo DNA, raztopljeno v 300 pl elucijskega pufra. Inhibitorje smo odstranili s
pomocjo kolon Zymo-Spin (Zymo Research).

3.4.1.4 Kvantifikacija bifidobakterij s PCR v realnem casu
3.4.1.4.1 Priprava standardne krivulje

Standardno DNA smo pridobili tako, da smo 1 ml 18-urne kulture seva B. animalis subsp.
lactis Bb-12 centrifugirali (3500 g, 10 minut), sprali s fiziolosko raztopino, ponovno
centrifugirali pri istem Stevilu obratov ter usedlini dodali 1 ml 1:100 razredcene raztopine
blata v anaerobnem diluentu, ki smo ga predhodno dvakrat zapored avtoklavirali. MeSanico
smo centrifugirali (3500 g, 10 minut) in nato iz usedline izolirali DNA, kot je opisano zgoraj
(3.5.1.2-3.5.1.4). Ustrezno redcitev kulture B. animalis subsp. lactis Bb-12 smo v dveh
ponovitvah tudi nacepili na gojis¢e MRS s cisteinom, da smo pridobili podatke o Stevilu
KE/ml.

Standardno krivuljo smo pripravili iz dvakratnih zaporednih razred¢itev vzorcev standardne
DNA seva B. animalis subsp. lactis Bb-12, ki smo jih uporabili v reakciji PCR v realnem
Casu, kar bo opisano v nadaljevanju.
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3.4.1.4.2 Reakcija PCR v realnem Casu

Za vsako reakcijo smo pripravili reakcijsko mesSanico, ki smo jo razdelili v luknjice
mikrotiterske plosce, po 20 ul v vsako luknjico. Pred reakcijo smo v vsako luknjico dodali Se
5 ul 100-krat redéene DNA. Reakcijska meSanica (25 pl) za PCR v realnem ¢asu koncnega

volumna 25 pl je vsebovala:

o 0,05 pul zacetnega oligonukleotida Bif-F (100 uM),
o 0,05 ul zacetnega oligonukleotida Bif-R (100 uM),
o 12,5 pl Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen),
o 7.4 ul sterilizirane mikrofiltrirane vode,
= 5ul DNA.
Uporabili smo zacetna oligonukleotida Bif-F in Bif-R, specifi¢na za rod Bifidobacterium, ki

so ju skonstruirali in preskusili Rintilla in sod. (2004).

Mikrotitrsko plos¢o z vneSenimi standardnimi vzorci in vzorci DNA iz izdelka, vsak
standardni vzorec in vsak vzorec v paralelkah smo prenesli v aparat MX3000P (Stratagene,
La Jolla, Calif.). PomnoZevanje je potekalo po naslednjem temperaturno-¢asovnem protokolu:
o 50 °C za 2 minuti in 95 °C za 10 minut (zacetna denaturacija DNA),
o 35 ciklov:
= 95°C za 15 sekund (denaturacija DNA),
= 59 °C za 15 sekund (prileganje zacetnih oligonukleotidov),

= 72 °C za 30 sekund (podaljSevanje verige).

3.4.1.4.3 Preverjanje specifi¢nosti pomnoZevanja

Po 35 ciklih pomnoZevanja smo izvedli disociacijsko analizo pomnoZkov v reakciji PCR, po
vgrajenem protokolu proizvajalca. Ce je na disociacijski krivulji vidnih ve¢ vrhov, pomeni, da

reakcija ni bila dovolj specifi¢na, saj smo dobili pomnozke razli¢nih velikosti oz. sestave.

Med reakcijo PCR se avtomati¢no belezijo izmerjene vrednosti intenzitete fluorescence ter se
preracunajo s programom MxPro™ QPCR Software (Stratagene). Program samodejno izriSe
tudi standardno krivuljo, ki kaZe korelacijo med vrednostmi Ct in Stevilom bakterij v
izhodis¢nem vzorcu (CFU/g). Vrednosti C; povedo Stevilo ciklov, pri katerem je mejna
vrednost fluorescence presezena. Po obdelavi podatkov od¢itamo vrednosti Ci, naklon in

prileganje standardne krivulje, uinkovitost reakcije ter koncentracije bakterij v vzorcih.
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Koncentracije bakterij preraCunamo na g izhodiS¢nega vzorca blata tako, da mnozimo s

10000, ker smo blato in DNA red¢ili 100-krat.
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI MIKROBIOLOSKIH ANALIZ S STETJEM NA PLOSCAH

V preglednicah 6, 7 in 8 so rezultati Stetja bakterijskih skupin v blatu na ustreznih selektivnih

.....

KE/g. Ta problem smo resili tako, da smo pred statisticno analizo rezultatu bodisi pripisali
vrednost 9000 bodisi jih izpustili. T-test smo opravili za obe moznosti, vendar v nobenem
primeru nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik med skupinami.

Preglednica 6: Rezultati Stetja na plos¢ah (KE/g) za bifidobakterije in laktobacile v blatu

y . Bifidobacterium Lactobacillus
St. vzorca Testna skupina — — — —
Zacetni Kon¢éni Zacketni Konéni
111 probioti¢ni pripravek 1,15E+08 | 6,75E+05 | 4,65E+08 | 2,95E+05
112 probioti¢ni pripravek < 10000 1,35E+05 < 10000 2,39E+05
114 probioti¢ni pripravek 3,05E+07 | 3,14E+08 | 4,10E+08 | 2,80E+05
115 placebo 2,50E+06 | 1,19E+07 | 5,70E+05 | 2,64E+07
116 probioti¢ni pripravek 2,A5E+06 | 9,90E+06 | 1,40E+07 | 1,21E+07
117 probioti¢ni pripravek 3,26E+05 | 3,50E+04 | 4,95E+05 | 5,20E+04
118 placebo 1,70E+04 | 1,77E+04 | 1,12E+05 | 5,20E+06
119 probioti¢ni pripravek 3,80E+07 | 7,90E+05 | 1,54E+09 | 1,13E+08
120 placebo 2,75E+04 | 1,50E+05 | 6,00E+04 | 9,47E+05
121 placebo 2,00E+07 1,62E+07 | 8,97E+06 | 1,85E+08
122 probioti¢ni pripravek 4,90E+05 | 9,30E+06 | 9,45E+05 | 1,14E+07
123 probioti¢ni pripravek 1,74E+05 1,17E+07 2 54E+07 5,45E+07
124 placebo 7,05E+05 1,33E+06 | 7,30E+06 | 1,64E+06
125 placebo 6,05E+04 | 1,21E+06 | 6,20E+04 | 1,40E+04
126 placebo 8,90E+06 2,45E+04 | 3,10E+08 | 1,84E+06
128 placebo < 10000 1,14E+06 | 1,23E+06 | 6,55E+05
129 probiotic¢ni pripravek < 10000 4,75E+03 | 3,90E+05 < 10000
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Preglednica 7: Rezultati Stetja na plos¢ah (KE/g) za stafilokoke in enterokoke v blatu

y . Staphylococcus Enterococcus
St. vzorca Testna skupina — — . -
Zacetni Kon¢éni Zacetni Koné¢ni
111 probioti¢ni pripravek < 10000 < 10000 3,45E+05 < 10000
112 probioti¢ni pripravek < 10000 < 10000 < 10000 1,80E+05
114 probioti¢ni pripravek < 10000 < 10000 2,16E+04 < 10000
115 placebo 1,00E+04 2,70E+04 < 10000 5,95E+04
116 probioticni pripravek < 10000 7,35E+04 7,70E+04 | 3,50E+05
117 probioti¢ni pripravek 2,24E+05 1,35E+04 | 2,50E+05 | 3,70E+04
118 placebo < 10000 < 10000 1,10E+04 | 3,30E+05
119 probioti¢ni pripravek 1,70E+06 | 1,27E+06 | 3,30E+06 | 3,75E+07
120 placebo 3,80E+04 < 10000 1,28E+04 | 2,31E+04
121 placebo < 10000 < 10000 7,60E+05 | 3,05E+05
122 probioti¢ni pripravek < 10000 < 10000 1,55E+04 | 1,06E+05
123 probioti¢ni pripravek 2,15E+06 < 10000 2,35E+05 | 2,22E+06
124 placebo < 10000 < 10000 < 10000 3,00E+04
125 placebo 3,10E+04 < 10000 4,00E+04 | 5,15E+05
126 placebo 7,45E+04 | 5,85E+05 < 10000 3,17E+07
128 placebo 7,10E+04 1,78E+05 | 1,38E+05 | 2,35E+05
129 probiotiéni pripravek < 10000 < 10000 < 10000 < 10000

Preglednica 8: Rezultati $tetja na plos¢ah (KE/g) za enterobakterije in kvasovke v blatu

- . Enterobacteriaceae kvasovke
St. vzorca Testna skupina —— — — —
Zacetni Koncni Zacetni Konc¢ni
111 probioti¢ni pripravek < 10000 < 10000 < 10000 < 10000
112 probioti¢ni pripravek < 10000 2,45E+04 < 10000 1,80E+04
114 probioti¢ni pripravek 4,88E+05 < 10000 < 10000 3,30E+05
115 placebo 2,16E+07 | 1,10E+06 < 10000 < 10000
116 probioti¢ni pripravek 2,43E+05 < 10000 1,75E+04 | 3,30E+04
117 probioti¢ni pripravek 2,26E+06 < 10000 < 10000 4,05E+05
118 placebo < 10000 1,50E+04 < 10000 5,20E+05
119 probioti¢ni pripravek 1,60E+06 < 10000 7,90E+04 | 1,03E+06
120 placebo 3,30E+04 < 10000 < 10000 < 10000
121 placebo 1,05E+04 < 10000 6,35E+04 < 10000
122 probioti¢ni pripravek 7,45E+06 9,05E+04 < 10000 < 10000
123 probioti¢ni pripravek 2,08E+06 | 9,95E+06 | 3,05E+04 | 2,42E+05
124 placebo < 10000 < 10000 < 10000 < 10000
125 placebo 2,58E+05 1,15e+05 | 2,00E+04 | 3,95E+04
126 placebo 2,25E+04 < 10000 < 10000 3,25E+04
128 placebo < 10000 4,85E+04 < 10000 < 10000
129 probioti¢ni pripravek 4,80E+05 < 10000 < 10000 < 10000
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V Preglednici 9 so prikazane povprecne vrednosti Stetja izbranih skupin bakterij v blatu 17
preiskovancev, od katerih jih je devet iz testne skupine (probioti¢ni pripravek) in osem iz
kontrolne skupine (placebo). Polovica vzorcev je bila odvzeta pred zacetkom zdravljenja (2),
polovica pa po koncanem uzivanju probioti¢nega pripravka/placeba (K).

Preglednica 9: Povprecne vrednosti $tetja razli¢nih skupin bakterij v blatu preiskovancev.
Rezultatom pod mejo detekcije (10000) smo pripisali vrednost 9000.

Vrsta bakterij Probioti¢ni pripravek Placebo
Z; KE/g K; KE/g Z; KE/g K; KE/g
Bifidobacterium 2,1 x 107 3,7 x 10° 4,0 x 10° 3,9 x 10°
Lactobacillus 2,7 x 108 2,1 x 107 4,1 x 107 2,8 x 107
Enterococcus 4,7 x 105 4,5 x 10° 1,2 x 10° 4,2 x 10°
Staphylococcus 4,6 x 10° 1,6 x 10° 3,1 x10* 1,0 x 10°
Enterobacteriaceae | 1,6 x 10° 1,1 x 10° 2,7 x10° 1,6 x 10°
kvasovke 2,0 x 10* 2,3x10° 1,7 x 10* 8,0 x 10*
Legenda:
Z.........pred zaCetkom jemanja antibiotikov
K...........po konfanem jemanju antibiotikov

Preglednica 10: Logaritemske povpreéne vrednosti Stetja razli¢nih skupin bakterij v blatu
preiskovancev. Rezultatom pod mejo detekcije smo pripisali vrednost 9000.

. Probioti¢ni pripravek Placebo
Vrsta bakterij
Z; logioKE/g | K;logioKE/g | Z; logioKE/g K; logioKE/g
Bifidobacterium 6,4 6,1 5,5 5,8
Lactobacillus 6,9 6,1 6,1 6,4
Enterococcus 5,0 5,2 4,5 5,4
Staphylococcus 4.7 4,3 4,3 4.4
Enterobacteriaceae 5,6 45 47 45
kvasovke 4,2 4.8 41 4.4
Legenda:
Z..........pred zaCetkom jemanja antibiotikov

K...........po konCanem jemanju antibiotikov
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Preglednica 11: Standardni odkloni $tetja razli¢nih skupin bakterij v blatu preiskovancev.
Rezultatom pod mejo detekcije smo pripisali vrednost 9000.

. Probioti¢ni pripravek Placebo
Vrsta bakterij
Z; logioKE/g | K;logioKE/g | Z; log10KE/g K; logioKE/g
Bifidobacterium 1,3 1,5 1,3 1,1
Lactobacillus 1,7 1,4 1,3 1,2
Enterococcus 0,8 1,2 0,7 1,0
Staphylococcus 1,0 0,7 0,4 0,7
Enterobacteriaceae 1,0 1,0 1,2 0,8
kvasovke 0,3 0,8 0,3 0,6
Legenda:
Z.........pred zacetkom jemanja antibiotikov
K...........po kon¢anem jemanju antibiotikov

4.1.1 Grafi¢ni prikaz sestave mikrobne populacije v kontrolni ter testni skupini, pred in
po tretiranju z antibiotiki in probiotiki

Slike 7—12 kaZejo rezultate Stetja posameznih skupin bakterij v blatu posameznikov iz testne
ali kontrolne skupine. VVzorci blata so bili odvzeti pred zacetkom zdravljenja z antibiotiki (Z)
ali po kon¢anem uZzivanju antibiotikov in probiotikov oz. placeba (K).

Bifidobacterium
7,0
6,0 -
5,0 -
b0
g 40 -
S
4 3,0 - B Povprecne vrednosti
2,0 1 H Standardni odklon
1,0 -
0,0 -
z K ‘ z K
Probioti¢ni pripravek Placebo
Legenda:
Z.........pred zacetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K...........po konCanem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 6: Povprecne vrednosti (log1oKE/g) in standardni odkloni stetja bakterij rodu
Bifidobacterium v blatu preiskovancev
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Lactobacillus
8,0
7,0 -
6,0 -
L 50 -
2
S 4,0 A
® 3,0 - B Povprecne vrednosti
2,0 - H Standardni odklon
1,0 -
0,0 -
Z K Z K
Probioticni pripravek Placebo
Legenda:
Z..........pred zacetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K..........po kon¢anem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 7: Povprecne vrednosti (logioKE/g) in standardni odkloni stetja bakterij rodu
Lactobacillus v blatu preiskovancev

Enterococcus

6,0

4,0 -

3,0 -

log10KE/g

M Povprecje

H Standardni odklon
1,0 -

Probioti¢ni pripravek Placebo

Legenda:
Z..........pred zacetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K...........po konCanem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 8: Povprecne vrednosti (log1oKE/g) in standardni odkloni stetja bakterij rodu
Enterococcus v blatu preiskovancev
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Staphylococcus
5,0
4,5 -
4,0 -
3,5 A
o0
o 3,0 -
S 25 -
W 2,0 - B Povprecne vrednosti
- 15 - .
10 - m Standardni odklon
0,5 -
0,0 -
z K z K
Probioticni pripravek Placebo
Legenda:
Z..........pred zatetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K...........po konCanem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 9: Povprecne vrednosti (logi;oKE/g) in standardni odkloni stetja bakterij rodu
Staphylococcus v blatu preiskovancev

Enterobacteriaceae
6,0
5,0 -
w 4,0 -
S~
3
=) 3,0 -
@ 20 B Povprecne vrednosti
' m Standardni odklon
1,0
0,0 -
z K z K
Probioti¢ni pripravek Placebo
Legenda:
Z..........pred zacetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K...........po konCanem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 10: Povpre¢ne vrednosti (logioKE/g) in standardni odkloni Stetja bakterij druzine
Enterobacteriaceae v blatu preiskovancev



Primozi¢ M. Vpliv uzivanja antibiotikov v kombinaciji s probioti¢nim pripravkom na mikrobiolosko sestavo blata odraslih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

Kvasovke
6,0
5,0
bo 410 7
S~
4
S 3,0 -
® 20 B Povprec¢ne vrednosti
| Standardni odklon
1,0 -
0,0 -
z K z K
Probioticni pripravek Placebo
Legenda:
Z..........pred zacetkom jemanja antibiotikov in probiotikov/placeba
K...........po konCanem jemanju antibiotikov in probiotikov/placeba

Slika 11: Povprecne vrednosti (logioKE/Q) in standardni odkloni stetja kvasovk v blatu
preiskovancev
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vzorci vzorci vzorci VZOrci

racunanje
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P-vrednos! (antibiotik+probiotiéni pripravek) in kontrolno skupino (antibiotik+placebo
2 JE statisticno znacilna, oz.probioticni pripravek, ki ga je prejemala testnal
0,05 skupina IMA vpliv na koncentracijo mikroorganizmov v blatu

da

razlika v koncentraciji mikroorganizmov v blatu med testno skupino
(antibiotik+probioti¢ni pripravek) in kontrolno skupino (antibiotik+placebo
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Slika 12: Prikaz statisti¢ne obdelave rezultatov
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Na Sliki 12 je prikazan potek statisticne obdelave rezultatov, ki smo jih zajeli v nasi raziskavi.
Med celotno populacijo smo izbrali 17 posameznikov in jih razdelili v dve skupini. Devet jih
je pripadalo testni skupini (antibiotik + probioti¢ni pripravek), osem pa kontrolni skupini
(antibiotik + placebo). Od vsakega posameznika smo za analize dobili dva vzorca blata, ki sta
bila odvzeta pred prvo aplikacijo antibiotika in probioti¢nega pripravka oz. placeba (zacetni
vzorec) ter po zadnjem odmerku antibiotika in probiotika oz. placeba (koncni vzorec).
Rezultati, ki smo jih dobili s Stetjem na plos¢ah, so prikazani v preglednicah 6—8.

V naslednjem koraku smo pri vsakem posamezniku izracunali razliko med zacetnim in
kon¢nim vzorcem ter iz teh vrednosti izracunali povprecno vrednost in standardni odklon, za
testno in kontrolno skupino. Sedaj lahko ti dve skupini statistiéno primerjamo in naredimo
sklep na celotno populacijo. Najprej izratunamo F-test, ki nam pove, ali sta standardna
odklona razli¢na ali ne (v naSem primeru sta), nato pa s t-testom dobimo rezultat, P-vrednost,
ki je izraCunana na osnovi velikosti obeh skupin, povpreénih vrednostih vzorcev in
standardnih odklonov. Ce je P-vrednost ve¢ja od obiGajne verjetnosti zaupanja o = 0,05,
potem sprejmemo hipotezo Ho, da sta povprecji populacij testne in kontrolne skupine enaki.
Ce je P-vrednost manj$a od o = 0,05, hipotezo zavrnemo oz. sta povpredji populacij razli¢ni.
To naredimo za vsako skupino mikroorganizmov, kot kaze Preglednica 12.

Preglednica 12: Rezultati statistinega testiranja povprecja razlik (med zacetnimi in konénimi
vzorci) za kontrolno in testno skupino

Vrsta Testna ) F-test t-test
mikroorganizma skupina Velikost P-
F-vrednost | P-vrednost | t-vrednost | vrednost
Bifidobacterium | Propiotik J 3256 | 0091 | 0466 | 0648
placebo 8
Lactobacillus probiotik 9 5,323 0036 | -1351 | 0197
placebo 8
Enterococcus probiotik 3 0,02 0,961 002 | 0,999
placebo 8
Staphylococcus | ProPIotik J 2,7 0121 | -1452 | 0,167
placebo 8
Enterobacteriaceae probiotik 9 1,197 0,291 0,75 0,465
placebo 8
kvasovke probiotik 3 1,885 1,9 1165 | 0262
placebo 8
PCR v realnem probiotik 7
casu za 1,425 0,678 1,323 0,21
Bifidobacterium placebo 7

Preglednica 12 kaze statisti¢ne izraune za F- in t-test.
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4.1.2 Grafié¢ni prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike koncentracije
bakterij pred in po zdravljenju, v testni in kontrolni skupini

Razlika Stevila (pred zacetkom in po koncu zdravljenja) mikroorganizmov v testni in
kontrolni skupini se porazdeljuje normalno, saj je sploSna populacija, iz katere smo vzeli
skupino ljudi za testiranje, prav tako normalno porazdeljena. Ko opazujemo grafe gostotne
funkcije, se sprasujemo, kaksna je verjetnost, da bo v nekem poskusu vrednost razlike
mikroorganizmov v Zelenem intervalu. To verjetnost dobimo tako, da izraCunamo ploscino
grafa na tem intervalu.

Bifidobacterium

prohioticni
pripravek

= placeho

gostota normalne verjetnostne porazdelitve

I - 0,00E+00 : —— :
-3,20E+08 -1,95E+08 -7,00E+07 5,50E+07 1,80E+08 3,05E+08

razlika Stevila bakterij

Slika 13: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike $tevila bakterij rodu
Bifidobacterium pred in po tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek)
in kontrolni (placebo) skupini
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Slika 14: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila bakterij rodu

Lactobacillus pred in po tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek) in

kontrolni (placebo) skupini
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Slika 15: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila bakterij rodu
Enterococcus pred in po tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek) in
kontrolni (placebo) skupini
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Slika 16: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila bakterij rodu
Staphylococcus pred in po tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek)

in kontrolni (placebo) skupini
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Slika 17: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila bakterij rodu
Enterobacteriaceae pred in po tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni
priravek) in kontrolni (placebo) skupini
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Slika 18: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila kvasovk pred in po

tretiranju z antibiotiki in probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek) in kontrolni (placebo)
skupini
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4.2 REZULTATI UGOTAVLIJANJA BIFIDOBAKTERIJ V BLATU S PCR V REALNEM
CASU

Standardne vzorce smo pripravili iz bakterijskega seva B. animalis ssp. lactis Bb-12. Ker smo
kulturo, iz katere smo osamili DNA, predhodno nacepili na gojisce za $tetje na plo§¢ah, smo
vedeli, iz koliko kolonijskih enot (KE) je bila DNA pridobljena. Podatek za stevilo KE smo
preracunali v Stevilo kopij gena za 16S rRNA tako, da smo KE pomnozili z vrednostjo 3, ker
je za podvrsto B. animalis ssp. lactis znano, da praviloma vsebuje 3 kopije tega gena.

Na Sliki 19 je standardna krivulja za izraCunavanje $tevila bakterij rodu Bifidobacterium iz
vrednosti C;, od¢itanih pri reakciji PCR v realnem ¢asu. Na abscisni osi je prikazano Stevilo
kopij gena 16S rRNA v vzorcu (standardnem ali neznanem), na ordinatni pa vrednost C;
(vrednost, ki pove Stevilo ciklov, ki so potrebni, da reakcija pomnoZevanja preide v
ekponentno fazo). 1z vrednosti C; in odgovarjajocega $tevila kopij genov za 16S rRNA v
standardnih vzorcih je bila izrisana standardna krivulja. S pomodcjo te se iz izmerjenih
vrednosti C; neznanih vzorcev izracuna $tevilo kopij genov za 16S rRNA v neznanih vzorcih.
Pridobljene vrednosti smo pomnozili Se s faktorjem razredevanja DNA, uporabljene v
reakciji PCR, ter s faktorjem redc¢enja vzorca pred izolacijo DNA in tako dobili rezultat v
obliki $tevila kopij 16S rDNA v gramu blata. U¢inkovitost pomnozevanja je bila 93,4 %, kar
je sprejemljivo.

Standard Curve

Inifl Quantity (copies)

Legenda:
kvadrat...... standard
trikotnik......vzorec

Slika 19: Standardna krivulja za ugotavljanje Stevila bifidobakterij z metodo PCR v realnem
casu
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Slika 20: Disociacijska krivulja pomnozkov dela gena za 16S rRNA pri bifidobakterijah pri
PCR v realnem casu

Specifi¢nost reakcije smo preverjali s disociacijsko analizo pomnozkov, ki smo jo izvedli po
konc¢anih 35 ciklih pomnoZevanja, po protokolu proizvajalca aparata za PCR v realnem casu
in programske opreme. Med segrevanjem pride do disociacije verig DNA-pomnozkov, zaradi
Cesar se fluorescenca zmanjSa. Na abscisi je prikazana temperatura, na ordinati pa so
negativne vrednosti odvoda izmerjene fluorescence. En vrh na disociacijski krivulji pove, da
smo med pomnozevanjem dobili enake pomnozke oz. da je reakcija specificna. Dopustna
variabilnost temperature je +/— 1 °C. Ve¢ vrhov bi pomenilo, da smo dobili pomnozke
razli¢nih velikosti 0z. sestave.

V Preglednici 13 so rezultati ugotavljanja Stevila bifidobakterij v blatu, izrazenega z
logaritmirano vrednostjo stevila kopij gena za 16S rRNA/g blata.
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Preglednica 13: Rezultati PCR v realnem ¢asu za bifidobakterije

Bifidobacterium (logaritmirana vrednost stevila
kopij gena za 16S rRNA/g blata + stand. dev. )

Testna skupina

St. bolnika

Zacetni vzorec

Konéni vzorec

probiotiéni pripravek 111 10,62 + 0,341 9,75 + 0,588
probioti¢ni pripravek 112 7,20 £+ n.p. 7,72 +£ 0,109
probioti¢ni pripravek 114 10,72 + 0,082 10,57 + 0,177
placebo 115 7,40 £ 1,423 9,34+0,110
probioti¢ni pripravek 116 8,39+0,119 9,54 + 0,032
placebo 118 9,10+ 0,438 8,97 £ 0,070
probioti¢ni pripravek 119 n.p. 8,62+0,178
placebo 120 8,96 + 0,044 9,86 +£ 0,476
placebo 121 9,66 +0,412 10,28 £ 0,097
probioti¢ni pripravek 122 10,06 £ 0,009 9,83+ 0,334
probioti¢ni pripravek 123 10,43 £ 0,059 9,46 £0,116
placebo 124 8,41 £0,078 8,73 £ 0,106
placebo 125 n. p. n. p.
placebo 126 10,41 £ 0,439 9,36 £ 0,327
placebo 128 9,16 0,022 9,59+ 0,154
probioti¢ni pripravek 129 9,97 £0,245 9,36 + 0,274

Legenda:
NP..ceenne ni podatka
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Slika 21: Prikaz gostote normalne verjetnostne porazdelitve razlike Stevila bakterij rodu
Bifidobacterium, dolo¢ene z metodo PCR v realnem ¢asu, pred in po tretiranju z antibiotiki in
probiotiki, v testni (probioti¢ni pripravek) in kontrolni (placebo) skupini
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Koncentracijo bakterij v blatu smo ugotavljali s Stetjem kolonij, ki so zrasle na selektivnih
realnem casu. V naso nalogo je bilo vkljucenih 17 ljudi, ki so bili razdeljeni v dve skupini,
testno (antibiotik in probioti¢ni pripravek), ki je vkljuCevala devet ljudi, in kontrolno
(antibiotik in placebo), ki je vkljucevala osem ljudi. Vzorce smo pregledovali pred zacetkom
uzivanja antibiotikov in po kon¢anem uZzivanju probiotikov oz. placeba, ki je trajalo en teden
vec kot antibioti¢na terapija.

Pri nekaterih vzorcih je na plos¢ah z najniZjo razredgitvijo (107%) vzorcev blata, ki smo jo
uporabili za nacepljanje, izraslo manj kot 10 kolonij, kar pomeni, da niso bile Stevne.
Rezultati teh vzorcev so pod mejo detekcije 0z. < 10000 KE/g in smo jim pripisali vrednost
9000 o0z. 9,0 x 10° KE/g blata, kar je razvidno iz preglednic.

Koncentracijo bifidobakterij smo ugotavljali na selektivnem gojis¢u MRS z dodatkom
mupirocina in cisteina (anaerobna kultivacija, 37 °C/48—72h). Tudi med posamezniki istih
skupin so se vrednosti mo¢no razlikovale. Pri testni skupini (probioti¢ni pripravek) se je
koncentracija bakterij pred zdravljenjem z antibiotiki gibala od 9 x 10° do 1,2 x 10® KE/g, po
zdravljenju in uZivanju probiotika oz. placeba pa med 9,0 x 10% in 3,1 x 10® KE/g. Podobno je
bilo tudi pri kontrolni skupini (placebo), kjer se je koncentracija v zacetnih vzorcih gibala
med 9,0 x 10% in 3,8 x 10’ KE/g ter v kon&nih med 9,0 x 10° in 1,2 x 10" KE/g. Tudi
standardni odklon (Preglednica 11) je vi§ji v primerjavi s kvasovkami ali enterobakterijami.

V Preglednici 12 iz stolpca za t-test od¢itamo P-vrednost 0,648 . Ker je ta vrednost ve¢ja od
verjetnosti zaupanja 0,05, pomeni, da smo potrdili ni¢elno hipotezo, ki govori, da med testno
in kontrolno skupino ni statisticno znacilnih razlik v koncentraciji mikroorganizmov v blatu.
Za dodatno ponazoritev lahko na Sliki 13 vidimo, da sta si krivulji za testno in kontrolno
skupino zelo blizu oz. se zelo prekrivata. P-vrednost je premo sorazmerna s povrsino prekritja
krivulj.

Za kvantifikacijo bifidobakterij smo uporabili tudi metodo PCR v realnem casu. Tarca analize
s PCR v realnem casu so bili v naSem primeru geni za 16S rRNA, znacilni za rod
Bifidobacterium. Ker se ti po zaporedjih nukleotidov razlikujejo med posameznimi
bakterijskimi vrstami, lahko v posameznih reakcijah ciljamo na razli¢ne skupine bakterij.
Rezultati so prikazani kot logaritmirane vrednosti (logip) Stevila kopij gena za 16S rRNA/g
blata. Za umeritveno krivuljo smo uporabili sev B. animalis subsp. lactis Bb-12. Bakterijska
celica ima lahko razli¢no Stevilo kopij genov (1-15) za 16S rRNA; Stevilo kopij je enako za
seve, ki pripadajo isti vrsti, se pa razlikuje med vrstami. Bakterije rodu Bifidobacterium imajo
2-5 kopij teh genov. V vzorcih je bilo po vsej verjetnosti prisotnih ve¢ vrst bifidobakterij, ki
imajo razli¢no Stevilo kopij za 16S rDNA, zato rezultatov ne moremo preracunati neposredno
v KE/g. Kadar analiziramo celotno DNA iz blata, je rezultat odvisen tako od tega, katere
bakterijske vrste so v vzorcu, kot od njihovega Stevila. Kljub temu pa do neke mere odrazajo
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spremembe (Ce so te dovolj velike) v Stevilu bakterij posameznih rodov oz. skupin, zato jih v
zadnjem c¢asu veliko uporabljajo v ekoloskih Studijah.

Pri kvantifikaciji rodu Bifidobacterium s PCR v realnem ¢asu smo s t-testom potrdili hipotezo
o enakosti povpre€ij populacij testne in kontrolne skupine. Rezultati so prikazani kot
logaritmirane vrednosti (logio) Stevila kopij gena za 16S rRNA/g blata (Preglednica 13). Na
Sliki 21 lahko vidimo, da sta gostoti verjetnostnih porazdelitev relativno podobni. Prekritost
grafov je relativno velika, kar je t-test dejansko tudi numeri¢no pokazal. Na osnovi tega
sklepamo, da med skupinama ni statisti¢no znacilnih razlik.

Tudi koncentracija laktobacilov, ki smo jih dolocali na gojis¢u Rogosa z dodatkom ocetne
kisline (anaerobna kultivacija, 37 °C/48—72 h), se v povprecnih vrednostih ni mocneje
razlikovala (Preglednica 9). Vrednosti med posamezniki so se v testni skupini pri zacetnih
vzorcih gibale od 9,0 x 10° do 1,5 x 10° KE/g, pri kon&nih pa od 9,0 x 10°do 1,1 x 10° KE/g,
medtem ko so se v kontrolni skupini pri zaetnih vzorcih gibale od 6,0 x 10* do 3,1 x 10°
KE/g, pri kon¢nih pa od 9,0 x 10°do 1,9 x 10% KE/g (Preglednica 6). Tudi pri rezultatih tetja
laktobacilov smo potrdili ni¢elno hipotezo Hp da se populaciji testne in kontrolne skupine
statisticno ne razlikujeta saj smo na osnovi izracunane vrednosti vzor¢ne statistike t od¢itali P
= 0,197 (Preglednica 12), ki je vecja od a = 0,05. To je prikazano tudi na Sliki 14, saj se
gostoti verjetnostnih porazdelitev za testno in kontrolno skupino precej prekrivata (P > a).
Med populacijama testne in kontrolne skupine ni statisticno znacilnih razlik. Tudi pri
laktobacilih je standardni odklon (Preglednica 11) visji v primerjavi z drugimi skupinami
mikroorganizmov.

Iz Preglednice 9 je razvidno, da so bifidobakterije in laktobacili bili prisotni vse obdobje
testiranja in da se povpre¢ne vrednosti populacij kontrolne in tesne skupine statisticno
znacilno ne razlikujejo. Lahko zaklju¢imo, da se v blatu posameznikov, ki so med terapijo z
antibiotiki ter Se en teden po koncani terapiji uZivali probioti¢ni pripravek, koncentracija
bifidobakterij in laktobacilov ni znacilno povecala, kot bi lahko pri¢akovali.

Iz Preglednice 11, ki kaZe standardne odklone, je razvidno, da so pri bifidobakterijah in
laktobacilih le-ti vecji kot pri drugih skupinah bakterij. Pri bifidobakterijah vrednosti znasajo
od 1,1 do 1,5 log;oKE/g blata, pri laktobacilih pa od 1,2 do 1,7 log;oKE/g blata. Pri preostalih
bakterijah (Enterococcus, Staphylococcus in Enterobacteriaceae) se vrednosti gibljejo od 0,4
do najvec 1,2 log;oKE/g blata. Najman;jsi standardni odklon smo zabelezili pri kvasovkah, od
0,3 do 0,8 log;oKE/g blata, kar kaze na najmanjSo variabilnost v primerjavi z razli¢nimi
skupinami bakterij.

Koncentracijo bakterij rodu Enterococcus smo ugotavljali na selektivnem gojis¢éu KAA. Med
posamezniki se je Stevilo enterokokov pri testni skupini pred zacetkom zdravljenja gibalo med
1,5 x 10% in 3,3 x 10° KE/g ter ob koncu zdravljenja med 1,5 x 10° in 3,2 x 10’ KE/g. Pri
kontrolni skupini med 3,6 x 10° in 1,4 x 10°> KE/g na za&etku zdravljenja, ob koncu pa 2,3 x
10% in 3,2 x 10" KE/g. Tudi za $tevilo enterokokov v blatu (KE/g) smo ugotovili, da se
populaciji testne in kontrolne skupine statisticno ne razlikujeta. S statisticno analizo (t-test)
smo izracunali vrednost P = 0,999 (Preglednica 12), ki je vecja od a = 0,05, torej smo potrdili
Ho. Na Sliki 15 lahko vidimo, da se grafa verjetnostnih porazdelitev skoraj popolnoma
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prekrivata. Prekritost grafov je skoraj identi¢na, kar pomeni, da so razlike med populacijama
testne in kontrolne skupine zanemarljive.

Koncentracijo bakterij rodu Staphylococcus smo ugotavljali na selektivnem gojis¢u z
manitolom. Med posamezniki se Stevilo stafilokokov v blatu ni razlikovalo tako moc¢no kot
pri bifidobakterijah ali laktobacilih. Pri testni skupini se je pred zacetkom zdravljenja Stevilo
KE/g gibalo med 9,0 x 10% in 3,8 x 10" KE/g ter ob koncu med 9,0 x 10% in 1,3 x 10° KE/g, pri
kontrolni skupini pa med 9,0 x 10° in 7,5 x 10* KE/g ter med 9,0 x 10% in 5,9 x 10° KE/g. Na
osnovi izraCunane vrednosti vzorcne statistike (t-test) smo odcitali P = 0,167 > a = 0,05
(Preglednica 12) in tudi za skupino stafilokokov potrdili Ho, torej se populaciji testne in
kontrolne skupine nista statisti¢no razlikovali. Slika 16 kaZe, da sta si gostoti verjetnostnih
porazdelitev podobni oz. da se krivulji (za testno in kontrolno skupino), ki prikazujeta
verjetnostno porazdelitev, precej prekrivata, tako da ne moremo govoriti o statisti¢ni razliki
med obema skupinama.

Koncentracijo bakterij iz druZzine Enterobacteriaceac Smo ugotavljali na selektivnem gojiscu
DHL pri 35 °C/24-48 h in aerobni kultivaciji. Pri posameznikih je bila najnizja vrednost pri
obeh skupinah 9,0 x 10° KE/g, pri testni skupini pa najviija na zaGetku antibiotinega
zdravljenja 7,5 x 10° in ob koncu 9,9 x 10° KE/g blata. Pri dolo¢anju bakterij iz druZine
Enterobacteriaceae smo potrdili hipotezo 0 enakosti povprecij populacij testne in kontrolne
skupine. S statisti¢no analizo (t-test) smo izracunali vrednost P = 0,465 (Preglednica 12), ki je
vecja od a = 0,05, torej smo zavrnili Hy, ker se testni skupini statisti¢no ne razlikujeta. Slika
17 kaze, da sta si gostoti verjetnostnih porazdelitev relativno podobni. Vidimo, da je
prekritost grafov (povrSina pod krivuljama) velika, kar nam je pokazal tudi t-test.

Kvasovke smo $teli na selektivnem gojis¢u OGY z dodatkom antibiotika pri 28 °C in po
sedmih dneh aerobne kultivacije. Tudi pri kvasovkah se vrednosti znotraj skupin niso tako
mocno razlikovale kot pri bifidobakterijah in laktobacilih. Pri posameznikih v testni skupini
Smo na zacetku in koncu zdravljenja dolocili najniZjo vrednost 9 x 103 KE/g blata, najvisjo pa
1 x 10° KE/g blata. Pri kontrolni skupini pa najniZjo vrednost prav tako 9 x 10° KE/g blata in
najvigjo 6,4 x 10* KE/g blata. S statisti¢no obdelavo podatkov za 3tevilo kvasovk smo tako
kot pri drugih skupinah bakterij potrdili hipotezo o enakosti povprecij populacij testne in
kontrolne skupine. Izra¢unana vrednost vzor¢ne statistike (t-test), P = 0,262 (Preglednica 12),
je ve¢ja od a = 0,05, torej lahko zavrnemo H; Slika 18 kaze, da sta si verjetnostni porazdelitvi
obeh testnih skupin relativno podobni oz. se povrsini pod krivuljama precej prekrivata. Torej
se povprecji populacije testne in kontrolne skupine statisti¢no ne razlikujeta.
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5.2 SKLEPI

Uzivanje antibiotikov in placeba (kontrolna/placebo skupina) oz. antibiotikov in
probiotikov (testna skupina) ni statisticno znacilno vplivalo na koncentracijo izbranih
skupin  mikroorganizmov  (Bifidobacterium,  Lactobacillus,  Enterococcus,
Staphylococcus, Enterobacteriaceae in kvasovke).

V blatu posameznikov, ki so med terapijo z antibiotiki ter Se en teden po koncani
terapiji uzivali probioti¢ni pripravek, koncentracija bifidobakterij in laktobacilov ni
bila vec¢ja kot v kontrolni skupini (antibioti¢na terapija brez probiotikov).

V blatu posameznikov so bili bifidobakterije in laktobacili prisotni skozi vse obdobje
testiranja, koncentracije pa so se med posamezniki mocno razlikovale. Pri
bifidobakterijah so se koncentracije gibale med 9,0 x 10° in 3,1 x 10® KE/g blata, pri
laktobacilih pa med 9,0 x 10% in 1,5 x 10° KE/g blata.

Tudi kvantifikacija bifidobakterij z metodo PCR v realnem casu, s katero zajamemo
poleg kultivabilnih Se bakterije v vseh drugih fizioloskih stanjih (zive nekultivabilne,
nezive), ni pokazala znacilnih razlik med skupinami ali med zacetnim in konénim
stanjem.
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6 POVZETEK

Stranski ucinek zdravljenja z antibiotiki je med drugim tudi diareja, ki se pojavi pri priblizno
5-39 % ljudi. Znano je, da lahko zauZitje probiotikov pozitivno ucinkuje na prvotno
mikrobioto in da lahko prepreCi porusenje ravnovesja zaradi jemanja antibiotikov ter
posledi¢no diarejo. V naSi nalogi smo na odraslih prostovoljcih raziskovali ucinkovitost
probioticnega pripravka z laktobacili in bifidobakterijami za preprecevanje drisk, ki so
posledica terapije z antibiotiki.

Od vsakega prostovoljca smo dobili po dva vzorca blata, od katerih je bil prvi odvzet pred
zaCetkom terapije z antibiotiki in probiotiki oz. placebom, drugi pa takoj po koncanem
jemanju probioti¢nega pripravka oz. placeba, ki so ga jemali Se en teden po konc¢ani terapiji z
antibiotikom. Ugotavljali smo $tevilo KE/g blata, bifidobakterij, laktobacilov, enterokokov,
stafilokokov, enterobakterij in kvasovk. Vzorce blata smo ustrezno razred¢ili in nacepili na
selektivna gojiSca za ugotavljanje Stevila (KE/g) razli¢nih skupin bakterij z metodo Stetja na
ploscah.

Za testiranje hipotez smo izbrali Studentov t-test, s katerim smo ugotavljali morebitne
statisti¢no znacilne razlike med testno in kontrolno skupino. Potrdili smo H,, ki pravi, da se
populacija kontrolne skupine (antibiotik + placebo) in populacija testne skupine (antibiotik +
probioti¢ni pripravek) statisticno ne razlikujeta. To smo potrdili pri vseh preiskovanih
mikroorganizmih  (Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus in kvasovke).

Koncentracije preiskovanih bakterij so se med posamezniki znotraj iste skupine zelo
razlikovale, med 9,0 x 10° do 9,0 x 10° KE/ g blata, kar kaze na veliko razprSenost vzorcev.

Koncentracijo bifidobakterij smo dolocili tudi s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo
(PCR) v realnem casu, ki ne zahteva kultivacije bakteri;.

DNA, na podlagi katere smo kvantificirali bifidobakterije, je prihajala iz neposkodovanih in
poskodovanih oz. mrtvih celic, zato smo pri metodi PCR v realnem ¢asu opazili nekoliko
vecje koncentracije kot pri Stetju na ploscah, kjer zrastejo samo bakterije, ki niso poskodovane
o0z. kultivabilne bakterije.

Glede na hipotezo bi bilo pricakovati, da si bodo zaCetne vrednoti bifidobakterij in
laktobacilov pri obeh skupinah priblizno podobne in da bodo kon¢ne vrednosti pri testni
skupini ostale vsaj enake ali se rahlo dvignile, pri kontrolni skupini (placebo) pa da se bodo
zaradi jemanja antibiotika pri¢akovano znizale.

Sklepamo lahko, da je ¢revesna mikrobiota zelo kompleksen ekosistem in da jo je zato tezko
raziskovati, saj je variabilnost med posamezniki ze v osnovi, preden so kakorkoli tretirani,
velika. Odvisna je od mnogo dejavnikov, kot so prehranjevalne navade, genetski dejavnik,
izpostavljenost stresu itd. Ceprav raziskava ni pokazala znaGilnega povedanja Stevila
laktobacilov in bifidobakterij v skupini, ki je prejemala probioti¢ni pripravek z bakterijskima
vrstama Lactobacillus acidophilus in Bifidobacterium animalis subsp. lactis, pa so pri
posameznikih lahko nastale spremembe tako v vrstni in sevni sestavi populacije laktobacilov
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in bifidobaterij kakor tudi pri drugih skupinah mikroorganizmov. Take spremembe je mogoce
ugotavljati le s sodobnimi metagenomskimi tehnikami.
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