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V intenzivni zivinoreji so bili zaradi teznje p@im bolj ekonoméni prireji
antibiotiki dolga leta najpogosteje uporabljeni kintdodatki. Zaradi strahu pred
nesmotrno uporabo antibiotikov in nekontrolirangggenja odpornosti so njihovo
uporabo v prehranske namene v Evropski uniji pregdal, hkrati pa se je pojavila
potreba po alternativnin¢inkovinah. Namen diplomskega dela je bil pligwpliv
izvlecka ¢esna (dialil sulfid), cimeta (cinamaldehid) in npgevih zbic (eugenol)
ter ionofornega antibiotika (monenzin) na nekatbekterijske seve v vampu
goveda. Z merjenjem ophe gostote smo spremljali rast izbranih baktetijski
sevov Vv prisotnosti razinih koncentracij pretevanih @inkovin ter predevali
moznost adaptacije dveh sevoPrévotella ruminicola23 in Ruminococcus
flavefaciens007 S/6) na dve izbranic¢ukovini (monenzin in cinamaldehid).
Ugotovili smo tri ngine delovanja &inkovin, in sicer podaljSanje faze prilagajanja
rasti bakterij, zmanj$anje obsega in zmanjSanjestitrasti.Cesnov dialil sulfid je
v vseh primerih vplival le na podaljSanje faze ggajanja rasti bakterij, pri
preostalih dginkovinah pa so se pojavljali vsi trije ¢iai delovanja. Pri pretevanju
adaptacije sevov nacimkovine smo ugotovili, da je adaptirana réla seva
Prevotella ruminicola23 sposobna rasti pri osemkrat visji koncentrawiinenzina
v gojixu kot divja razltica ter da se noben izmed pteuanih sevov ni sposoben
prilagoditi na poviSano koncentracijo cinamaldehidgoji&u.
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Antibiotics were commonly used as animal feedlities in intense animal
production systems. Their use was banned in thegean Union in 2006 due to
the increased fear of uncontrolled antibiotic usé spreading of resistance. At the
same time a need for alternatives emerged. Theoparpf this work was to
examine the effects of dialyl sulfide, cinnamaldghéugenol and monensin on
certain ruminal bacterial strains. The growth atterial strains in the presence of
various concentrations of active ingredients wasiitoced by optical density
measurements. The ability oPrevotella ruminicola 23 and Ruminococcus
flavefaciens 007 S/6 adaptation to monensin and cinnamaldeha$ \also
investigated. Three different effects of the stddiegredients were observed: the
prolongation of bacterial growth phase, the redunctof total growth and the
reduction of growth rates. In all studied straihe tdialyl sulfide from garlic
affected the prolongation of growth phase only. Tdtber three components
induced all three different effects. Examining adap we found out that the
adapted strairPrevotella ruminicola23 is capable to grow in eight fold higher
concentration as the wild type. However, the strauere not capable to adapt to
higher concentrations of cinamaldehid.
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1 UuvoD

Z naraganjem prebivalstva v svetu se vsakodnevno pojawtjapotreba po @i pridelavi
hrane. Klj&ni dejavnik bolj ali manj povsod po svetu Se vegnedstavlja cena hrane na
trgu, ki naj bi bilacim nizja. Zaradi Zelje po g pridelavi za manj vlozka ter posleédio
niZji ceni kortnega produkta se v reji Zivali uvajajo novi postogkkaterimi bi omogdili

bolj ekonoméno prirejo. Eden od najbolj znanih postopkov za gdevanje prireje,
predvsem mesa in mleka v govedoreji, je uvajargidrah krmnih dodatkov v prehrano, s
¢imer neposredno posezemo v Khi segment prebave pri prezvekovalcih, v mikrobno
prebavo v vampu. S spodbujanjem zaZelenih in zaj@na nezazelenih (energijsko
potratnih) ali celo Skodljivih procesov v mikrobmiebavi pa vplivamo na kéno prirejo.
Najbolj razSirjena je bila do nedavnega tudi prs ngoraba ionofornih antibiotikov
(predvsem monenzina), z uporabo katerega so récmanjSem zauZzivanju krme pri
Zivalih belezili ve&jo ali vsaj enako prirejo. Ker pa je dandanes pelegnomskega vidika
vse bolj pomembno, da je hrana, ki jo uzivamo, kaktna, zdrava in pridelana na okolju
¢im prijaznejSi nain, je uporaba antibiotikov v prehrani zivali pdatasporna. Zaradi
Stevilnih dejavnikov tveganja so v Evropski ungnparja 2006 uporabo le teh prepovedali
in tako se je pojavila potreba po alternativnilinkovinah z «inki, podobnimi
antibiotikom. Stevilne moZnosti, ki jittlovestvo Ze stoletja s pridom izkaf& so

znanstveniki videli v rastlinah in njihovih iz\dkih.

Namen diplomske naloge je bil pedtil vpliv ionofornega antibiotika monenzina in treh
rastlinskih izvl€kov (¢esnovega dialil sulfida, cinamaldehida in eugenaka)rast Sestih
izbranih bakterijskih sevov Pgevotella ruminicola 23", Prevotella bryantii B4,
Butyrivibrio fibrisolvens3071", Ruminococcus albug0455, Ruminococcus flavefaciens
007 S/6 inFibrobacter succinogenes85) ter preveriti moznost adaptacije dveh izmjédd n
(Prevotella ruminicola23", Ruminococcus flavefacief§7 S/6) na povisano koncentracijo

monenzina in cinamaldehida.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POSEBNOST PREZVEKOVALCEV

Prezvekovalci so rastlinojedi sesalci, ki so razyibsebno dinkovit nain prebave
voluminozne krme oziroma surove vlaknine. Osnownkkme tako prostoziwgh (srnjadi)
kot tudi doméih prezvekovalcev (govedo in drobnica) je paSakialjenje porabijo kar
dve tretjini dneva, odesar je le tretjina namenjena dejanskemu zauziy@ngostali del
pa prezvekovanju (Zgajnar, 1990), ki navadno potkan od pasne povrsine, v zavetju

pred plenilci in neugodnimi vremenskimi razmeraBiuhec, 1997).

Tak n&in prehranjevanja prezvekovalcem om&gqgosebno prilagojen prebavni trakt,
katerega najpomembnejSi del predstavlja Stiridethodec. Sestavljajo ga trije predzelodci,
vamp (rumen), kapica (reticulum) in prebiralnik @sam), ter pravi, Zlezni Zelodec ali
sirisénik (abomasum) (slika 1). Skupaj zavzemajo karcdirtine trebusne votline. V
predzelodcih potekajo méénje in meSanje grobe rastlinske krme (Cestnikooh,s2004)
ter razgradnja nekaterih pomembnih hranljivih sngsiedvsem celuloze, s potjo

mikroorganizmov in njihovih encimov (Oresnik in Keauner, 2002).

Tanko Sreyo
: -~ _ FoZirainik
- .
Vol ' Prebirainik
y JJ-’ #oun
'y
f -~
/X <
Vamp y \
‘ 3 T HKapica
e .
Siriscnik

Slika 1: Stiridelni Zelodec prezvekovalcev (prirgepo: Digestive Anatomy in Ruminants,
2003)

Prezvekovalci krmo zauzijejo razmeroma hitro, slg@oezveéijo in pozrejo. Krma nato
potuje v vamp, kjer se s poijo kréenj stene vampa in kapice (ruminacija) pomesa z
drugo vsebino. Drobni delci krme potujejo dalje tprsiris¢niku, grobi, veji deli pa
sprozijo proces vkanja zalogaja v ustno votlino (regurgitacija) nang@mo

prezvekovanje. Pri tem se spfa velike kolEine sline, pri govedu tudi do 150 litrov na



Varga A. Analiza vpliva rastlinskih izv&ov na izbrane vampne bakterije. 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BioteniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

dan (MacDonald, 1995). Slina vsebuje za mikroorgaei pomembne hranilne snovi
(se&nino — dusik, rudninske snovi) in obenem deluje biiarbonatno-fosfatni pufer, saj
prepre&uje, da bi pH v vampu padel pod 5,5. Pri ponovnamienju se povéa tudi
povrSina delcev, na katere delujejo mikrobi (Orkedni Kermauner, 2002). Najég in s
stali€a mikrobne razgradnje krme najpomembnejSi del medga trakta pri
prezvekovalcih je vamp. V osnhovi je razdeljen nazdme in ventralne vampove v
katerih notranjost porasjo jeztaste in ostrost@aste papile, ki mino pove€ajo njegovo
absorpcijsko povrsino (Zgajnar, 1990). Plini, kistcanski produkt prebave, se zadrzujejo
v dorzalni vampovi vré in jih Zival z izrigavanjem izl&i iz telesa (Cestnik in sod., 2004).
Kapica je med prepono in spodnjo vampovocereZnotraj jo pokriva kutana sluznica v
obliki satja, katere naloga jedevanje grobih in drobnih delcev. Slednji zapustggico in
gredo dalje v prebiralnik, kjer se vsebina med IBebiralnika ozame in odpotuje po
prebiralnikovem Zlebu v sitgik. Od tu dalje poteka prebava hranljivih snoyp@anajo

prebavnih sokov enako kot pri monogastit zivalih.

2.2 MIKROORGANIZMI V VAMPU

Osnovni obrok prezvekovalcev je, kot ze omenjermluyminozna krma, sestavljena iz
strukturnih ogljikovih hidratov. Sesalci le teh astnimi encimi niso sposobni razgraditi,
zato jim pri tem pomagajo Stevilni vampni mikroongami. Sorazmerno dolgo zadrzevanje
krme (9-12 ur), konstantna visoka temperatura (dolstopinj Celzija), pH (med 5,7 in
7,3) in odsotnost kisika zagotavljajo ugodne pogrpgerast razéinih anaerobnih vrst
bakterij, arhej, prazivali in gliv v vampu prezvefadcev (MacDonald, 1995). Krma se z
njihovo pomdajo razgradi do hlapnih masgbnih kislin (predvsem ocetne, propionske in
maslene), ki prehajajo skozi steno vampa in jiltye&ovalci uporabljajo v svoji presnovi.
Za organizem gostitelja je pomembna tudi sintezlrabnih beljakovin ter vitaminov,
predvsem vitamina K in vitaminov B-skupine. Straagkodukta mikrobne razgradnje sta
metan in ogljikov dioksid, ki ju zival izriga.
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2.2.1 Vampne bakterije

Bakterije so najStevilnejSi predstavniki vampne moidne zdruzbe. V mililitru vampnega
soka jih je vé kot 10milijard in pripadajo vé kot 200 razknim vrstam (Hespel in sod.,
1997). Stevilo bakterij v vampu raoo niha glede na vrsto zauzite krme in frekvenco
krmljenja, zato so nagle spremembe obroka za pke¥adce lahko usodne. Glede na
substrat, ki ga razgrajujejo, jih delimo na celitidhe (celuloza), ksilanoliéne (ksilani),
amiloliticne (Skrob), pektinolitine (pektini), proteolitine (beljakovine) in lipolitine
(magobe), po tipu cetine stene pa na po Gramu negativne (G-) in po Graoaiiivhe
(G+) bakterijske vrste. Ceéha stena G- bakterij je &@astna struktura, sestavljena iz
celicne membrane, tanke plasti peptidoglikana (daje ostincelici) in zunanjega
lipopolisaharidnega sloja ter proteinov, ki otezpjehod raztinih potencialno Skodljivih
shovi v celico. Steno G+ bakterij sestavlja delSalgeptidoglikanska oziroma mureinska

plast, obéajno sestavljena iz enega tipa molekul (slika 2adMan in sod., 2003).

GRam -

Peptidoglikan
tidog ——Peptidoglikan
Membrana mbiranz
:| Periplazma

Ligiopolizaharidi in
proteini

Slika 2: Celéna stena Gram-pozitivne in Gram-negativne baktexigelice (prirejeno po:
The Gram Stain, 2007).

Stevikno najbolj zastopane v vampu so bakterije iz rBdevotella So striktno anaerobni,
Gram-negativni kokobacili, katerih glavna nalogargzgradnja raztnih polisaharidov,

Skroba, ksilanov, dekstrinov in pektinov (Hespel sod., 1997), celuloze pa zaradi
odsotnosti celulaznih encimov niso sposobne razgasi Pomembno vlogo igrajo pri
razgradnji proteinov in fermentaciji peptido®revotella ruminicolaima edina med

vampnimi bakterijami tako imenovano dipeptidil-gdpzno aktivnost (DAP1), ki je zelo
pomembna pri razgradnji proteinov v vampu (Wallatsod., 1997). Prvotno so bili vsi

sevi iz danasSnjega rodRrevotellauvr&eni v eno vrstoBacteroides ruminicolaNato so
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to vrsto najprej prenesli v roBrevotella(Shah in Collins, 1990). Ko so z nadaljnjimi
raziskavami ugotovili Stevilne genotipske in fepsie razlike med sevi te vrste, so jo
razdelili v Stiri vrste, in sicePrevotella ruminicola, Prevotella brevis, Prevogellbensis
in Prevotella bryantii (Avgustin in sod., 1994, cit. po Hobson, 1997).avli

fermentacijski produkti prevotel v vampu so jantgrmaslena in ocetna kislina.

Med najbolj aktivne bakterijske vrste sodijo s iSta razgradnje surove vlaknine v vampu
vrste iz roduRuminococcugDehority, 1986, cit. po Hobson, 1997). TaRaminococcus
flavefacienskot tudi Ruminococcus albusta striktno anaerobni celulotitii bakterijski
vrsti s kokoidno obliko celic in z Gram-pozitivndrkturo celéne stene. Slednja se
pogosto pojavlja v obliki diplokoko\R. flavefaciena tvori krajSe verizice. Najdemo ju v
prebavnem traktu domidn (govedo, drobnica) in prostoziib prezvekovalcev (vodni
bivol, severni jelen) ter monogastmih Zivali, nekatere netipine oblike ruminokokov pa
tudi pri glodalcih (Dehority, 1977R. flavefaciens vampu razgrajuje celulozo, vké§oo s
tezje razgradljivimi oblikami (Stewart in sod., T)9ter celobiozo in ksilane. Redkeje
razgrajujejo preostale sladkorje. Pri razgradnjiuloze tvorijo celice zn&len rumen
pigment. Glavna produkta fermentacije sta ocetngaimtarna kislina. Stewiho bolj
zastopana vrsta jeuminococcus albugj tako kotRumonococcus flavefacierszgrajuje
komponente rastlinske cé&tie stene, predvsem celulozo in celobiozo. Nastaldykti
razgradnje so metanojska in ocetna kislina, etagblikov dioksid in vodik. Nekateri sevi
vrsteR. albuscelulazne aktivnosti nimajo (Morris in Cole, 198Ruminokoki imajo sicer
dokaj preproste prehranske zahteve (Bryant in Rminin1963, cit. po Hobson, 1997), so
pa izredno obutljivi na prisotnost ionofornega antibiotika moazera (Bryant, 1986, cit.
po Hobson, 1997) ter padec pH-vrednosti. V primeadca le te pod 6,R. flavefaciens
popolnoma preneha rasti (Russel in Dombrowski, 19&bleg ruminokokov imajo
pomembno viogo pri razgradnji celuloze tudi balgeiz vrsteFibrobacter succinogenes
So Gram-negativhe palste celice, ki se pritrdijo na celulozna vlaknasirpomgjo
periplazemske celulaze razgrajujejo celulozo nkagoe enote (Madigan in sod., 2003).
Sposobne so razgraditi tudi tezje razgradljiva tétisicno zgrajena celulozna vlakna
(Halliwel in Bryant, 1963, cit. po Hobson, 1997)si\$evi razgrajujejo celulozo, celobiozo,

glukozo in laktozo, nekateri pa tudi trehalozo, towd in Skrob. V procesu fermentacije
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nastanejo hlapne magbne kisline (Madigan in sod, 2003%). succinogeneg tudi dokaj

odporen na antibiotike v prehrani (monenzin) (StéwaDuncan, 1985).

Bakterije iz roduButirivibrio pogosto najdemo v prebavnem traktu Zivali. Bajderiste
Butirivibrio fibrisolvensuvr&amo glede na strukturo céittie stene med Gram-pozitivhe
bakterije (Hespel in sod., 1993, cit. po Hobson97)9 vendar se po Gramu barvajo
negativno. So majhne, rahlo ukrivljlene pa#ite celice. Pojavljajo se posamezno ali v
verigah. B. fibrisolvensfermentira razline vrste sladkorjev, predvsem hemiceluloze in
ksilane, ter je ena izmed pomembnejSih bakterijtaissa razgradnje strukturnih
polisaharidov pa tudi Skroba in pektinov. &fea sevov lahko razgrajuje ¥ekot 20
razlicnin enostavnih sladkorjev, disaharidov in oligosawy, iz katerih tvorijo glavni
produkt, masleno kislino (butirat), ter druge prkig kot sta ocetna in ntlea kislina. Z
ekstracelularnimi proteazami bakterije iz viBtdibrisolvensaktivho sodelujejo v procesih
proteolize (Cotta in Hespell, 1986), nekateri ggvitudi hidrogenirajo nekatere nertasie
magobne kisline, na primer linolensko (Kepler in sd@66).

2.2.2 Vampne arheje

Metan v vampu tvorijo metanogene arheje v popadisiodnosti kisika. Poznamo &eodov
vampnih arhej Methanobacteriupn  Methanobrevibacter  Methanosarcina
Methanomicrobiury ki se razlikujejo po genotipu, fenotipskih zi@aostih, na primer
sestavi celine stene, in po substratu, ki ga uporabljajo zabtvanetana (Stewart in sod.,
1997). Stevitno najbolj zastopana sta rodoMeethanobrevibactein Methanobacterium
Najvet metana v vampu sintetizirajo arheje iz vodika gljikovega dioksida. Tvorba
metana lahko poteka tudi iz drugih razpolozljivikbstratov, kot so mravfina in ocetna
kislina, metilamin ter metanol. Ti nastanejo prktaaijski razgradnji hranljivih snovi v

vampu.

2.2.3 Vampne glive

Glive igrajo v vampu pomembno vlogo pri razgradsyirove vlaknine in lignificiranih
delov rastlinskih cetinih sten (Madigan in sod., 2003). So obligatni aolaes hitinsko



Varga A. Analiza vpliva rastlinskih izv&ov na izbrane vampne bakterije. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BioteniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

celicno steno in verjetno edini organizmi, ki so zmaaxgraditi povrSinsko zagno plast
(kutikulo) listov in stebel pri rastlinah ter takwoodreti do notranjih rastlinskih tkiv (Akin
in sod., 1989). Z izredno ¢inkovitimi celulazami so sposobne razgraditi tudizko
razgradljivo kristalinino celulozo, hemicelulozo in ksilane (Mountfort Asher, 1989).
Poleg razgradnje hranljivih snovi sodelujejo Seracpsih sinteze nekaterih vitaminov ter
aminokislin. Kolgina gliv v vampu se mimo spreminja v odvisnosti od sestave krme. V

prebavnem traktu zivali, krmljenih z vlakninsko labg krmo, je vampnih gliv e

2.2.4 Vampne prazivali

V vampu zivi priblizno milijon prazivali na mililér vampove vsebine. V #@i so to
migetalkarji, ki so striktno anaerobni organizimay ke za evkarionte dokaj redko (Madigan
in sod., 2003). Zaradi svoje velikosti so bili @nvih opisanih vampnih mikroorganizmov.
Najdemo jih v prebavnem traktu vseh dd@rhaprezvekovalcev. So plenilci vampnih
bakterij, poleg tega pa imajo pomembno viogo peaspovi beljakovin (Arakaki in sod.,
2000).Ceprav za presnovo v vampu niso adlltega pomena, sodelujejo pri fermentaciji
Skroba in celuloze ter produkciji hlapnih maBnih kislin, podobno kot bakterije
(Madigan in sod., 2003). Po prebavi v sinfku in tankemérevesju so pomemben vir
kakovostnih beljakovin, ki jih gostitelj zaradi hgve dobre prebavljivosti lahko izkoristi
(Arakaki in sod., 2000).

2.2.5 Virusi v vampu

Poleg bakterij, gliv in prazivali vamp naseljujeltweliko Stevilo virusov (bakteriofagov).
Ti naseljujejo bakterijske celice, jih lizirajo ma tak n&in sprostijo proteine, ki postanejo
dostopni gostitelju. V mililitru vampove vsebine jnai bilo prisotnih okoli 18
bakteriofagov, ki morfolosko ustrezajo 26—40 r&aln tipom ter trem razthim druzinam
(Myoviridae, Syphoviridae, Podoviridae) (Richie sod., 1970, cit. po Klieve in sod.,
2004; Klieve in Bauchop, 1988, cit. po Klieve indso2004). V sploSnem je vioga

vampnih bakteriofagov Se razmeroma slabo raziskana.
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2.3 METABOLNI PROCESI V VAMPU

Krma, pomesana s slino, vstopi v vamp, kjer sers@ kréenja vampne stene pomesa z
vampnim sokom, nato se lahkoc¢ma mikrobna razgradnja. Vampni mikroorganizmi
razgradijo ogljikove hidrate do enostavnih slad&erjglukoze) in jih porabijo za svojo
presnovo. Pri tem tvorijo hlapne ntabne kisline, predvsem ocetno, propionsko in
masleno, ter ogljikov dioksid in metan. Hlapne taode kisline se absorbirajo skozi
vampno sluznico v kri, kjer so organizmu prezvekozana razpolago za nadaljnje
presnovne procese. Poleg enostavnih sladkorjekraba se v predzelodcih razgradijo tudi
celuloza, hemiceluloze, pektini in fruktozani. Razfa med nastalimi hlapnimi
magobnimi kislinami se razlikujejo glede na sestavaotd. Ce Zival zauZiva vge
kolicine surove vlaknine, nastajady@ kolicina ocetnege je obrok bogat s Skrobom, pa
propionske kisline. V vampu pride praviloma tudirdagradnje ma®ébe, vendar mora biti
le te v obroku malo, sicer lahko ¥ pade aktivnost vampnih mikroorganizmov,
poslabsSa se izkotianje celuloze, zmanjSa se tudi zauzivanje krmegeNmnasobne kisline
se absorbirajo skozi steno vampa, viSje pa Sedmkemcrevesu (Oresnik in Kermauner,
2000). Beljakovine v glavnem razgradijo proteéftiencimi mikrobov do aminokislin. Te
se deloma absorbirajo, deloma pa iz njih nastaaeionijak ter organske kisline, iz katerih
se nato de nove tvorijo aminokisline. Lahko se razgradijo tudi dtapnih ma&obnih
kislin. Del beljakovin preide predzelodce in segradli Sele v nizjih delih prebavnega
trakta, v siriniku in tankem érevesju (Zgajnar, 1990). Amonijak je za mikrobno
proteinsko sintezo in razgradnjo kinega pomena. Pri krmah, ki so revne z beljakovinami
ali so le te slabo razgradljive, in majhni vsebnashonijaka v vampu je rast mikrobov
zmanjSana, zatorej je zmanjSana tudi razgradnjgkogh hidratov, predvsem celuloze

(Oresnik in Kermauner, 2002).

Vamp zagotavlja konstantno okolje za organizmezikijo v njem. Prezvekovalci na
razlicnih koncih sveta imajo zelo podobno mikrobno sesteampove vsebine, ki variira
predvsem glede na sestavo zauzite krme. Razmedaehtapnimi madobnimi kislinami in
proizvedenim ogljikovim dioksidom in metanom so lemapri razlgnih vrstah

prezvekovalcev. Nagla sprememba sestave baktepsgelacije v vampu lahko povaiio
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bolezen ali celo smrt Zivali, zato morajo biti spembe obroka postopne (Madigan in
sod., 2003).

2.4 MODIFIKACIJA METABOLNIH PROCESQOV V VANWU

V idealnih razmerah bi zival izkoristila vse oziranskoraj vse zauzite hranljive snovi,
cesar pa ni moge doséi. Krma, ki jo zauzije prezvekovalec, je izpostawia tako
mikrobni kot Zlezni prebavi, zato moramo za optin@aprirejo najti ustrezno ravnotezje
med njima. Mikrobna fermentacija je kijuega pomena pri razgradnji tistih hranljivih
snhovi, ki jih organizem z lastnimi encimi ni sposabrazgraditi, vendar predstavljajo
vecinski del obroka prezvekovalcev (strukturni oglpkohidrati). S pospeSevanjem
ugodnih ter zaviranjem neugodnih, gigkovitih ali celo gostitelju Skodljivih procesov
lahko vplivamo na pov&nije izkorig€anja zauzite krme in s tem natjeprirejo. Obéajno
Zelimo poveati razgradnjo surove vlaknine ter tvorbo mikrobnideljakovin iz
neproteinskega dusSika, fermentacijo beljakovinpghdjo amonijaka ter tvorbo metana, ki
vodijo v izgube energije, pa skusamo omejiti. Zarddlovanja vampa kot celotnega
integriranega sistema se takSna manipulacija pglegitivnih lahko odrazi tudi z
negativnimi posledicami (Nagaraja in sod., 1997).

Na vampno fermentacijo lahko vplivamo na treh réwne
= s krmo (obrokom),
» s fiziologijo zivali,
=z mikroorganizmi.

2.4.1 Posegi na nivoju krme

Poseg na ravni krmnega obroka je bil eden prvitinoa poveevanja prireje. Osnovna
ciljia sta povéanje razgradljivosti strukturnih polisaharidov ias%ta beljakovin pred
mikrobno razgradnjo v vampu. To dosezemo z &aihi kemijskimi, bioloSkimi in
fizikalnimi postopki, s katerimi obdelamo manj kakstno, celulozno in lignificirano
krmo, ki tako postane za vampne mikrobe lazje @digva. Za za&ito beljakovin

najpogosteje uporabljamo toplotno in kemijsko obhdel (Schwab, 1995). Na delovanje
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vampnih simbiontov lahko vplivamo tudi s frekvernamljenja. Povéanje le te se odrazi

v manjSem nihanju pH-vrednosti vampa ter zaigieeluloliti¢ni aktivnosti mikrobov.

2.4.2 Posegi na nivoju fiziologije zivali

Zival obi¢ajno zauzije manj krme, kot je njena dejanska nutebin fizioloka zmoznost.
Poveanje zauzivanja ob enaki presnovinkovitosti bi lahko vodilo v pov&anje prireje.
S poveéanjem apetita lahko izzovemodye slinjenje pri zivali in tako posredno vplivamo

na aktivnost mikroorganizmov v vampu (Nagarajadd.s1997).

2.4.3 Posegi na nivoju mikroorganizmov

Z vampnimi modifikatorji lahko neposredno posezemamikrobno zdruzbo vampa.
Vecina teh snovi deluje nespecifio in na razlina mesta v mikrobni fermentaciji. Za
modifikacijo mikrobne populacije v vampu lahko ugbljamo razitne pufre (soda
bikarbona, kalcijev karbonat), rastne faktorje dmine, ma&bne kisline), ma®be,
mikrobne krmne dodatke in encime, inhibitorje maetatkloral hidrat, amikloral),
inhibitorje proteolize, peptidolize in deaminacigr antibiotike (Nagaraja in sod., 1997).

Uporaba slednjih je bila Se pred nedavnim zeloifgr& po vsem svetu.

243.1 lonoforni antibiotiki

Z dodajanjem ionofornih antibiotikov prehrani prekevalcev je bilo ugotovljeno manjSe
zauzivanje krme, prirast Zivali pa je ostal enakama se je pov&l (Russel in Strobel,
1989). Zaradi inhibicije spectinin delcev mikrobne populacije nanirepride do
sprememb v procesih fermentacije, p&aese tvorba propionata ter zavrejo procesi
metanogeneze, kar se odrazacinkiovitejSem energijskem metabolizmu vampa oziroma
gostiteljskega organizma (Callaway in sod., 200&8)ofori vplivajo tudi nha zmanjSanje
proteinske razgradnje in deaminacije aminokislin pesledéno na izboljSan du&ni
metabolizem (Van Nevel in Demeyer, 1977). Z zayeanprodukcije mléne kisline tudi
Znizujejo moznost pojava radhih bolezni predzelodcev (zakisanje, napihovanje).
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lonoforni antibiotiki winkovito delujejo predvsem na Gram-pozitivha rod@Batirivibrio

in Ruminococcusin manj na Gram-negativne vrste bakterij, karpfesledica razéine
strukture celine stene. Pri slednjih lipopolisaharidni sloj &eé stene prepéaje dostop
ionoforom do membrane in notranjosti celice. Klji#onu obstajajo tudi Gram-negativne
bakterijske vrste, ki so @htljive na viSje koncentracije ionofornih antibkav. Delovanje
ionoforov je bakteristatho (Nagaraja in Taylor, 1987). Njihov@iokovitost izrazamo z
najnizjo koncentracijo antibiotika, ki Se zavre trasbcutljivih bakterij, imenovano
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC, angl. nmmum inhibitory concentration). S
pove&ano rabo antibiotikov so se kmalu pojavili na aiotike odporni sevi bakterij.
Bakterije so razvile razlne n&ine obrambe, najpogosteje pa gre za enega od treh
mehanizmov: (i) sintezo encimov, ki so sposobnigraditi antibiotik, (i) spremembo
celicne komponente, na katero deluje antibiotik, al) @premembo prepustnosti celice za
antibiotik.

24.3.1.1 Monenzin

Monenzin (slika 3) je bil do prepovedi uporabe,j¢ojanuarja 2006, v Evropi najbolj
uporabljan ionoforni antibiotik. Ze v 70. letih [#ejega stoletja ga je kot prehranski
dodatek h krmi prezvekovalcev v ZDA odobrila Foaal &©rug Administration (Russel in
Strobel, 1989). Sintetizirajo ga bakterije iz viSteeptomyces cinnamonensisspada med
karboksilne polieterske ionoforne antibiotike (Rraan, 1976; Westley, 1983).

Slika 3 : Kemijska formula monenzina (prirejeno dkimedia Commons, 2007.

Sprva so ga nameravali uporabljati le kot kokcitibk v perutninarstvu, vendar se je
zaradi @inkovanja na raztnih mestih vampne mikrobne fermentacije in posiedli
ugodnih @inkov na produkcijo kmalu uveljavil tudi v reji preekovalcev (Russel in

Strobel, 1989). Monenzin vpliva na metabolizemi&gljih hidratov in duSika v vampu ter



Varga A. Analiza vpliva rastlinskih izv&ov na izbrane vampne bakterije. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BioteniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

spreminja vampno mikrobno zdruzbo, saj inhibirat regetnokislinskih bakterij in
producentov vodika ter pospesSuje vrste, ki tvgpijopionsko in jantarno kislino (Kahn in
sod., 2006). Kljub Stevilnim ugodnintimkom na prirejo so zaradi strahu pred Skodljivimi
stranskimi @inki uporabe antibiotikov uporabo le teh v prehkensamene v Evropi 1.
januarja 2006 prepovedali. Eno izmed moznih altérrentibiotikom predstavljajo snovi

iz rastlinskih izvl€kov, ki jih bomo podrobneje opisali v naslednjilgfavjih.

2.4.3.2 Rastlinski izvii

Rastline socloveStvu od nekdaj predstavljale pomemben vir hrangrva zdravila.
Domnevamo lahko, da jélovek ze zelo zgodaj spoznal, s katerimi rastlindolaziti
dolocene boléine. Z odkritiem penicilina ter pozneje preostadifitibiotikov so rastlinske
zdravilne @inkovine precej izgubile pomen. Sprva so antibietiporabljali le v humani
medicini, pozneje pa tudi v veterini za zdravljemastitisa in drugih bolezni. Kmalu so
odkrili, da dodatek antibiotika v prehrani pri ngnih vrstah zivali pospeSuje rast in
zmanjSa porabo krme. Mn@ha uporaba antibiotikov kot pospeSevalcev rastn@no
zmanjSala izgube v reji zaradi bolezni ter hkradvgtala produktivnost (Gustafson in
Bowen, 1997).

Sodobna reja Zivali je bila do nedavnega Se teswvezana z uporabo zdravil, predvsem
antibiotikov, z namenom povevanja prireje. Nevarnost pojava bakterijske renise,
moznost akumulacije v hrani Zivalskega izvora teZnost okuzbe vodnih virov z ostanki
antibiotikov je leta 2006 privedla do prepovedi tgime antibiotikov kot prehranskih
dodatkov zivalim na poditgu EU (Jouany in Moragavi, 2007). Alternativo ambidtkom v
prehrani Zivali lahko predstavljajo rastline inhgyvi izvletki. Rastline sintetizirajo Stevilne
sekundarne metabolite, kot so fenoli in fenolsk&ike, tanini, kinoni, flavonoli, flavoni,
flavonoidi, alkaloidi in drugi. Ti sluzijo rastlirkot obrambne snovi pred herbivori, insekti
in mikroorganizmi, dajejo rastlinam pigment (kinamitanini) ter vonj (terpeni). Terpenoid
kapsaicin daj&iliju znacilen pek@ okus. Fenolni substanci cinamaldehid in kofeinska
kislina v cimetu, materini duSici, pehtranu in dtugastlinah delujeta antivirusno,
antibakterijsko in antifungicidno. Kofeinska kisdinnaj bi imela celo antikancerogeno
delovanje. Posebna oblika fenolnih substanc s pudohntibakterijskim ginkom so tudi
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etertna olja (eugenol) (Cowan, 1999). Zaradi lipofilnegetaja eterénih olj pride do
interakcije z membrano bakterijske celice. &#mje membrane povato porusenje
koncentracijskega gradienta in onemggoormalen prenos protonov v celico in iz nje
(Burt, 2004). Gram-negativne bakterije so zaradianje za&itne kapsule manj @oitljive
na olja rastlin kot Gram-pozitivne (Griffin in sodl999, cit. po Cowan, 1999). Dovolj
majhne molekule esencialnih olj lahko kljub temwgrejo skozi steno Gram-negativnih
bakterij in jo untijo. Na podoben nan prizadenejo tudi prazivali in glive (Cowan, 1999
Ucinek rastlinskih izviékov na mikrobno zdruzbo je odvisen odcothjivosti posamezne

bakerijske vrste na te&ikovine (Wallace in sod., 1994).

24321 Izvliéek cesna

Cesen Allium sativun) je starodavna rastlina, katere pozitiviinki na zdravje in dobro
pocutje so znani Ze wekot 5000 let. Izvira iz Azije, kjer je bil del viskadnevne prehrane,
predvsem v kombinaciji s surovim mesom (Moyers,698t. po Rivlin, 2001). V stari
kitajski medicini so ga predpisovali pri tezavaldikali in prebavogrevesnih zajedavcih
ter driski. Z njim naj bi lajSali tudi glavoboleatbst in depresijo (Woodward, 1996, cit. po
Rivlin, 2001). Zdravilni @inki ¢esna so bili poznani povsod po svetu. Pogosto zegsel
na jedilniku tezkih fiznih delavcev (Moyers, 1996, cit. po Rivlin, 2001) judovskih
suznjev v Egiptu, saj naj bi pripomogel k &an vzdrzljivosti, potrebni za gradnjo
piramid. V stari G&iji so ga uporabljali pri zdravljenju plimih bolezni ter novotvorb v
maternici in trebusni votlini, dodajali pa so gdocebroku atletov v zgodnjih Zatkih
olimpijskih iger. Tako velja za enega prvih dodatkaa izboljSanje nastopa v tekmovalni
atletiki. Predstavljal je nepogresljiv del obrokammarjev in vojakov v starem RimGesen
je bil pogost predvsem na jedilniku delavskegaedartakratnega prebivalstva. ddsu
naj bi bil kr&en v blagoslovljeni vodi z dodatko®esna. Raziskovalci in mornarji §esen
in njegove Stevilne zdravilnetimke ponesli prek oceana v Ameriko. Med drugo swebo
vojno so ¢esnove obkladke polagali na rane kot nadomestilotakaat dokaj redke

antibiotike.
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Danes jetesen zelo znana in razSirjena rastlina, ki jo p8 najdemo na skoraj vsakem
vrtu. Je trajnica in spada v druzino lukovKlliaceag. Spoznamo jo po pokénem
razvejenem steblu, ki ga pokrivajo salsti plogati zeleni listi. Cveti vse poletje, cvetovi
pa so belo zelenkaste do &kaste barve. Zraste lahko celo do meter visokoeMlg ima
¢ebulo, sestavljeno iz do 30 man;jSih ukrivljenihljet, obdanih s tanko luskasto ovojnico
in lupino (slika 4). Pogosto ga uporabljamo v katiki, pomemben pa je tudi v
zdravilstvu, kjer je cenjen kot naravni antibiotk{,naj bi posebno dobroc¢inkoval proti
povzraiteljem razlenih bolezni dihal (Saupe, 1994). Sicer nagésen Siril zile, znizeval
krvni tlak, redno uzivanje pa naj bi pomagalo pegpvati bolezni srca in oZilja ter celo

raka (Amagase in sod., 2001).

Slika 4: Strokicesna

V ¢esnu je mnogo razhih snovi, ki v osnovi sluzijo za obrambo rastlipeed vdorom
patogenih mikroorganizmov iz zemlje. V strokilesna najdemo priblizno en odstotek
aliina in nekaj manj kot en odstotek gama glutaersteinov, iz katerih se s hidrolizo in
oksidacijo prav tako tvori aliin (Amagase in so2001). Zveplo vsebuj@ aminokislina
aliin je prisotna v strokintesna, vendar sama nima antimikrobniiinkov (Ankri in
Mirelman, 1999). Z rezanjem, Ztenjem ali suSenjem stroka se sprosti vakuolarninenc
alinaza, s pomio katerega iz aliina nastane citotaks spojina alicin. 1zjemno nestabilni
alicin hitro razpade na verazlicnin spojin, kot so dialil sulfid (DAS), dialil disfid
(DADS), dialil trisulfid (DAT) in alil merkaptan, &o ga Ze nekaj minut po zauZitju ali
vbrizganju, tudi vé&jih koli¢in ¢esna, ne moremo ¥eodkriti v krvi in urinu (Lawson in
sod, 1992, cit. po Amagase in sod., 2001; Freemafodera, 1995, cit. po Amagase in
sod., 2001). Dialil sulfid in alil merkaptan dajeta&ilen matan vonj in sta tudi prvi
odkriti substanci ¥esnu (Laakso in sod., 1989, cit. po Amagase in 20@1). Vse nastete
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substance so bistveno obstojnejSe od alicina,jeaterjetno, da prav teinvivok delujejo
antimikrobno. Poleg aliina se iz gama glutamilaiisa sintetizira Se S-alil cistein. Ta naj bi
imel pomembno vlogo pri znizevanju holesterolarigliceridov v krvi ter Stevilne druge

ugodne dinke na zdravje (Amagase in sod. 2001).

Izvlecki cesna delujejo proti vsem vrstam mikroorganizmovktédam, glivam,
prazivalim in virusom, ze dolgo pa je poznana taghova protiparazitska funkcija.
Cesnovi pripravki, naj bi ginkovali na po Gramu negativne in po Gramu poz#ivn
bakterije iz vrstSalmonella, Staphillococcus, Bacillus in Clostrigiter na nekatere na
antibiotike odporne seve vrBischerichia colin Staphilococcus aureuZavirajo rast gliv
in prepré&ujejo tvorbo mikotoksinov (aflatoksina) ter sdinkoviti proti razlicnim vrstam
virusov (razléni tipi virusa herpes, influenca B) (Ankri in Mirahn, 1999).

2.4.3.2.2 Izvliéek cimeta

Cimet je ena najstarejSih znanihc¢mab, ki jo pridobivajo iz skorje zimzelenega
cimetovega drevesa. Njegova domovina je Srilankayropo pa je prisel v srednjem veku
z beneskimi trgovci, ki so ga kupovali v Egiptu Adabcev. Veljal je za dragoceno in
izredno cenjeno Zambo. Se danes najkakovostnejsi cimet prihaja ks, pridelujejo
pa ga tudi na Kitajskem, v Indoneziji, Egiptu inugod po svetu. Poznamo dve vrsti
dreves, cejlonsko ali »pravo«Cionamomum zeylanicymin kitajsko Cinnamomum
cassig cimetovo drevo. Pravi cimetovec zraste 10 do Hirov v viSino. Veliki ovalni
listi so sprva zivo rd®, s staranjem pa postanejo zeleni. Kotimdpa se uporablja tanka
posuSena skorja cimetovca, lahko v obliki prahu @licastin zvitkov (slika 5). V
kulinariki ga uporabljajo tako za pripravo sladikibt slanih jedi ter za pripravo Wi

zimskih napitkov.
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Slika 5 : Cimetove palice in mleti cimet

V kitajski medicini naj bi cimet zaradi Stevilnildeavilnih in blazilnih @inkov uporabljali
za zdravljenje prehlada, driske in artritisa. Inmalj bi izjemen tinek pri zdravljenju
diabetesa tipa Il. Cimetovo olje je zaradi svojst&ee tudi odtino sredstvo za odganjanje
mréesa, predvsem komarjev (Beck, 2006). Vonj in okimeta pogojuje sestava
esencialnega olja. Sestavljajo ga Stevilne spopneilen aromaiten vonj ter okus po
cimetu pa mu daje dinkovina cinamaldehid (slika 6). V naravi je prisotkot trans
cinamaldehid, mozna pa je tudi njegova kimai sinteza. Z destilacijo skorje cimetovega
drevesa pridobijo viskozno oljnato rumeno t&ko z vreli€em pri 246 stopinjah Celzija.
Znani so antibaktefni, antiglivni in antivirusni dginki cinamaldehida, deloval pa naj bi
tudi kot pesticid (Burnham, 2008).

Slika 6 : Cinamaldehid §EigO)

Cinamaldehid &inkoviteje zavira rast po Gramu pozitivnih baktemendar so Studije
pokazale, da @Scena winkovina deluje inhibitorno tudi na po Gramu negaé vrste
(Helander in sod., 1998). V periplazmo in globljagti celice naj bi cinamaldehid prodrl
skozi porinske proteine v cati steni po Gramu negativnih bakterijskih celic Kaido in
Nakae, 1979). Mehanizemé¢inkovanja cinamaldehida je sicer slabo raziskamdeae
znanstveniki pomembno vilogo pripisujejo karbonghupini (Helander in sod., 1998). Pri
visokih koncentracijah cinamaldehida se zmanjSab&ohlapnih ma®bnih kislin in
amonijskega dusSika (Busquet in sod., 200%)inek cinamaldehida je ntao odvisen tudi
od pH-vrednosti vampa. Pri nizkih pH-vrednostih (jreot Sest) so aktivnejSe amiloditie
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bakterje, zato se tvorba propionske kisline gavé®ri visjih pH-vrednostih (wekot Sest)
pa fibroliticne bakterije tvorijo v& ocetne in maslene kisline (Wollin in Miller, 1988)
odvisnosti od pH se poleg razmerja med posamezmaigobnimi kislinami spreminjata

tudi skupna kotiina hlapnih ma%bnih kislin in tvorba amonijskega dusika.

2.4.3.2.3 Izvigek klincevca

DiSedi  klincevec Gyzygium aromaticun imenovan tudi ZWBevec Eugenia
caryophyllatg, je zimzeleno drevo, doma iz Indonezije (Molusgkoki) in s Filipinov.
Zraste do 20 metrov visoko, ima ovalne usnjate ltst Skrlathne mmo diS€e cvetove.
Dandanes ga gojijo v Stevilnih tropskih drzavah,jsgosusSene popke, poznane tudi pod
imenom klircki ali nageljnove zbice (slika 7), mog® uporabiti v raztine, tako
kulinaricne kot medicinske namene. Najvaageljnovih Zbic pridelajo v Tanzaniji na
otoku Zanzibar, pridelujejo pa jih tudi na Madagagk, Srilanki, v Indiji in drugje.
Klincke so ze od nekdaj uporabljali v indijski kuhirggj so sestavni del znane indijske
z&imbe curry. Najdemo jih v jedeh mehiske kuhinje anbinaciji s kumino. V nasih
krajih so nageljnove Zbice nepogresljiv dodatek thdnemu vinu. Cenjene so v
kozmettni industriji in pri izdelavi parfumov. V Indonekiso poznane celo posebne
klinckove cigarete. V stari indijski in kitajski mediciter v zahodnem zdravilstvu so bile
nageljnove zbice pogosto uporabljane v raznolikener@e. Njihove pripravke so
predpisovali za zdravljenje bgie v zobeh, proticrevesnim in Zelothim krcem in kot
naravni antinelmintik. Etetho olje nageljnovih Zbic naj bi odho delovalo proti kaslju,

saj razkuzuje dihala in olaj$a izkasljevanje (Sgpein 2003).

P =

Slika 7: Nageljnove Zzbice ali kiéhi

Glavno komponento eténega olja nageljnovih zbic predstavlja eugenolkésli8).
Rumeno do rjavo oljnato tekmo pridobivajo z destilacijo iz cvetnih popkov,ekjse
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nahaja najv&olja, pa tudi iz listov in stebel rastline. Spadad fenilpropanoide, je dobro
topen v organskih topilih in daje zhken aromatien vonj po Kligkih. Deluje
antimikrobno tako na po Gramu pozitivrgtdphylococcus aureus, Lactobacillus sp)
kot tudi na po Gramu negativne bakteriies¢hericia coli, Enterobacter sp..) in glive
(Penicillium sp., Aspergillus sp(Gill in Holley, 2004).

CHSOU\/
HO
Slika 8: Eugenol (&H120,) (prirejeno po:Wikimedia Commons, 2G07

Princip delovanja eugenola temelji na p&agu olEutljivosti membrane bakterijske
celice, zaradtesar se prepustnost le te dno poveéa. Ze koncentracija 10 mM eugenola
pri celicahE. coli, Listeria monocytogenes in Lactobacillukeigpopolnoma zavre rast.
Zaradi povéane prepustnosti se porusi membranski elektrokkngimdient in ioni prek
membrane prehajajo s potjo difuzije. Gill in Holley (2006) sta izmerila ztre nizjo
koncentracijo tako intracelularnega kot ekstraceh#éga ATP pri celicah, ki so rasle v

prisotnosti eugenola, kar kaze na inhibicjo ATPhaldsti.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Bakterijski sevi

V poskus smo vkljiili Sest bakterijskih sevovPrevotella ruminicola23’, Prevotella
bryantii B,4, Butyrivibrio fibrisolvens3071", Ruminococcus albug0455,Ruminococcus
flavefaciensO007 S/6 inFibrobacter succinogeneS85, ki so enostavno dostopni in jih
znamo gojiti»in vitro«, zato so njihove lastnosti dokaj dobro piene (preglednica 1).
Trije izmed njih imajo po Gramu negativho struktucelicne stene, dva po Gramu
pozitivno, B. fibrisolvens3071 pa ima po Gramu pozitivno strukturo ¢elké steneseprav
se po Gramu obarva negativno. Izbrani bakterijgkii S0 v vampu pomembni bodisi
zaradi svoje Stewihosti bodisi zaradi pomembne vioge pri razgradmpsgmeznih
substratov (celuloze, hemiceluloze, pektinov ...viorbe vodika. Se¥. bryantiiB14 kaze
na moznost razvoja ultrarezistence na ionofornibéttk monenzin (Callaway in Russel,

1999), kar smo v naSem poskusu zeleli podrobnejeipir
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Preglednica 1: Osnovne ztilaosti sevov, ki smo jih uporabili v poskusu

Sev

Morfologija

Celicna stena Substrat

Produkti

fermentacije

Prevotella ruminicola
sev 23

Prevotella bryantii
sev B4

Butirivibrio fibrisolvens
sev 3071

Fibrobacter succinogenes
sev S85

Ruminococcus flavefaciens
sev 007 S/6

Ruminococcus albus
sev 20455

Kokoidne in pakaste Gram-—
celice

Palicaste celice Gram—

MorfoloSko G-
FizioloSko G+

Palicaste celice

Ukrivljene paltaste Gram-—

celice
Kokoidne celice Gram+
Kokoidne celice Gram+

Sladkor,

pektini, ksilani

Sladkor,

pektini, ksilani

Sladkor,
pektini,
hemiceluloze
Celuloza

Celuloza,
hemiceluloze

Celuloza,
hemiceluloze

Skrob, Mravljicna, ocetna
propionska in
jantarna kislina

SkrobMravljicna, ocetna
propionska in
jantarna kislina

Skrob, Mravlji¢na, ocetna in

ksilani, maslena kislina, K

Mravkina, ocetna in
jantarna kislina

Mravlji¢na, ocetna in
jantarna kislina

Mravlji¢na in ocetna
kislina, etanol, H

Gram-: Gram-negativna struktura ¢ak stene, G+: Gram-pozitivha struktura &edi stene

3.1.2  Gojise M2

Vse bakteriiske seve smo gojili v modificiranem i§@h) za anaerobne vampne

mikroorganizme M2 (Hobson, 1997). Svez goveji vangmk smo najprej precedili in nato

30 minut centrifugirali (centrifuga Sorv8IRC5C, Nentija) pri 10000 rpm in 15 stopinjah

Celzija. Supernatant smo avtoklavirali ter do uperahranili pri Stirih stopinjah Celzija.

Tik pred pripravo goji& smo centrifugiranje vampnega soka ponovili, dzanpge zaradi

prisotnosti delcev ne bi prislo do napak pri spafttometrénih analizah.
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Preglednica 2: Sestavine modificiranega M2 @@gji#a vampne anaerobe

Sestavine Koncentracija (ut. %)
NaHCGQ; 0,4

Bakto tripton 1,0

Kvasni izvletek 0,25

Glukoza 0,2
Celobioza 0,2

Topni Skrob 0,2
Resazurin 0,001
L-Cistein HCL 0,1
Mineralna raztopina | 15,0 (vol. %)
Mineralna raztopina Il 15,0 (vol. %)
Vampni sok 30,0 (vol. %)
Deionizirana voda 30,0 (vol. %)
Mineralna raztopina | ¢/1000ml BO
KoHPO, 3,0

Mineralna raztopina Il /1000 ml HO
KoHPO, 3,0

(NH,),SO, 6,0

NaCl 6,0

MgSO, 1,3

CaCh 0,47

Gojiskte za anarobne vampne bakterije smo pripravili &asen v preglednici 2. Natrijev
hidrogen karbonat, bakto tripton, kvasni ekstrgkiikozo, celobiozo ter topni Skrob smo
zatehtali po navodilih ter jim dodali obe mineralraztopini, deionizirano vodo in
centrifugiran vampni sok. Dodali smo raztopino esaa, ki deluje kot indikator, saj ob
prisotnosti kisika goji®& obarva roznato. Vse sestavine smo ob stalnennjunesegreli do
vretja, nato pa dodali Se L-cistein HCI kot dodatdlucent. Goji& smo prepihovali s
cistim ogljikovim dioksidom brez primesi kisika. Rwiblizno 15 minutah je barva iz
roznate presSla v rjavkasto, kar je pomenilo, d&kigyojis¢u ni ve prisoten. Goji&e smo
ob stalnem prepihovanju s G@azlili v steklene »Hungate« epruvete (Bellco GJddSA),

jih nepredusno zaprli, avtoklavirali in shranili sabni temperaturi do uporabe. Kadar smo
bakterije gojili v mikrotitrskih plo&ah v anaerobni komori (Coy Laboratories, ZDA), smo
mikrotitrske ploge (format 8x12) predinkubirali v komori, da smo zeebili vsega
molekularnega kisika, ki bi se lahko vezal na pkastNato smo goji& M2 v anaerobnih
100 mililitrskih steklenicah prinesli v komoro i@ pl gojis¢a vnesli v vsako jamico
mikrotitrske ploge z avtomatsko pipeto. Mikrotitrske pt&s napolnjene z gogém, so

bile vescas, razen med inokulacijo in merjenjem rasti, geksiplastinimi pokrovi.
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Za pripravo poltrdega M2-gojig, ki smo ga uporabljali za shranjevanje sevov—20

stopinjah Celzija, smo Ze pripravljenemu gajiglodali Se 0,75 ut. odstotka agarja.

3.1.3 Monenzin in rastlinski izvI€ki

V poskusu smo uporabili Stiricinkovine, in sicer ionoforni antibiotik monenzinr tei
rastlinske izvléke. Uporabili smo aktivno snottesnovega izvikka dialil sulfid (Acros
Organics, 97-odstotni allyl sulfide, kataloSka fitev592-88-1), izvléek nageljnovih Zbic
— eugenol (Merck, Nentija) ter izvlesek cimeta — cinamaldehid (Meftk Nentija).
Rastlinske izviéke smo pred uporabo sterilizirali s filtracijo skd;22 um membranski
filter (Millipore®, Irska). S posameznimi iz smo inokulirali sterilno tekie M2
gojis¢e. Do porasta optne gostote goji&a pri rastlinskih izviekih ni priSlo, zato smo

sklepali, da so sterilni in jih lahko uporabimo esgusu.

3.2 METODE

3.21 Gojenjecistin bakterijskih kultur

Pred z&etkom poskusa smo odmrznili seve, ki so bili sheany zamrzovalniku pri —20
stopinjah Celzija. V anaerobnih razmerah smo jibepilno zanko sterilno precepili v
sveza, tekéa in sterilna M2-goji& v steklenih »Hungate« epruvetah. Za gojenje smo
uporabili Bryantovo modifikacijo Hungatove tehnikeea gojenje anaerobnih
mikroorganizmov (Bryant, 1972). Seve smo inkubirgii 37 stopinjah Celzija.
Prekon@ne kulture smo uporabili za inokulum v poskusu.tird za nadaljevanje poskusa
smo precepili v sveza poltrda (sloppy) g&gis jih cez n@ inkubirali na 37 stopinjah

Celzija ter nato zamrznili.

3.2.2 Preverjanjecistosti kultur z metodo barvanja po Gramu

Z barvanjem po Gramu in mikroskopiranjem smo meskpsom veékrat preverilicistost

kultur.
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Postopek barvanja po Gramu:

+ kulturo razmazemo po objektnem stekelcu in jo fésio nad plamenom,

« prelijemo z barvilom kristal vijoiasto, pdakamo eno minuto in speremo z
vodovodno vodo,

« preparat prelijemo z lugolom, speremo, ponovnoijprab z lugolom, pdakamo
eno minuto, speremo z vodovodno vodo,

+ preparat razbarvamo z meSanico 90-odstotnega atanbD-odstotnega acetona ter
speremo z vodovodno vodo,

« prelijemo razmaz z barvilom safranin, speremo zovodno vodo in posusSimo.

3.2.3 Merjenje opténe gostote

Rast tekoih bakterijskih kultur smo med poskusom spremlplnerjenjem motnosti ali
opticne gostote (OD). OD kultur v Hungatovih epruvetatoamerili s spektrofotometrom
pri 654 nm, v kulturah v mikrotitrskih plédh pa v anaerobni komori &talcem

mikrotitrskih plo& pri valovni dolzini 620 nm. Za umeritev instrumewntsmo v obeh

primerih uporabilcisto M2-gojige iz iste serije, ki smo jo uporabili v poskusu.

3.24 Shema poskusa
Poskus smo razdelili na tri dele:

+ 1. del — ugotavljanje SirSega ob&® koncentracij, pri katerih je delovanje
monenzina in rastlinskih izw&ov opazno.

+ 2. del — ugotavljanje ozjega obtp@ koncentracij, pri katerih je delovanje
monenzina in rastlinskih izw&ov opazno.

+ 3. del — adaptacija sevov ha monenzin in nekaten@&@vane rastlinske izvi&e.

Celoten poskus, tako inkubacija kot spremljanjeti raskrobnih kultur z merjenjem
opticne gostote <italcem miktotitrskih plo§, je potekal v anaerobni komori. V prvem

delu poskusa smo za vsak izd& dolaene koncentracije pripravili tri paralelke. Eno
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kolono jamic v mikrotitrski plo&, s katero smo razmejili razhe seve, smo napolnili s
sterilnim goji€em, da bi prepkdli navzkrizne kontaminacije. Pri vseh Stirih uploljanih
ucinkovinah smo testirali sedem razlih koncentracij, ki so bile enake za vse seve. Pri
monenzinu (MON) smo pripravili najvisjo koncentijacilO0 uM ter iz nje v sterilnih
epruvetah napravili Stirikratno rétiveno vrsto do najnizje koncentracije 0,QR (glej
rezultati, preglednica 4). Ré&tvene vrste smo pripravili tudi za vse tri rasshe
ucinkovine. Koncentracije so se pri vseh razlikova& faktor 2 in so pri dialil sulfidu
(Das) tekle od najvisje, 20000 mg/l, do najnizj@2% mg/l, pri cinamaldehidu (CIN) in
evgenolu (EVG) pa od 1280 mg/l, do 20 mg/l) (glegultati, preglednica 4). Vse
ucinkovine smo najprej dodali v ¥g volumen M2-goji€a ter jih dobro premesali na
meSalu vorteks. Posebno smo pazili pri izkiecesna (Das), saj se je le tacpsneje
raztapljal kot preostali in smo morali dkgat meSati. Iz vsake epruvete (7 epruvet — 7
koncentracij) smo po en mililiter gofid z dodano tinkovino odpipetirali v sterilne
minicentrifugirke. Kot kontrolo smo odpipetirali enililiter cistega M2-gojiga ter nato
vsem dodali trikratni inokulum ustreznega seva pnekne kulture in zopet dobro
premesali. Inokulirano gojg& z dodatkom d¢inkovine ustrezne koncentracije (za kontrolo
— inokulirano ¢isto goji€e) smo iz minicentrifugirk sterilno prenesli na maktrske
ploXe. Rast bakterij smo spremljali z merjenjem ODG#0 nm, pri MON in Das 94 ur,
pri CIN in EVG pa 52 ur.

Osrednji namen drugega dela poskusa je bil d@telo ozjega koncentracijskega ob&ja
delovanja pretevanih @inkovin, pri ¢emer smo izhajali iz rezultatov prvega dela. Zeleli
smo dol@iti najnizjo koncentracijo, ki Ze inhibira rast ddénega seva bakterij, oziroma
tako imenovano minimalno inhibitorno koncentracfjdIC) ter koncentracijo, ki zavre
bakterijsko rast priblizno za polovico {§. Pozneje smo ugotovili, da zaradicima
inhibicije rasti iskanih koncentracij ne moremo abiti v vseh primerih, saj nekatere
ucinkovine vplivajo zgolj na podaljSanje faze prilaijve bakterij (tako imenovane lag
faze), na kotni obseg njihove rasti pa nimajo vpliva. Za MONNdh EVG smo testirali
sedem koncentracij v treh paralelkah, pri Das p&dncentracije v Sestih paralelkah.
Koncentracije so bile razine za vsak sev in so prikazane v preglednici 3t Balterij v
prisotnosti Das in MON smo v drugem delu spremBdliur, v prisotnosti CIN in EVG pa
120 ur.
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Preglednica 3: Koncentracije pt&vanih ¢inkovin v drugem delu poskusa

PB | PR | RA | RF BF FS PB PR RA RF BF FS

MON1 | 140| 50 156 3,127 0,024 1,5 CIN1 | 400 180 175 600 310 310
MON2 | 120| 25 0,78 1,556 0,012 0,7] CIN2 | 360 160 160 500 280 280
MONS | 100| 12,5 0,39 0,78 0,006 0,3 CIN3 | 320 140 145 400 250 250
MON4 | 80 | 0,20/ 0,20 0,39 0,003 0,2/ CIN4 | 280 120 130 320 220 220
MONS | 60 | 0,10/ 0,10 0,20 0,001 0,1] CINS | 240 100 115 280 190 190
MONG6 | 40 | 0,05 0,05 0,10 0,000 0,0 CIN6 | 200 80 100 240 160 160
MON7 | 20 | 0,02 0,02 0,05 0,000 0,0 CIN7 | 160 60 85 200 130 130
PB | PR | RA | RF BF FS PB PR RA RF BF FS

EVG1 | 660 580| 600, 1140 1080 114 Das 40000] 30000 40000 50000 40000 40000
EVG2 | 620| 520| 560[ 1040 980 104 Das 30000] 20000 30000 40000 30000 30000
EVG3 | 580| 460| 520/ 940, 880 92( Das 20000] 10000 20000 30000 20000 20000
EVG4 | 540| 400| 480/ 840/, 780 80(
EVGS5 | 500| 340| 440/ 740/ 680 68(
EVG6 | 460| 280| 400/ 640, 580 56(
EVG7 | 420| 220| 360/ 540/, 480 44(

I =l

PB — Prevotella bryantii, PR — Prevotella rumini&gdRA — Ruminococcus albus, RF — Ruminococcus
flavefaciens, BF — Butirivibrio fibrisolvens, FSribrobacter succinogenes, MON — monenzin, CIN —
cinamaldehid, EVG — eugenol, Das — dialil sulfid

Kot smo Ze omenili, pré&evane dinkovine na razine n&ine vplivajo na bakterijsko rast,
kar se je pokazalo tudi v drugem delu naSega paskngazili smo prilagoditve nekaterih
sevov na nekatere ¢mkovine. Callaway in Russel (1999) sta p@ia o pojavu
ultrarezistenceP. bryantii B;4 na monenzin, zato smo zeleli ugotoviti, ali katemed
sevov razvije podoben mehanizem prilagajanja nar&atzmed uporabljenih rastlinskih
ucinkovin. V primerih, ko je inhibitor vplival le npodaljSanje prilagoditvene faze bakterij,
koncentracij 1Gyin MIC nismo mogli dolgiti, zato smo za tretji del poskusa izbrali le dva
seva —P. ruminicola23 inR. flavefacien®07 S/6, ter dvedinkovini, MON in CIN, kjer

smo slednji dve koncentraciji lahko pri obeh ddio

Pri sevuP. ruminicola23 smo izbrali z&etno koncentracijo za monenzin39 uM in za
cinamaldehiaB0 mg/l, priR. flavefacien®07 S/6 pd®,78uM za monenzin ir860 mg/l za
cinamaldehid. Izbrane koncentracije so bile botlsp ali s podobnim potekom rastne
krivulje kot pri 1Gso. NanaSale so se na rezultate spremljanja rastirfjgneev mikrotitrskih
ploXah, zato je tudi nadaljnji poskus potekal v mikrekih plo€ah. Zaradi lazjega in
natargnejSega mesanja ter manjSe moznosti napak prii@pget smo vedno najprej
pripravili vegjo koli¢ino prewevane dinkovine v visji koncentraciji, ki smo jo nato r&tl

Z goji¥em. Na mikrotitrskih plaf&ah smo pripravili osem paralelk za vsak sev in vse

koncentracije &nkovin ter kontrolo (sterilno goji&). Za inokulum smo uporabili
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prekon@ne tek@e kulture sevov iz Hungatovih epruvet. Prva in naslednje pasaze so si
sledile v razmaku dveh dni. Inokulum za nadaljeggskusa smo dobili z zdruZzevanjem

dveh paralelk na plés

Vzgajali smo kontrolo — sev, ki je rasel brez pm&sti Winkovine, neadaptiran sev, ki
smo ga precepljali v gojie z doléeno koncentracijo dinkovine (CTR-MON/CIN), ter
v vi§jo koncentracijo le te (MOMCIN,-MONR.4/CINnN,;) in vzgajali naprej. Adaptiran sev
smo precepili Se v gojie¢ z enako koncentracijo inhibitorja (MQEIN,-MON/CIN,) ter

v Cisto goji&e, da smo ohranili Zivegée pri naslednji koncentraciji ne bi&easel. Ko je
bila rast popolnoma inhibirana, smo napravili Se pasazo, simer smo se pregfali, da
je rast zagotovo ustavljena, sev pa smo dalje pladiev ¢isto gojiZe ter v gojige z nizjo
koncentracijo ginkovine. Preverili smo tudi, ali se adaptacijaaija,ce prej adaptirani
sev nekajcasa gojimo vc¢istem goji§u in nato zopet izpostavimo razio visokim

koncentracijam preievane dinkovine.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV PREGEVANIH UCINKOVIN NA RAST IZBRANIH BAKTERIJSKIH
SEVOV
4.1.1  Ugotavljanje vpliva predevanih winkovin v SirSem obmda‘ju koncentracij na

rast izbranih bakterijskih sevov

V prvem delu poskusa smo petewvali winke monenzina ter treh rastlinskildinkovin,
¢esnovega dialil sulfida, cinamaldehida in eugenwl&jrSem koncentracijskem obtio
na rast vseh Sestih izbranih bakterijskih sevou. tkazuje preglednica 4, smo ugotovili

tri osnovne néne delovanja izbranih krmnih dodatkov:

« podaljSanje faze prilagajanja (lag faze) bakterij,
« zmanjSanje obsega rasti bakterij,

« zmanjSanije hitrosti rasti bakterij.

lonoforni antibiotik monenzin je bodisi popolnomaepreil rast bodisi vplival na

zmanj$anje obsega in hitrosti rasti pri vseh sgwihB. fibrisolvens3071", ki se je izkazal

T

eH

rasti bakterij vplivala tudi CIN in EVG. Ugotoviimo, da imata tidinkovini dokaj ozko
koncentracijsko obmige delovanja, zato predvsem pri kombinacijah CIN/EAG/PB in
EVG/RA n&ina vpliva nismo mogli dolati. Pri nekaterih koncentracijah monenzina
(MON1/PB, MONS5,6/RA, MONS5,6,7/FS), cinamaldehida ING/RF, CIN4/FS) in
eugenola (EVG2/FS) se je podaljSana faza prilagedipojavila v kombinaciji z

zmanjSanjem obsega in hitrosti rasti (preglednjca 4
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Preglednica 4: Vpliv preievanih ginkovin rasti v SirSem koncentracijskem

obmaju na rast izbranih bakterijskih sevov

MONENZIN
Konc. uM)/sev PB PR RA RF BF FS
1. 100 . .
5 55 hitrost in | sev ne raste sev ne raste
3 6.05 obseg Sev ne raste sev ne raste
7 156 ot . sev ne raste
5. 0,39 vpliv je obseg lag faza, hitrost in lag faza,
6. 0,097 minimalen hitrost in obseg obseg hitrost  in
7. 0,024 hitrost in obseg min. rast obseg
Dialil sulfid
Konc. (mg/l)/sev PB PR RA RF BF FS
1. 20.000 lag faza
R 10.000 lag faza napaka lag faza lag faza
3. 5000 lag faza
4, 2500 lag faza ni vpliva
5. 1250
6. 625 ni vpliva - ni vpliva I ni vpliva
7 3125 ni vpliva ni vpliva
CINAMALDEHID
Konc. (mg/l)/sev PB PR RA RF BF FS
L 1280 sev ne raste
2 640
S 320 sev ne raste e Iag faz.a, Sev ne raste sev ne raste
hitrost in
obseg

4. 160 hitrost hitrost lag faza
58 80 obseg in S . .

o hitrost vpliv je minimalen vpll\_/ el o
3 70 ni vpliva — — minimalen ni vpliva ni vpliva
7 20 ni vpliva ni vpliva
EUGENOL
Konc. (mg/l)/sev PB PR RA RF BF FS
1. 1280 sev ne raste | sev ne raste sev ne rate
2 640 sev ne raste | sev neraste | sev ne raste obseg in| lag faza,

. hitrost hitrost
3. 320 obseg in hitrost obseg
hitrost

4. 160 A Lo -
5 80 ni vpliva o ni vpliva - o ni vpliva
6 20 ni vpliva ni vpliva ni vpliva
7. 20

PB — Prevotella bryantii, PR — Prevotella rumini&gdRA — Ruminococcus albus, RF — Ruminococcus
flavefaciens, BF — Butirivibrio fibrisolvens, FSFibrobacter succinogenes

V sploSnem so bile préavane bakterije bolj odporne na EVG kot na CIN.|liDsalfid je

pri vseh sevih vplival le na podaljSanje faze gi@nja rasti (lag faze), razen pri sévu

flavefaciend007/S6, kjer pri izbranih koncentracijah nismo zebé nobenega vpliva na

rast.
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4.1.2 Ugotavljanje vpliva preuc¢evanih winkovin v ozjem obmadju koncentracij

na rast izbranih bakterijskih sevov

V prvem delu nismo mogli doédti vpliva nekaterih dinkovin na izbrane seve, ker so bile
koncentracije &éinkovin bodisi previsoke in so rast popolnoma zavhdodisi prenizke in
rasti niso ovirale. Zato smo v nadaljevanju izbrabdem za vsak sev spetiiih
koncentracij v oZjem obn¥u. Pri dol@&anju koncentracij &inkovin smo izhajali iz

rezultatov iz prvega dela poskusa.

Podobno kot v prvem delu smo ugotovili, da dodatanenzina pri vseh bakterijskih
sevih zmanjSa obseg oziroma obseg in hitrost badtierij, pri sevilR. albus20455 terf.
succinogene$85pa je pri nekaterih visjih koncentracijah prisSlalitulo podaljSanja faze
prilagajanja. Rast na monenzin najodpornejSe bigktsvaP. bryantiiB;4 smo testirali Se
pri dveh visjih koncentracijah (140 in 1201) kot v prvem poskusu, vendar je bila rast v
teh primerih popolnoma inhibirana (slika 9). Ugdiema minimalna inhibitorna
koncentracija je z. bryantiiB;4 100uM (preglednica 5). Dokaj odporen na monenzin je
bil tudi sevP. ruminicola23 z MIC 12,5uM, sledili soR. flavefacien®07 S/6 (MIC =
3,12uM), R. albus20455 (MIC = 1,5@M), F. succinogeneS85 (MIC = 0,7&M). Pri na
monezin najotutljivejSem seviB. fibrisolvens3071 je MIC 0,98uM (slika 10).
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Preglednica 5: Vpliv inhibitorjev rasti v ozjem kaemtracijskem obmgu na
rast izbranih bakterijskih sevov

Prevotella bryantiiB,4

Monenzin (M)

Dialil sulfid (mg/l)

Cinamaldehid (mg/l)

Eugenol (mg/l)

140 40000 400 660

120 30000 lag faza 360 gécfaza 620

100 MIC 20000 320 obseg, hitrost 580 | MIC

80 minimalna rast / / 280 540

60 minimalen vpliv / / 240 lag faza 500 | lag faza,

40 obseg, hitrost / / 200 : 460 | hitrost, obseg
20 ICs0= 20-40uM / / 160 | 129 fazahivost [5og

Prevotella ruminicola23"

Monenzin (1M)

Dialil sulfid (mg/l)

Cinamaldehid (mg/l)

Eugenol (mg/l)

50 30000 180 580

25 20000 lag faza 160 520

12,5 MIC 10000 140 MIC 460

00 / / 0 minimalna rast 00

0,10 hitrost, obseg / / 100 340 | MIC

0,05 ICs50= 0,05-0,11M / / 80 obseg, rast 280 min. rast
0,02 / / 60 IC50=80uM 220 min. inhibicija

Ruminococcus albu&0455

Monenzin (1M)

Dialil sulfid (mg/l)

Cinamaldehid (mg/l)

Eugenol (mg/l)

1,56 MIC 40000 175 600 | MIC
0,78 lag faza, 30000 lag faza 160 560
0,39 obseg rasti 20000 145 Iat? fazak,] 520 lag faza
lag fazahitrost,obseg, obseg, hitrost .
0,20 ICqo= 0.20uM / / 130 480 | obseg, hitrost
0,10 hitrost, obseg / / 115 440
0,05 / / 100 - .| 400 lag fazapbseg
0.02 obseg / / 85 minimalen vpliv 360 obseg
Ruminococcus flavefacief97 S/6
Monenzin (1M) Dialil sulfid (mg/l) Cinamaldehid (mg/l) Eugenol (mg/l)
3,12 MIC 50000 600 MIC 1140
1,56 40000 ni vpliva 500 lag faza 1040 lag faza
0,78 30000 400 hitrost 6bseg 940 hitrost ,
0,39 hitrost, obseg / / 320 ' 840
0,20 ICg0=0,39-0,78uM / / 280 . 740
0.10 ] ] 40 hitrost, obseg 640 —
0,05 / / 200 minimalen vpliv| 540

Butirivibrio fibrisolvens3071

Monenzin (1M)

Dialil sulfid (mg/l)

Cinamaldehid (mg/l)

Eugenol (mg/l)

0,024 | hitrost, obseg 40000 310 lag faza, 1080

0,012 | IC50=0,12-0,024M 30000 lag faza 280 hitrost 980 | MIC

0,006 20000 250 880 | lag faza,
0,003 | obseg / / 220 hitrost 780 | hitrost, obseg
0,0015 / / 190 680

0,0008 minimalen vpliv / / 160 580 | hitrost, obseg
0,0004 / / 130 minimalen vpliv | 480

Fibrobacter succinogenes85

Monenzin (1M)

Dialil sulfid (mg/l)

Cinamaldehid (mg/l)

Eugenol (mg/l)

1,56 40000 lag faza 310 MIC 1160

0,78 | MIC 30000 ' 280 1040

0,39 | lag faza, 20000 250 920 MIC

0,20 | hitrost, obseg / / 220 lag faza 800 laq faza
0,10 | ICs=0,10uM / / 190 680 Obgseg ’
0,05 hitrost, obseg / / 160 560

0,02 / / 130 minimalen vpliv | 440 min. vpliv
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Slika 9: RasP. bryantiiB;4 (PB) v prisotnosti razlnih koncentracij monenzina (MON)

Zaradi ndina inhibicije rasti monenzina smo pri vseh sevdihkio dol@ili tudi
koncentracije G ki so bile naslednjeP. bryantii B4 — med 20 in 4QM, P. ruminicola
23 —med 0,05 in 0,iM, R. albus20455- 0,20uM, R. flavefacien®07 S/6 — med 0,39 in
0,78uM, B. fibrisolven88071" — med 0,12 in 0,024M, F. succinogeneS85 — 0,1Q:M.
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Slika 10: RasB. fibrisolvens3071' (BF) pri razlénih koncentracijah monenzina (MON)
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Dialil sulfid je tudi v drugem delu poskusa pri 1isgevih podaljSal fazo prilagajanja rasti
bakterij (primer:P. briantii B14, slika 11). Koncentracij MIC in I§gza Das zato ni bilo
mg/l) nismo zabelezili nobenega vpliva na rast. a@ialdehid je priP. bryantii B;4
podaljSal fazo prilagajanja, pri nekaterih konceaaiah pa tudi pov&l hitrost rasti. Pri
sevuP. ruminicola23 je vplival na zmanjSanje obsega in hitrost rastio smo le pri tem
sevu lahko doldli koncentracijo 1Go, ki je bila 80 mg/ml. Na seR. albus20455 je CIN
vplival z zmanjSanjem obsega in hitrosti rastitikrati s podaljSano fazo prilagajanja, pri
sevuR. flavefacien®07 S/6 pa je priSlo do zmanjSanja hitrosti inegiasrasti, le pri visjih
koncentracijah pa tudi do podaljSanja faze prilagg. Podobno je CIN vplival tudi na sev
B. fibrisolvens30771, le da se je tu zmanj$ala zgolj hitrost rasti.9ewuF. succinogenes
S85 je pri vseh koncentracijah priSlo le do poc@alja faze prilagajanja. NajoltljivejSi
na CIN je bil seWw. ruminicola23, pri katerem je bil MIC 140 mg/ml, obseg in bt rasti
pa sta bila zmanjSana Ze pri koncentraciji 60 mgid CIN najodpornejSi je biR.
flavefacien®007 S/6z MIC 600 mg/ml, sledila stR. bryantiiB;4 (MIC = 360 mg/ml) ter
F. succinogene$85, pri katerem je bil MIC 310 mg/ml, nizje kont@acije CIN pa so
vplivale le na podaljanje faze prilagajanja bakt&IC pri sevuB. fibrisolvens3071
smo doldili s pomajo prvega dela poskusa in je bil 320 mg/ml. Koncaeifi 310 in 280
mg/ml sta vplivali na podaljSanje faze prilagajamamanjSano hitrost rasti, druge nizje
koncentracije inhibitorja pa so, kot je razvidnslike 12, zgolj updasnile bakterijsko rast.

Koncentracijo I1Gosmo lahko doléili le pri sevuP. ruminicola23 in je bila 80 mg/ml.
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Slika 12: Rast seV&. fibrisolvens3071 (BF) v prisotnosti raziinih koncentracij
cinamaldehida (CIN)
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Slika 13: Rast seva. ruminicola23 (PR) v prisotnosti raziih koncentracij
cinamaldehida (CIN)

Nacin inhibicije rasti pri eugenolu je bil podoben Kai cinamaldehidu, vendar so bili v
primerjavi s cinamaldehidom na eugenol odpornefSi igbrani sevi. MIC pri najbolj
ob¢utljivem in najodpornejSem sevR, ruminicola23 inR. flavefacien§07 S/6je bil ve:
kot dvakrat viSji kot pri cinamaldehidu, in sicet@®mg/l ter 1260 mg/ml. Sicer je eugenol
pri P. briantii B;4 podaljSal fazo prilagajanja ter zmanjSal obselgitirost rasti, pri seve.
ruminicola 23 pa je inhibiral le hitrost rasti. Na seRa albus20455ter B. fibrisolvens
3071 je eugenol vplival z inhibicijo tako obsega koditwasti, pri vi§jih koncentracijah pa
se je podaljSala tudi faza prilagajanja. Pri drugeminokoku R. flavefacien907 S/6) je
pri vseh koncentracijah EVG priSlo do inhibicijerbsti rasti in pri viSjih koncentracijah
tudi do podaljSanja faze prilagajanja. Pri s€évisuccinogeneS85 je prislo do podaljSanja

faze prilagajanja in zmanjSanja obsega bakterijaks.

V preglednici 6 smo povzeli MIC in Kg za vse ginkovine in seve, pri katerih smo
omenjene parametre lahko da@lo Koncentracije smo potrebovali v nadaljevanpsgusa,
kjer smo Zeleli ugotoviti, ali so se bakterije zmezrilagoditi na dolkeno &inkovino, in

¢e so se, ali adaptacijo tudi ohranijo.
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Preglednica 6: Koncentracije MIC ind§za vse pretevane seve in krmne

dodatke

MON Das CIN EVG

P. bryantiiB,4 MIC = 100uM MIC = 360 mg/I MIC =580 mg/I
|C50: 20'40HM |C50: / |C50: /

P. ruminicola23 MIC = 12,5uM MIC = 140 mgl/l MIC = 340 mgl/l
|C50: 0,0S'O,IHM |C50: 80 mg/l |C50: /

R. albus20455 MIC = 1,56uM MIC =600 mg/I
|C50: O,ZOHM |C50:/

R. flavefacien907 S/6 MIC = 3,12uM MIC = 600 mg/I
IC5=0,39 - 0,7&M IC50=/

B. fibrisolvens3071" MIC =/ MIC =980 mg/l
|C50: 20'40}1'\/' |C50:/

F. succinogenesS85 MIC = 0,78uM MIC =310 mgl/l MIC =920 mg/l
|C50: 0,1]J,M |C50:/ |C50:/

* Serena polja predstavljajo kombinacije tistih sevovnhibitorjev, kjer ni bilo mogde dolditi
nobene izmed omenjenih koncentracij.

4.1.3. Adaptacija izbranih sevov na praetevane &inkovine

Pri pregevanju adaptacijskih sposobnosti na izbratiakovine smo se osreddatb le na
dva seva, in siceP. ruminicola23 in R. flavefaciend007 S/6, torej na en po Gramu
negativen in en po Gramu pozitiven sev. Izbrali stive w&inkovini, in sicer antibiotik
monenzin ter rastlinski izvéek cinamaldehid kot enega izmed moznih nadomestkov

antibiotike.lzhajali smo iz podatkov, pridobljenih v prvem irugem delu poskusa.

4.1.3.1. Poskus adaptacije s&uwaminococcus flavefacie@97 S/6

4.1.3.1.1 Poskus adaptacije na monenzin

Izbrana z&etna koncentracija za monenzin (MONO) je bila QM8V prvi pasazi smo
tako kontrolni sev kot sev, ki je rasel v prisotinanonenzina, precepili v gojig¢ z

ustrezno visjo koncentracijo monenzina (MONL1). Olpamo istatasen pojav Zgetka

rasti pri obeh sevih ter nekoliko gjeobseg rasti pri poskusni ra&iki seva. Pri drugi in
tretji pasazi smo napravili podobno Se za koncenitr®ION2 in MON3. Rast divjega
(seva, ki je rasel brez prisotnosti inhibitorjayage bila pri koncentraciji MON2 ze
popolnoma inhibirana, poskusna rama pa je po priblizno 75 urah &da rasti. Pri

koncentraciji MONS je bila rast obeh sevov popolaamhibirana.
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Slika 14: Graftni prikaz poskusa adaptacije na monenzin (MON) seva
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4.1.3.1.2 Poskus adaptacije na cinamaldehid
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Slika 15: Graféni prikaz poskusa adaptacije na cinamaldehid (GENga
R. flavefacien907 S/6 (RF)

Enako kot za monenzin smo ponovili Se z rastlinsimheckom cinamaldehidom. Izbrana
zatetna koncentracija (CINO) je bila 80 mg/ml, vsakaladnja (CIN1, CIN2 IN CIN3) pa
je bila za 40 mg/ml viSja od prejsSnje. V vseh tpatisazah se je, kot kaze slika 15, tako pri
diviem kot pri poskusnem sevu pojavila podaljSaazafprilagajanja (lag faza), nekoliko
pa se je zmanjSala tudi hitrost rasti. Obseg fjashil pri obeh razliicah priblizno enak
kontrolnemu sevu. V prvi in drugi pasazi se je ragprej zéela pri diviem sevu, Vv tretji
pasazi pa je prej 2ala rasti poskusna ragita seva. Hitrost rasti je bila pri divjem sevu v

tretji pasazi nekoliko manjSa kot pri poskusni ikéei.

Rast poskusne razice se pri raztinih koncentracijah dinkovin (monenzina in

cinamaldehida) ni bistveno razlikovala od rastijelj)a seva, zato smo sklepali, da se sev
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Ruminococcus flavefacier@7 S/6 ni sposoben prilagoditi na poviSane kotnaeije

uporabljenih dinkovin.

4.1.3.2 Adaptacija sevaevotella ruminicola23

4.1.3.2.1 Poskus adaptacije na monenzin
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Slika 16: Graféni prikaz poskusa adaptacije na monenzin (MON) sevaminicola23
(PR),prvih 7 pasaz

Poskus smo zeli z zaetno koncentracijo (MONO), ki je bila 0,39M. Poskus smo
izvajali na enak nan kot pri sevuR. flavefacien§07 S/6. Ze v prvi, predvsem pa v drugi
pasazi je bilo opaziti zmanjSan obseg rasti takodpi kot pri poskusni raztiici seva
(slika 16). V tretji pasazi smo nacepili dve poskuszIicici, in sicer MON2-MON?2 ter
MON2-MONS3, in dve divji, CTR2-MON2 ter CTR2-MON3.riPobeh divjih razlkicah
seva smo zabelezili precej manjSi obseg in hitmasti v primerjavi s poskusnima
razlicicama in kontrolo. Obseg rasti obeh poskusnih sgeolil malenkost manjSi od
kontrole, hitrost rasti pa je bila enaka kot prnkolnem sevu. Prietrtem precepljanju je
bila rast divjega seva pri koncentraciji MON4 zézdaba, poskusna ragla pa je pri isti
koncentraciji dosegla priblizno 75 odstotkov obsegsti v primerjavi s kontrolo. Pri
koncentraciji MON5 je dosegala Se okoli 40 odstetkbsega rasti, divja razica pa pri
tej koncentraciji ni vérasla (slika 16, 4. in 5. pasaza). V 6. pasazobtposkusna seva,
tako tisti, ki smo ga nacepili v enako koncent@amonenzina kot v prejSnji pasazi
(MONS5), kot tudi tisti v viSji koncentraciji (MONG6)dosegla skoraj enak obseg in hitrost
rasti kot kontrolni sev, medtem ko je bila rastjeiga seva pri enaki koncentraciji
popolnoma inhibirana. Slednje kaze na sposobndsigpditve sevaP. ruminicola23 na
poveano koncentracijo monenzina v gops V nadaljevanju poskusa smo pridobili tri
razlicice na monenzin adaptiranega seva, in sicer MM5,6Mir razléico MM7, od

katerih je bila vsaka prilagojena na dréiga koncentracijo monenzina.
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Slika 17: Graféni prikaz poskusa adaptacije na monenzin (MON) sevaminicola23
(PR)—vzgajanje treh razlic adaptiranega seva
S slik 16 in 17 je razvidno postopno prilagajangeas na razdino visoke koncentracije
monenzina. Pri visokih koncentracijah inhibitorg je rast zéela zmanjSevati, zato smo
pri naslednji pasazi sev precepili v go@sz ustrezno nizjo koncentracijo monenzina ter v

gojiste brez dodanega monenzina. Tako smo ohranili seindali kulturi Se nekagasa,
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da se je prilagodila na poviSano koncentracijo maima in je tako v naslednji pasaZi
lahko rasla pri vi§ji koncentraciji. Ragica MM5 je rasla dobro Se pri koncentraciji 12,5
uM, razlicica MM6 pri koncentraciji 25uM in razlicica MM7 pri koncentraciji 5QuM
(slika 18).

—— PR CTR11-C12 —— MM5 MM6 MM7

1,0 4
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Slika 18: Rast sevov MM5, MM6, MM7 pri treh raaiih koncentracijah
monenzina (MON)
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Slika 19: Rast divjega (CTR) in adaptiranega segaji&ih z monenzinom (MON) in
brez njega



Varga A. Analiza vpliva rastlinskih izv&ov na izbrane vampne bakterije. 42
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BioteniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

Zeleli smo $e preveriti, ali se adaptacija ohraljane, zato smo sev MM6 precepljali v
¢isto goji¥e brez dodatka monenzina. To rézio seva smo poimenovali M6C. S slike 19
vidimo, da se je adaptacija tudi po nekajkratneet@pljanju isto goji&e ohranila. Sev
M6C je dokaj dobro rasel pri koncentraciji monezit?,5uM (MONS), saj je dosegel
okoli 75 odstotkov obsega rasti v primerjavi s saydi je rasel v kontroli (M6C-CTR).
Rasel je tudi pri koncentraciji 50M, vendar bistveno slabsSe, saj je dosegel le dki@i
obsega v primerjavi z adaptiranim sevom, ki je Iraggjiscu brez monenzina. Divji sev je
rasel Se pri koncentraciji monenzina 6,28 (MON4), pri 12,5uM (MOND) pa je bila rast

popolnoma inhibirana.

4.1.3.2.2 Poskus adaptacije na cinamaldehid

Pri preverjanju zmoznosti adaptacije séxaruminicola23 na cinamaldehid smo izbrali
zatetno koncentracijo cinamaldehida 80 mg/lsgKoncentracija sevR. ruminicola23 za
CIN). Slika 20 prikazuje potek poskusa adaptacigwasna poviSano koncentracijo

cinamaldehida.
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Slika 20: Graféni prikaz poskusa adaptacije sé¥aruminicola23 (PR)na povisano

koncentracijo cinamaldehida (CIN)

V prvi pasazi sta divja in poskusna rda seva rasli podobno, pri drugem precepljanju
pa je poskusna razica rasla presenetljivo bolje kot divji sev pri &n&oncentraciji
inhibitorja. V tretji pasazi smo gojili dve poskusazli¢ici, eno v koncentraciji, enaki kot
v predhodni pasazi (CIN2), in eno v za 20 mg/livf§]IN3). Divja seva smo gojili pri
enakih koncentracijah. Obe poskusni r&eliin divji sev so pri koncentraciji CIN2 dosegli
enak obseg rasti kot kontrolni sev, le faza prijagg je bila pri poskusnih sevih nekoliko
daljSa kot pri divjem. Divji sev pri koncentracffiIN3 ni ve& kazal znakov rasti. Zaradi
nasprotujdih si rezultatov 2. in 3. pasaze smo 2. pasazo\pbi$e enkrat (4. pasaza) in
ugotovili, da rastni krivulji poskusnega in divjegava dosezZeta podoben obseg rasti, faza
prilagajanja pa je v primerjavi s kontrolo gakovano podaljSana. V 5. pasazi smo gojili
dve poskusni ter divjo razico seva pri koncentraciji CIN4 (160 mg/l), vengambila rast

pri vseh treh popolnoma inhibirana. Ugotovili srda,se se¥. ruminicola23 na poviSano

koncentracijo cinamaldehida ni sposoben prilagoditi
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V idealnih razmerah bi Zival izkoristila vse zaeziranljive snovi iz krme. V praksi
izkoristek seveda ne more biti stoodstoten, kljglnd pa rejci tezijo kim boljSemu
izkoris&¢anju (tako imenovani konverziji) krme. Na izboljfanzkori&anja krme in s tem
pove&anje prireje lahko vplivamo tudi z modifikacijo nndbne populacije v vampu, saj
tam poteka poglaviten del prebave pri prezvekokal€o nedavnega je bil v svetu
(predvsem ZDA) in tudi v Evropi eden najbolj poziteim razSirjenih krmnih dodatkov iz
skupine tako imenovanih vampnih modifikatorjev itorai antibiotik monenzin. Kljub
Stevilnim pozitivnim @inkom monenzina na prirejo so njegovo uporabo VoRski uniji
zaradi strahu pred pojavom navzkrizne rezistencegrehranske namene prepovedali.
Nadomestek krmnim antibiotikom so znanstveniki kgleiskati med drugim v rastlinskih
snoveh, saj je zdravilna morastlinskih w@inkovin poznana Ze stoletja. Mcintosh in
sodelavci (2003) so tako pa@adi o inhibitornem dinku nekaterih esencialnih rastlinskih
olj na rast Stevilnih bakterijskih vrst. V naSenskosu smo preevali vpliv ionofornega
antibiotika monenzina ter treh moznih rastlinskimkih dodatkov desnovega dialil
sulfida, cinamaldehida in eugenola) na Sest izbrdoakterijskin sevov:Prevotella
ruminicola 23", Prevotella bryantiiB.4, Butyrivibrio fibrisolvens3071', Ruminococcus
albus20455,Ruminococcus flavefacie®®7 S/6 inFibrobacter succinogenesS85. Izbrali
smo tako seve z Gram-pozitivnB.(albus, R. flavefacien&ot seve z Gram-negativn®.(
ruminicola in P. briantii, F. succinogenesultrastrukturo celine stene ter seB.
fibrisolvens ki se po Gramu barva negativno, vendar ima strokpo Gramu pozitivhe
celicne stene. lzbrani sevi so v vampu pomembni s &talimzgradnje dol@nih
substratov, tvorbe vodika oziroma zaradi svojeiBieg zastopanosti. Pri se¥& briantii
sta Callaway in Russel (1999) ugotovila pojav udzsstence na monenzin, zato smo Zeleli
v nasi nalogi preveriti tudi moznost pojava rezise proti pretievanim @inkovinam pri
katerem od preievanih sevov. Poskuse v diplomski nalogi smo ralzde tri dele. V
prvem delu smo ugotavljali vpliv inhibitorjev v S&m koncentracijskem obrja, v
drugem delu pa vpliv v oZjem koncentracijskem objmama vseh Sest izbranih sevov. V

tretiem delu poskusa smo se osredititoa dva sevaP. ruminicola23 in R. flavefaciens
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007 S/6, ter poskuSali ugotoviti, ali sta se omeajseva sposobna prilagoditi na poviSano

koncentracijo monenzina oziroma cinamaldehida.

5.1.1 Vpliv inhibitorjev rasti v SirSem in oZem koncentracijskem rangu

na izbrane bakterijske seve

Prewevali smo vpliv vseh Stirih préavanih @inkovin na Sest izbranih bakterijskih sevov.
Posebnost poskusov, ki smo jih izvedli, je bila ainu gojenja in spremljanju rasti
prewevanih bakterij. Kolikor nam je znano, smo med mivgojili vampne bakterije v
mikrotitrskih plo€ah v anaerobni komori, v kateri smo tudi spremljalst scitalcem
mikrotitrskih plo€ pri 620 nm. Na tak @@n smo lahko spremljali rast $ega Stevila
sevov in paralelk ist@asno ter bolj pogosto opravljali meritve rasti. tiyali smo tri
osnovne néne delovanja izbranih krmnih dodatkov, in sice) fodaljSanje faze
prilagajanja bakterij na gojig z viSjo koncentracijo dinkovine, (ii) zmanjSanje obsega
rasti ter (iii) zmanjSanje hitrosti rasti. Mozne bibe tudi kombinacije med navedenimi
ucinki. V drugem delu poskusa smo poskusali dbloninimalne inhibitorne koncentracije
(MIC) ucinkovin in koncentracije, ki do polovice zavrejokberijsko rast (1Go).

lonoforni antibiotik monenzin je pri vseh sevih vplival na zmanjSanje obsegaitrosti
rasti, pri sevihP. briantii B;4, R. albus20455 terF. succinogene$85 je pri nekaterih
koncentracijah tudi podaljSal fazo prilagajanjar ktéa v svoji raziskavi ugotovila tudi
Callaway in Russel (1999). Kot na monenzin najliivejSi sev se je v drugem delu
poskusa pokaza. fibrisolvens3071, katerega rast je bila popolnoma inhibirana Ze pri
koncentraciji 0,1uM. Podobno trditev sta v svoji Studiji podala tuRlussel in Strobel
(1989). Zaradi n&na inhibicije smo lahko pri vseh sevih délo koncentraciji MIC in
ICs0. Glede na slednjo se je kot najodpornejSi pokseaP. briantii B,4, ki je rasel Se pri
koncentraciji 10QuM, ICsopa je bila okoli 25uM. Odpornost bakterij na monenzin naj bi
bila tesno povezana z zgradbo &edi stene, saj sta Russel in Houlihan (2003) ugatovi
vecjo odpornost Gram-negativnih bakterij na monenzatp je presenetljivo, da se je kot
drugi najmanj obutljiv sev izkazalR. flavefaciend007 S/6 s pozitivno ultrastrukturo
celicne stene in z okoli 40-krat manjSo koncentracijg, Kbt P. briantii B;4. Sledila sta

sevaR. albus20455 (G-pozitiven, 16=0,20 uM) in F. succinogene$85 (G-negativen,
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IC50=0,10uM) in nazadnje, neptakovano, Se sel. ruminicola23, katerega I63je znasal
med 0,05 in uM. F. succinogeneS§85 je prenehal rasti Ze pri koncentraciji monesazin
(0,78 uM), kar ni v skladu z ugotovitvijo Russla in Stral{l1989), da naj bi slednji dobro
rasel Se pri koncentraciji 2,pM. Chen in Wolin (1979) sta dokazala, da se je faza
prilagoditve pri sevuF. succinogenes povisano koncentracijo monenzina podaljSevala,
kar smo delno ugotovili tudi v naSem poskusu. Halagoditve se je zZsla podaljSevati

pri koncentracijah 0,38M in 0,78 uM, vendar pa se pri koncentraciji 1,p® rast niti po

96 urah ni z&ela, zato ni verjetno, da bi pri daljSem opazovagu z&el rasti.

Chen in Wolin (1979) sta poatala tudi o veliki obutljivosti bakterij iz rodu
Ruminococcusa poviSano koncentracijo monenzina. Pri obeh se&jtbi bila rast pri 4
uM (2,5 mg/ml) popolnoma inhibirana. V nasem poskisgu je pokazalo, da znaSa
minimalna inhibitorna koncentracija R albus20455 1,5a:M, zaR. flavefacien907 S/6
pa 3,12uM.

Pri prekevanju vplivac¢esnovega izvika dialil sulfida smo pri vseh sevih opazili le
podaljSanje faze prilagajanja, zato nismo moglo¢itl koncentracije 1G,. NajodpornejSi
na Das je bil seR. flavefacien®07 S/6 (ki je bil tudi drugi najodpornejSi na monim),
Sledili so seviP. briantii B4, B. fibrisolvens3071" in F. succinogene$85, $e nekoliko
manj odporen je bilR. albus 20455, najdaljSo fazo prilagajanja pa je imel d&v

ruminicola23.

Pri cinamaldehidu in eugenolu smo pri ugotavljanju vpliva préavanih ginkovin v
SirSem koncentracijskem obijo opazili ve&€inoma pri vseh sevih bipolarertinek. Rast
je bila bodisi popolnoma inhibirana, bodisi vplima rast sploh ni bilo. Sklepali smo, da
imata tako cinamaldehid kot eugenol precej ozko aipen winkovanja, zato smo v
drugem delu poskusa testiralicvemesnih koncentracij. Ugotovili smo, dainkovini na
razlicne seve raztno vplivata. Cinamaldehid je pri sevith bryantiiB14, R. albus20455,
R. flavefacien®07 S/6 irB. fibrisolvens3071" inhibiral obseg in hitrost rasti, pri nekaterih
koncentracijah pa tudi podaljSal fazo prilagajdvgdkterij. NajodpornejSi na cinamaldehid
in eugenol je bil enako kot pri dialil sulfidg. flavefacien®©07 S/6 z MIC 600 mg/ml,

najokzutljivejSi pa P. ruminicola23, pri katerem smo lahko d@ib tudi koncentracijo
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ICs0, ki je bila okoli 80 mg/ml. Eugenol jecinkoval podobno kot cinamaldehid, vendar pa
so bili vsi sevi na eugenol v sploSnem bolj odpdmairadi enakih testiranih koncentracij
smo primerjavo lahko napravili). Tudi pri eugenaioo lahko doldili ICs le za sewP.
ruminicola23. Koncentracija je znaSala okoli 320 mg/ml.

5.1.2  Adaptacija vampnih bakterij na preuéevane &inkovine

Znano je, da so nekatere vampne bakterijske visbsobne prilagoditve na poviSane
koncentracije raztnih vrst inhibitorjev. Callaway in Russel (1999 sior@ala o pojavu
na monenzin ultrarezistentne podpopulaBijebriantii B;4. Stevilne bakterijske vrste, kot
so Clostridium sticklandii, Clostridium aminophilum,tr&tococcus bovis, Prevotella
brevis, Prevotella albensis, Butirivibrio fibris@as, Prevotela briantii, Prevotela
ruminicola, Ruminococcus albus, Rumonococcus #awafs in druge, naj bi bile
sposobne razviti rezistenco tudi nankovine rastlinskih esencialnih olj (Mcintosh iads,
2003).

Obcutljivost in rezistenca na antibiotike sta tesn@wgrana z zgradbo bakterijske ¢ag
stene (Russel in Strobel, 1989). Gram-negativnéebiggke vrste so obajno odpornejSe
na antibiotike kot Gram-pozitivhe, vendar najdenmalitmed po Gramu negativnimi
obcutljivejSe vrste, ki potrebujejo daljSe obdobjeggajanja, da razvijejo rezistenco (Chen
in Wolin, 1979). Te trditve so potrdili tudi Newltbln sod. (1987), ki so ugotovili @
ob¢utljivost po Gramu pozitivnih sevov, péemer se jeR. flavefacien®07 pokazal kot
izjema, saj je rasel pri koncentraciji, ki je bgtokrat viSja od minimalne inhibitorne za
starSevski sev (adaptacija na tetronazin). DawsoBadling (1983) sta spremljala vpliv
monenzina na bakterije pri teletih in ugotovila, jdailo skoraj 60 odstotkov bakterijske
populacije rezistentne na monenzin predetitom dodajanja le tega v krmo in da je
dodatek monenzina zanemarljivo pdakrezistentnost bakterijske populacije, kar kaize,
je odpornost na ionofore verjetno posledica ferssiip zn&ilnosti bakterijske cetine
stene (Russel in Houlihan, 2003).

V naSem poskusu smo ptewali en po Gramu negativeRrgvotella ruminicola23) in po

Gramu pozitiven sevR. flavefacien07 S/6) ter dve dinkovini, in sicer monenzin in
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cinamaldehid. V ZDA monenzin Se danes s pridom aipigajo, medtem ko je v EU od leta
2006 prepovedan, zato smo se d&iloprewciti tudi delovanje rastlinskega iz\dka
cinamaldehida kot alternativno moznost uporabe mzna. Za zgoraj omenjena seva in
ucinkovini smo se odldli tudi zato, ker smo v drugem delu poskusa letazseva in ti
ucinkovini lahko dol@ili koncentracijo IGo ter tako doleili izhodis¢cne koncentracije pri
vzgajanju adaptiranih razlc sevov. Velja omeniti, da je imel s&: ruminicola23 obe
koncentraciji 1G (iz katerih obiajno sklepamo na odpornost seva na &toinhibitor)
nizji, in sicer za monenzin priblizno osemkrat iy za cinamaldehid okoli trikrat nizjo
kot sevR. flavefacien®07 S/6,ceprav ima slednji po Gramu pozitivno strukturo éredi

stene.

Med poskusom adaptacije smo ugotovili, da se Reflavefacien®©07 S/6 ni sposoben
prilagoditi na povisano koncentracijo ionofornegan@nzina, kar je v nasprotju s Studijo
Newbold in sod. (1987), ki so trdili, da se je ofjeensev sposoben adaptirati na ionoforne
antibiotike (adaptiral se je na tetronaziR). flavefaciens®07 S/6 se prav tako ni uspelo
adaptirati na poviSsano koncentracijo cinamaldehida, so v svoji Studiji ugotovili tudi
Mclintosh in sod. (2003).

V naSem poskusu smo ugotovili tudi, da se Bewminicola23 prav tako ni adaptiral na
poviSano koncentracijo cinamaldehida. Mcintosh iodedavci (2003) so ugotovili
nasprotno, vendar pa je uporabljena meSanica edeihcolj, ki so jo uporabili v poskusu
vsebovala tudi drugecinkovine (timol, vanilin, eugenol, limonen), ne pamamaldehida.
Smo pa v skladu s Studijo o pojavu na monenzirandgistentne podpopulacife briantii
B14 (Callaway in Russel, 1999) dokazali, da se jeFsawminicola23 sposoben adaptirati

na poviSano koncentracijo monenzina.

Vzgojili smo tri na monenzin adaptirane rame sevaP. ruminicola 23 oziroma tri
podpopulacijeomenjenega seva, ki smo jih poimenovali MM5, MMEMM?7 in so rasle
pri razlicno visokih koncentracijah monenzina. Podpopulakijd5 je rasla pri 12,5uM
(MON5), MM6 pri 25 uM (MONG) in MM7 pri 50 uM (MON7) monenzina. NajviSja
koncentracija, pri kateri je rasel divji (neadagiy sev, je bila 6,2pM (MON4), kar smo
ugotovili ze v drugem delu poskusa, kjer smo dalio minimalne inhibitorne

koncentracije. Tudi pri poskusu adaptacije se kazalo, da znaSa MIC za neadaptiran sev
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P. briantii B14 12,5uM. Adaptirana podpopulacija MM5 je torej rasla puakrat visji
koncentraciji, MM7 pri Stirikrat viSji koncentracin MM7 pri osemkrat visji koncentraciji
monenzina, ki je Se doptaia rast pri neadaptirani varianti sefPa ruminicola 23.
Ultrarezistentna populacijB. briantii 23, ki sta jo opisala Callaway in Russel (1999), je
rasla pri 16-krat viSji koncentraciji kot divji sekar je dvakrat vekot v primeru sevé#.

ruminicola23.

Obseg rasti se je med tremi adaptiranimi variantagkoliko razlikoval. MM5 v MONS in
MM6 v MONG sta rasli zelo dobro, saj sta doseglololB0 odstotkov obsega rasti v
primerjavi s kontrolo. MM7, ki je rasla pri najvigoncentraciji monenzina (pri MONS je
bila rast vseh sevov popolnoma inhibirana), jearamdkoliko slabSe. Dosegla je okoli 40
koncentraciji je dokaj ptakovana, saj ima monenzin pri visokih koncentractgksien
ucinek na veino vampnih bakterij, tako Gram-pozitivnih kot Gramagativnih (Nagaraja
in Taylor, 1987). Poleg tega bakterije niso spogohromejene adaptacije na poviSane

koncentracije inhibitorja.

Bakterije smo med poskusom precepljali v staciontazi, kjer se na videz s celicami ne
dogaja veliko. To stanje je zgolj navidezno, s#pga, predvsem kadar je prisoten stresni
faktor (na primer inhibitor rasti), do odmiranjakiagerih celic. Celice, ki prezivijo, se na
razlicne n&ine prilagodijo novim pogojem v okolju. Pride doli@bvanja Stevilnih, med
seboj fenotipsko razinih podpopulacij, katerih razhi fenotipi so posledica razhih
tipov mutacij (delecij, insercij, inverzij duplikgc (Finkel, 2006; Zambrano in Kotler,
1996 cit. po Ferme in sod., 2008). TakSne podpapelabiajno propadejo, razen v
primeru, ko mutacija vodi do izboljSanja podpopy&m ji tako nudi selekcijsko prednost
(Hall, 1990; Torkelson in sod., 1997, cit. po Fermesod., 2008). Callaway in Russel
(1999) sta ugotovila, da gre pri ultrarezistentrbopulacijiP. briantii B4 za spremembo
v sestavi cetine membrane. Podobno so za BewalbensidM384, ki je bil rezistenten na

ionoforni antibiotik tetonazin, ugotovili tudi Newld in sod. (1992).

Ker smo tudi v naSem poskusu zeleli preveriti,saliadaptacija ohranja, smo eno izmed
adaptiranih variant (MM6) osemkrat precepili v §og brez dodatka inhibitorja. Ugotovili

smo, da raztica M6C, ki je rasla osem pasaz brez prisotnosiibitorja, Se vedno raste
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pri poviSani koncentraciji monenzina, kar je v sklas Studijo o rezisten&. briantii B14
na monenzin (Callaway in Russel, 1999). Obseg rasiante M6C v MON6 v nasem
poskusu, ki smo ga izvajali na mikrotitrskih plaR, je bil sicer le Se okoli 35 odstotkov v
primerjavi z adaptirano podpopulacijo MM6, vendarFerme in sod. (2008) v nadaljnji
Studiji ugotovili, da pri gojenju v »Hungate« epeta@h M6C razliica doseze okoli 75
odstotkov obsega rasti v primerjavi s kontrolo, jgapodoben obseg kot pri podpopulaciji
MM6 pri koncentraciji MONG6. Do razlike je verjetrwiSlo zaradi tehinih tezav, saj pri
mikrotitrskih plo€ah lazje pride do izhlapevanja, moznost neizogibkgperimentalne

napake pa je zaradi manjSih volumnovjaekot pri gojenju v »Hungate« epruvetah.

Callaway in Russel (1999) sta za $evbriantii B;4 poraala o upadu rezistence ravno po
osmih pasazah, kar kaze na fizioloSko adaptagiamei nujno na spremembo v genotipu,
zato ne moremo zagotovo trditi, kaj bi se v naSeimgru zgodilo s sevorR. ruminicola
23, ¢e bi poskus nadaljevali. Kljub temu zaradi pojamehtrazitic seva, prilagojenih na
razlicne koncentracije monenzina, sklepamo, da je balgtre, da gre za tri med sabo

genetsko raztne bakterijske podpopulacije seRaruminicola23.

5.2 SKLEPI

V sklopu diplomske naloge smo ugotovili, da:
= prewevane dinkovine, monenzin, dialil sulfid, cinamaldehid @ugenol, vplivajo
na rast bakterij tako, da zmanjSujejo obseg inA#tliost rasti bakterij oziroma

podaljSujejo fazo prilagajanja (lag fazo) bakterij;

= ¢esnov dialil sulfid pri vseh sevih podaljSa fazdggajanja bakterij, na hitrost in
obseg rasti pa ne vpliva, zato koncentracij MIGGg, za ta izvieéek pri nobenem

sevu nismo mogli dotti;

» se pri preostalih dinkovinah (monenzinu, eugenolu in cinamaldehidujaylfajo

vsi trije zgoraj omenjeni ke delovanja (ter kombinacije med njimi);

» imata eugenol in cinamaldehid izredno ozko ofymadelovanja ter da so bili sevi v

splosnem bolj odporni na eugenol kot na cinamattjehi



Varga A. Analiza vpliva rastlinskih izv&ov na izbrane vampne bakterije. 51
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BioteniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

» sevR. flavefacien®07 S/6 ni sposoben prilagoditve na poviSano katnaeijo tako

monenzina kot cinamaldehida;

= je sev P. ruminicola 23 sposoben prilagoditve na povisano koncentracijo

monenzina v goji&u, na poviSano koncentracijo cinamaldehida pa ne;

= tri fenotipsko razkine podpopulacije sevR. ruminicola23, ki smo jih z adaptacijo
pridobili, rastejo pri treh razlnih koncentracijah monenzina. Adaptirana
podpopulacija MM5 pri dvakrat viSji, adaptirana pogulacija MM6 pri Stirikrat

s

kot je zadnja, pri kateri je Se rasla divja réizkh seva;

* se adaptacija tudi po d@enemcasu rasti seva brez prisotnosti inhibitorja ohranja
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6 POVZETEK

Prezvekovalci so skupina rastlinojedih sesalcevjekrazvila posebno dinkovit nain
prebave voluminozne krme. Poglaviten del prebavihedda predstavlja Stiridelni Zelodec,
kjer (predvsem v vampu) poteka prebava hranljivibve s pom@jo mikroorganizmov in
njihovih encimov. NajStevilnejSi in hkrati za prefoa najpomembnejSi predstavniki
vampne mikrobne zdruzbe so bakterije, poleg njilmgdemo v vampu tudi Stevilne glive,
prazivali, arheje in viruse. Mikrobna fermentaggakljucnega pomena pri razgradniji tistih
hranljivih snovi, ki jih prezvekovalec z lastnimm@mi ni sposoben razgraditi, obenem pa
predstavljajo poglaviten del njegovega obroka kétnuni ogljikovi hidrati). Glavni produkt
mikrobne razgradnje so hlapne @at$ne kisline, C@in metan. Z modifikacijo metabolnih
procesov v vampu lahko vplivamo na izkéagje krme in s tem na §e prirejo. Z
uporabo razlinih, tako imenovanih vampnih modifikatorjev lahkaspZemo neposredno v
vampno mikrobno zdruzbo. Kot izjemnainkovit dodatek k prehrani so se pokazali
ionoforni antibiotiki (monenzin), saj se je z daalgem le teh v krmo zmanjSalo zauzivanje
krme, medtem ko je prirast zivali ostal enak alijsecelo poveéal. Do prepovedi v
Evropski uniji (januar 2006) je bil monenzin edeajbolj uporabljanih antibiotikov v
prehrani prezvekovalcev, vendar so zaradi stralad gpojavom navzkrizne rezistence
njegovo uporabo v Evropi prepovedali. Alternativm@nkovine so znanstveniki zali
iskati v rastlinah in njihovih izvigkih. V nasem poskusu smo se osrediitma tri
rastlinske izvléke, ¢esnov dialil sulfid, cinamaldehid in eugenol, tex grimerjavo na
najbolj uporabljan ionoforni antibiotik — monenziRrewevali smo vpliv vseh Stirih
ucinkovin na Sest izbranih bakterijskin sevoRrevotella ruminicola 23, Prevotella
bryantii B14, Butyrivibrio fibrisolvens3071", Ruminococcus albug0455,Ruminococcus
flavefaciens007 S/6 inFibrobacter succinogeneS85, ki smo jih gojili v modificiranem
M2-gojis&u za vampne anaerobe z Bryantovo modifikacijo Htmgatehnike za gojenje
anaerobnih vampnih mikroorganizmov. V prvem in @mgdelu poskusa smo ugotavljali
vpliv inhibitorjev v SirSem in ozjem koncentraciggk obmaju ter ugotovili tri osnovne
naine delovanja le teh: podaljSanje faze prilagajdlsg faze), zmanjSanje obsega rasti in
zmanjSanje hitrosti rasti bakterij. lonoforni ambiiik monenzin je pri vseh sevih vplival na
zmanjSanje obsega in hitrosti rasti, podobno pa/siigala tudi cinamaldehid in eugenol.
Slednja dva sta imela zelo ozko ohij@odelovanja, zato smo njunéinke lahko nekoliko
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podrobneje pretevali le v drugem delu poskusa (ozje koncentracigskma@je). Sevi so
bili v splodnem bolj odporni na eugenol kot na aiaédehid.Cesnov dialil sulfid je na vse
seve vplival s podaljSanjem faze prilagajanja bkt& tretiem delu poskusa smo
ugotavljali moznost adaptacije sevov na poviSan&cike predevanih winkovin v
goji&u. Izbrali smo le dva sevd(evotella ruminicola23in Ruminococcus flavefaciens
007 S/6) ter dva inhibitorja (monenzin in cinamalidg, kjer smo pri obeh lahko daliti
tudi koncentraciji MIC in 1Gy Ugotovili smo, da se seRuminococcus flavefacier@®7
S/6 ni sposoben prilagoditi na povisano koncentrationenzina in cinamaldehida, prav
tako se na poviSano koncentracijo cinamaldehidaspelo prilagoditi seviPrevotella
ruminicola23. Slednji je razvil adaptacijo na poviSano kericijo monenzina, ptiemer
smo dobili tri razkéne podpopulacije, ki so rasle pri r&ni koncentraciji monenzina.
Adaptirana podpopulacija MM5 je rasla pri dvakradjiy adaptirana podpopulacija MM6
monenzina, kot je zadnja, pri kateri je Se raslgadiazlica seva. Ugotovili smo Se, da se

adaptacija tudi po wiratnem precepljanju v goiié brez prisotnosti inhibitorja ohrani.
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