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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AME aminoglikozid-modificirajoči encimi (angl. Aminoglicoside modifying 

enzymes) 
ATCC ameriška zbirka tipskih kultur (angl. The American Type Culture Collection) 
BHI gojišče iz možganov in src (angl. Brain heart infusion) 
C. albicans Candida albicans 
C. coli Campylobacter coli 
C. jejuni Campylobacter jejuni 
cAMP ciklični adenozin monofosfat 
CFU enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony forming units) 
CIP ciprofloksacin 
CmeABC izlivna črpalka CmeABC 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E. coli Escherichia coli 
EPI inhibitor efluksne črpalke (angl. efflux pump inhibitor)  
ERY eritromicin 
EtBr etidijev bromid 
IL6 in 8 interlevkin 6 in 8 
LPS lipopolisaharid 
MF modulacijski faktor 
MHA Mueller-Hinton agar 
MHB Mueller-Hinton bujon 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
NCTC nacionalna zbirka tipskih kultur (angl. The National Collection of Type 

Cultures) 
OD optična gostota (angl. optic density) 
OmpC zunanji membranski protein C 
OmpF zunanji membranski protein F 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
RFU relativne fluorescenčne enote (angl. relative fluorescent units) 
RNA ribonukleinska kislina 
rRNA pribosomalna ribonukleinska kislina 
S. aureus Staphylococcus aureus 
SEM vrstični ali »scanning« mikroskop  
TK triklosan 
tRNA prenašalna ribonukleinska kislina 
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1 UVOD  
 
Bakterije vrste Campylobacter jejuni kolonizirajo mnoge živali. Zaradi svoje razširjenosti 
se pogosto znajdejo v živilsko/predelovalni verigi in preko kontaminiranih živil povzročajo 
bolezen pri ljudeh. Človek se z bakterijo lahko okuži z uživanjem nepravilno termično 
obdelanega mesa, mleka in vode (Noormohamed in sod., 2013; Kassenborg in sod. 2004). 
Med boleznimi, ki se prenašajo s hrano, so kampilobakterioze že vrsto let v Sloveniji in 
svetu med najpogostejšimi. Poleg velikega števila okužb s C. jejuni je zaskrbljujoč tudi 
podatek o povečanju števila odpornih izolatov. Ob tem so še posebne pozornosti potrebni 
podatki o mnogokratni odpornosti bakterijskih sevov proti protimikrobnim zdravilom, ki se 
rutinsko uporabljajo v humani in veterinarski medicini. Tudi v živilski proizvodno-
oskrbovalni verigi so mnogokratno odporni izolati patogenih vrst, predvsem C. jejuni in C. 
coli, pogosti izolirani iz živali, predvsem iz perutnine in prašičev ter perutninskega in 
svinjskega in mesa (Kurinčič in sod., 2012; Smole Možina in sod., 2011). Zaradi 
nepravilne rabe antibiotikov v zdravstvu in živinoreji nam za zdravljenje okužb, v kolikor 
je to potrebno, pogosto na izbiro ne preostane veliko antibiotikov (Štrumbelj in sod., 2013; 
EFSA/ECDC, 2014; EFSA/ECDC, 2015). 
 
Zaradi povečanja števila odpornih bakterij in počasnega razvoja novih učinkovitih 
antibiotikov so številni znanstveniki začeli preučevati protimikrobno delovanje rastlin in 
njihovih izvlečkov ter eteričnih olj. Mnoge rastline, ki se v tradicionalni medicini 
uporabljajo za zdravljenje različnih bolezni, so v in vitro pogojih pokazale dober 
protimikrobni ali odpornostno-modulatorni učinek (Polo in sod., 2012; Coelho-de-Souza in 
sod., 2013; Siebert in sod., 2015; Moiteiro in sod., 2013; Fraternale in sod., 2014). Izvlečki 
rastlin so tako lahko samostojne protimikrobne spojine, ali pa zaradi svojega odpornostno-
modulatornega učinka le dodatek k zdravljenju z antibiotiki. Antibiotikom, proti katerim so 
bakterije že razvile odpornost, lahko spet povrnemo učinkovitost, če jih uporabimo skupaj 
z modulatorji odpornosti, ki povečajo vnos antibiotika v celico ali preprečijo njegovo 
izčrpavanje iz celice. 
 
Mehanizmi delovanja modulatorjev bakterijske odpornosti so tako kot mehanizmi 
bakterijske odpornosti zelo različni. Modulatorje bakterijske odpornosti lahko iščemo v 
naravi med rastlinami, ki se v tradicionalni medicini uporabljajo za zdravljenje različnih 
bolezni. Raziskave so v in vitro in v in vivo modelih pokazale dobro odpornostno-
modulatorno učinkovitost nekaterih rastlinskih izvlečkov (Choi in sod., 2011; Akrayi in 
Abdullarahman, 2013). Rastlinski izvlečki vsebujejo različne spojine in veliko izvlečkov s 
protimikrobnim delovanjem vsebuje monoterpen α-pinen, ki je pokazal dobro 
protimikrobno učinkovitost proti nekaterim bakterijam in glivam (Gallucci in sod., 2009; 
Bitu in sod., 2014; Diao in sod., 2014). V okviru magistrske naloge smo se odločili testirati 
učinek (-)-α-pinena na več sevov C. jejuni in ugotoviti na kakšen način spojina deluje na 
bakterijske celice. 
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1.1 CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti ali α-pinen deluje protimikrobno in v 
subinhibitorni koncentraciji odpornostno-modulatorno na bakterije Campylobacter jejuni 
in kakšen je mehanizem tega delovanja. 
 
 Cilji magistrske naloge: 

• Določiti protimikrobno delovanje α-pinena na več sevov C. jejuni iz različnih virov 
in z različnimi profili odpornosti proti antibiotikom 

• Določiti odpornostno-modulatorno delovanje α-pinena na več sevih C. jejuni iz 
različnih virov in z različnimi profili odpornosti proti antibiotikom; 

• Pojasniti mehanizem modulatornega delovanja α-pinena na C. jejuni; 
• Pripraviti mutanto C. jejuni s prekinjenim bralnim okvirjem gena cj1375 (cmeG) in 

jo uporabiti za testiranje delovanja α-pinena oz. mehanizma njegovega 
odpornostno-modulatornega delovanja. 

 
Hipoteze magistrske naloge: 

• α-pinen bo deloval protimikrobno na različne seve C. jejuni, vključno s tistimi, 
odpornimi proti antibiotikom; 

• α-pinen bo v subinhibitorni koncentraciji deloval odpornostno-modulatorno v 
kombinaciji z izbranimi protimikrobnimi sredstvi (ciprofloksacin, eritromicin, 
triklosan in etidijev bromid); 

• α-pinen bo na C. jejuni deloval odpornostno-modulatorno zaradi zaviranja izlivnih 
črpalk. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 (-)-α-PINEN 
 
Rastlinski izvlečki in eterična olja se uporabljajo v tradicionalni medicini za zdravljenje in 
lajšanje simptomov različnih bolezni. Med glavne aktivne sestavine rastlinskih eteričnih olj 
sodijo tudi monoterpeni. Mnoge raziskave kažejo močno biološko aktivnost 
monoterpenov, saj kažejo protirakavo (Yeruva in sod., 2010), protigenotoksično (Archana 
in sod., 2011), protiglivično (Marei in sod., 2012), protivnetno (da Rocha in sod., 2013), 
protimikrobno (Saddiq in Khayat, 2010), insekticidno (Lee in sod., 2010) in 
antioksidativno delovanje (Costa in sod., 2012). 
 
Eden od najpogosteje zastopanih monoterpenov v eteričnih oljih je α-pinen (Slika 1). α-
pinen je biciklični monoterpen, organska spojina, ki se pojavlja v smoli mnogih iglavcev in 
eteričnih oljih mnogih rastlin, vključno s sadjem, zelenjavo in zelišči (Loza-Tavera, 1999). 
V naravi se pogosto pojavlja kot mešanica dveh enantiomerov (racemat), in sicer (1S,5S)- 
ali (-)-α-pinen, ki se pogosteje nahaja v evropskih borovcih in (1R,5R)- ali (+)-α-pinen, ki 
ga pogosteje najdemo v severnoameriških borovcih (Koutsaviti in sod., 2015; Da Silva in 
sod., 2012; ChEBI, 2016; MetaCyc, 2010). Rastline uporabljajo α-pinen v mehanizmih 
obrambe proti plenilcem. α-pinen deluje kot repelent proti nekaterim insektom in ima 
močno larvicidno aktivnost (Huang in sod., 2013; Ali in sod., 2015). 
 

 
Slika 1: Struktura α-pinena (ChEBI, 2016) 

α-pinen je pomemben naravni produkt, ki se uporablja v proizvodnji arom in dišav, zdravil 
ter finih kemikalij (Behr in Johnen, 2009; Brown in Ranachandran, 1992; Kirby in 
Keasling, 2009; Yang in sod., 2013). α-pinen se prav tako uporablja v živilski industriji in 
je kot dodatek živilom odobren s strani Zvezne agencije za hrano in zdravila ZDA 
(Montanari in sod., 2012; FDA, 2011; FDA, 2015). 
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2.1.1 α-pinen v rastlinah in njegova biološka vloga  
 
Monoterpen α-pinen najdemo v mnogih rastlinah. Kot sestavnemu delu eteričnih olj 
različnih rastlin ali samostojni spojini α-pinenu pripisujemo mnoge farmakološke lastnosti. 
Spojina deluje protimikrobno, bronhodilatorno, sedativno in antioksidativno (Violante in 
sod., 2012; da Silva in sod., 2012; Rufino in sod., 2014). 
 
Rastlini Foeniculum vulgare (janež) in Psidium guajava (gvajava) se v tradicionalni 
medicini uporabljata za lajšanje bolečin in imata pomirjevalni učinek. Biološka aktivnost 
teh rastlin izhaja iz delovanja različnih komponent vendar je α-pinen v raziskavah pokazal 
najboljšo protibolečinsko delovanje (Santos in sod., 1998; Him in sod., 2008). Raziskave 
so pokazale, da se α-pinen pri miših po inhalaciji dalj časa zadržuje v možganih in jetrih, s 
čimer se podaljša pomirjajoči učinek zdravila (Satou in sod., 2014). 
 
Rastlina Salvia lavandulifolia (drobnolistni žajbelj) se v tradicionalni medicini uporablja za 
lajšanje težav s spominom in zdravljenje demence. Raziskave so pokazale, da eterično olje 
rastline vpliva na celično redoks ravnovesje v astrocitih. Med komponentami eteričnega 
olja je α-pinen najučinkovitejši v regulaciji redoks potenciala celic (Porres-Martinez in 
sod., 2015). 
 
Nekatere rastline, ki vsebujejo α-pinen, imajo protivnetno delovanje in se zaradi tega 
uporabljajo v tradicionalni medicini (Podlogar in Verspohl, 2012). Kim in sod. (2015) so 
pokazali dobro protivnetno delovanje α-pinena na mišjih peritonealnih makrofagih. α-
pinen v z lipopolisaharidi (LPS) induciranih celicah znatno zmanjša proizvodnjo 
interlevkina - 6 (IL-6), tumor nekrotizirajočega faktorja α (TNF-α) in nitritnega oksida 
(NO), kar kaže na močno zmanjšanje vnetnega odziva v že induciranih mišjih celicah. α-
pinen prav tako vpliva na vnetni odziv človeških bronhialnih epitelijskih celic BEAS-2B 
saj zmanjša izločanje vnetnega mediatorja IL-8 (Podlogar in Verspohl, 2012). 
 
Med rastlinami, ki vsebujejo α-pinen, so zanimive tudi tiste z gastroprotektivnim učinkom, 
kot so Citrus aurantium (grenka pomaranča), Syzygium aromaticum (nageljnove žbice), 
Croton zehntneri (Kroton), Hyptis species (ustnatice) in druge (Rozza in Pellizzon, 2013; 
Polo in sod., 2012; Coelho-de-Souza in sod., 2013). Te rastline se v tradicionalni medicini 
uporabljajo pri zdravljenju gastrointestinalnih motenj (Vera-Arzave in sod., 2012; Jesus in 
sod., 2013; Polo in sod., 2012). Prav α-pinen naj bi bil v teh rastlinah zaslužen za močan 
gastroprotektivni učinek, saj povzroča povečano izločanje zaščitne želodčne sluzi in 
zmanjšuje izločanje vodikovih ionov v želodcu ter na ta način preprečuje nastanek razjed 
(De Almeida in sod., 2015). 
 
 



5 
Šimunović K. Delovanje α-pinena na bakterijo Campylobacter jejuni. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2016 

2.1.2 Vpliv α-pinena na človeško zdravje 
 
α-pinen ima zaradi svojega širokega spektra delovanja potencial za razvoj v zdravilo za 
različne bolezni. Med drugimi α-pinen kaže pozitiven učinek v zatiranju rasti jetrnih 
rakastih celic (Wang in sod., 2012; Chen in sod., 2014; Chen in sod., 2015) in ima s svojim 
hondroprotektivnim in protivnetnim delovanjem potencial za uporabo kot zdravilo proti 
osteoartritisu (Rufino in sod., 2014). 
 
Oralno zaužit α-pinen človek prebavi zelo hitro. Največja količina spojine se izloči s sečili 
po 1,6 urah. α-pinen se deloma razgradi v mirtenol, cis- in trans-verbenol ter mirtenično 
kislino. Po 24 urah se α-pinen in njegovi metaboliti izločijo iz telesa (Goen in Schmidt, 
2015). Turkez in Aydin (2016) sta v in vitro poskusih pokazala, da α-pinen pri 
koncentracijah pod 200 mg/L nima citotoksičnega ali genotoksičnega vpliva na človeške 
krvne celice. 
 
2.1.3 Protimikrobno delovanje α-pinena  
 
Med najbolj raziskanimi učinki eteričnih olj rastlin in α-pinena sta protimikrobno in 
odpornostno-modulatorno delovanje. Zaradi porasta števila večkratno odpornih bakterij in 
pomanjkanja novih antibiotikov na tržišču smo primorani iskati nove rešitve in te lahko 
najdemo v naravi (Morais-Braga in sod., 2012). Eterična olja rastlin kot so Callistemon 
viminalis (metličnik), Rosmarinus officinalis (rožmarin), Eugenia brasiliensis (brazilska 
češnja), Cryptomeria japonica (japonska srpovka), Angelica archangelica (zdravilni 
gozdni koren), Myrtus communis (mirta), Nigella sativa (črna kumina) in druge, ki 
vsebujejo visok delež α-pinena v in vitro testih kažejo zelo dobro protimikrobno delovanje 
(Salem in sod. 2013; Wang in sod., 2012; Siebert in sod., 2015; Moiteiro in sod., 2013; 
Fraternale in sod., 2014; Sarwar in Latif, 2015; Mahboubi in Ghazian Bidgoli, 2010). 
 
α-pinen kaže dobro protimikrobno in odpornostno-modulatorno delovanje proti bakterijam 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (Bitu in sod., 2014), Mycobacterium 
tuberculosis (Moiteiro in sod., 2013), Clostriduim difficile, Clostridium perfringens, 
Enterococcus faecalis (Fraternale in sod., 2014), Bacillus subtilis in Escherichia coli (Diao 
in sod., 2014) ter glivam Cryptococcus neoformans in Candida albicans (Cavaleiro in sod., 
2015). Andrews in sod. (1980) so raziskovali vpliv α-pinena na bakterijo Bacillus 
thuringiensis, kjer so ugotovili, da α-pinen v večjih koncentracijah povzroča porušenje 
membranske integritete in s tem inhibicijo rasti bakterij. Po Gramu negativne bakterije so 
zaradi zunanje membrane odpornejše proti α-pinenu in drugim terpenom kot po Gramu 
pozitivne bakterije (Andrews in sod., 1980; Xie in sod., 2014; Zengin in Baysal, 2014). 
 
Objave o α-pinenu se pogosto razlikujejo. Mnoge objave prikazujejo učinkovito 
protimikrobno aktivnost α-pinena, izoliranega iz rastlin, vendar pa obstajajo tudi 
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nasprotujoče objave (da Silva in sod., 2012). Ker se α-pinen v naravi pogosto pojavlja kot 
racemat (+)-α-pinena in (-)-α-pinena, je težko določiti delež posameznega enantiomera v 
eteričnem olju in kateri izmed teh je zaslužen za protimikrobno učinkovitost (Zengin in 
Baysal, 2014; ChEBI, 2016). 
 
2.2 BAKTERIJA Campylobacter jejuni  
 
2.2.1 Zgodovina 
 
Čeprav je bila bakterija Campylobacter jejuni prvič opisana in uvrščena v rod 
Campylobacter šele leta 1963, lahko zasledimo prva poročila o spiralni bakteriji že leta 
1886. Theodore Escherich je v blatu otrok s črevesnimi motnjami opisal bakterijo spiralne 
oblike, ki jo takrat še ni bilo možno gojiti (Snelling in sod., 2005). Šele 20 let po prvi 
objavi o spiralni bakteriji v blatu sta veterinarja John McFadyean in Stewart Stockman 
prvič izolirala in gojila spiralno mikroaerofilno bakterijo (Skirrow, 2006). Leta 1931 so 
znanstveniki spiralno bakterijo uvrstili v rod Vibrio in jo poimenovali Vibrio jejuni. 
Seabald in Vernon sta prvič detajlno opisala spiralno bakterijo V. jejuni in jo zaradi 
značilnosti kot so mikroaerofilna rast, nefermentativni metabolizem in nizke vsebnosti GC 
baznih parov uvrstila v nov rod, rod Campylobacter (Skirrow, 2006; Charlier in sod., 
1974). Do leta 1972 je bila bakterija Campylobacter poznana kot povzročiteljica bolezni le 
v veterinarskih krogih. Dekyser in Butzler sta prvič izolirala bakterijo Campylobacter iz 
vzorca blata ženske z akutnim hemoragičnim enteritisom in jo tako uvrstila med človeške 
patogene (Snelling in sod., 2005; Skirrow, 1977; Skirrow, 2006). 
 
2.2.2 Rod Campylobacter 
 
Rod Campylobacter je uvrščen v razred Epsilonproteobacteria in družino 
Campylobacteraceae ter je sestavljen iz različnih po Gramu negativnih bakterijskih vrst, 
tako komenzalnih kot patogenih (Wassenaar in Newell, 2006). Bakterije rodu 
Campylobacter so spiralne oblike, dolžine od 0,5 do 5 µm in širine od 0,2 do 0,8 µm in so 
gibljive, saj imajo polarni biček na enem ali obeh koncih (Slika 2) (Snelling in sod., 2005; 
Epps in sod., 2013). Večina sevov je katalaza, oksidaza in hipurat hidrolaza pozitivnih 
(Wassenaar in Newell, 2006; Epps in sod., 2013). Rastejo v mikraerofilni atmosferi s 5 do 
10 % O2, optimalno pri temperaturi 41,2 °C in pri vodni aktivnosti (aw) 0,997 (Silva in 
sod., 2011). Do danes je karakteriziranih 28 vrst Campylobacter. Večino kampilobakterioz 
pri ljudeh povzročata C. jejuni in C. coli (Wassenaar in Newell, 2006; On, 2013). 
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Slika 2: Bakterija C. jejuni pod elektronskim mikroskopom (SEM) (Carr, 2016) 

 
2.2.3 Značilnosti Campylobacter jejuni 
 
Campylobacter jejuni je termofilna mikroaerofilna bakterija. Za rast potrebuje mešanico 
plinov s 5 % O2, 10 % CO2 in 85 % N2 in temperaturo med 37 °C in 42 °C. Ne razmnožuje 
se pri temperaturi, nižji od 30 °C (Bolton in Coates, 1983; Hofreuter, 2014). Pri 
temperaturi 4 °C pri C. jejuni še vedno lahko zaznamo respiracijo, katalazno aktivnost in 
sintezo proteinov. Celice so pri tej temperaturi še vedno aktivne in čeprav se ne 
razmnožujejo več, lahko pri tej temperaturi dalj časa preživijo, kar predstavlja problem v 
hladni živilski verigi (Hazeleger in sod., 1998). 
 
Kot primarni vir hranil C. jejuni izrablja aminokisline, in sicer serin, aspartat, asparagin in 
glutamat. Uporablja lahko tudi prolin, vendar le v kolikor ostalih aminokislin nima na 
voljo. Za pridobivanje energije C. jejuni uporablja cikel citronske kisline, komponente tega 
cikla pa pridobiva iz metabolizma aminokislin. Kot vir ogljika lahko uporablja še piruvat 
in laktat, kar je pomembno za preživetje v črevesju gostitelja (Velayudhan in Kelly, 2002; 
Stahl in sod., 2011). Do nedavnega je C. jejuni veljal za asaharolitičen organizem, saj ne 
uporablja glukoze ali drugih sladkorjev. C. jejuni ni zmožen fosforilacije glukoze izven 
celic, saj nima 6-fosfofruktokinaze, ki v procesu glikolize spremeni fruktozo-6-fosfat v 
fruktozo-1,6-bifosfat. Nedavne raziskave so pokazale, da lahko izrablja sladkor L-fukozo, 
ta lastnost mu pomaga pri kolonizaciji nekaterih gostiteljev (npr. prašičev). Pri kolonizaciji 
piščancev zmožnost uporabe L-fukoze nima pomena (Muraoka in Zhang, 2011; Stahl in 
sod., 2011). 
 
C. jejuni je del naravne mikrobiote mnogih živali kot so govedo, prašiči in piščanci, ter se 
zato pogosto znajde v človeški prehrambni verigi. Največje število kampilobakterioz je 
povezanih z zaužitjem nepravilno termično obdelanega okuženega piščančjega mesa 
(Noormohamed in sod., 2013; Hermans in sod., 2012). Infektivna doza je relativno majhna, 
saj že 500 zaužitih celic lahko povzroči bolezen (Robinson, 1981; Hofreuter, 2014). Po 
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okužbi se C. jejuni znajde v sluzi tankega črevesja, kjer se tudi razmnožuje. Del celic se v 
posebni strukturi zadržuje znotraj epitelnih celic črevesja, vendar se tam ne razmnožujejo. 
Za vstop v črevesne celice se C. jejuni najprej veže na fibronektin s pomočjo adhezinov in 
z bičkom prenese proteine Cia v citosol gostiteljske celice. Zaradi tega pride do sprememb 
v celični signalizaciji (povečana koncentracija cAMP), prerazporeditve aktinskega 
citoskeleta in nagubanja celične membrane (Hofreuter, 2014; McKinney in Konkel, 2012; 
Bouwman in sod., 2013; Eucker in Konkel, 2013). Po vstopu v epitelno celico se C. jejuni 
izogne lizosomu in se zadržuje v Campylobacter-vsebujoči vakuoli (angl. Campylobacter 
containing vacuole – CCV) (Watson in Galan, 2008). Celoten proces invazije črevesnih 
epitelnih celic je pomemben pri razvoju črevesne bolezni. 
 
C. jejuni povzroča gastrointestinalno bolezen kampilobakteriozo. Inkubacija traja od 2 do 5 
in maksimalno 10 dni. Bolezen se lahko kaže v lažji obliki in izzveni v 24 urah. Težja 
oblika bolezni vključuje simptome kot so vodena driska, vročina, slabost, bruhanje, 
bolečine v mišicah in trebušnem predelu ter glavobol, ki lahko trajajo tudi do 10 dni. 
Komplikacije le redko nastopijo in lahko vključujejo endokarditis, reaktivni artritis ali 
hemolitični uremični sindrom. Zelo redko okužba s C. jejuni povzroči nastanek resnih 
komplikacij kot so razvoj sindroma Guillain-Barre in sindroma razdražljivega črevesja 
(Horn in Lake, 2013; Leedom Larson in Spickler, 2013; van Doorn in sod., 2008; NIAID, 
2015). Bolezen v večini primerov izzveni sama. Zdravljenje z makrolidnimi antibiotiki kot 
npr. eritromicinom in azitromicinom ali fluorokinoloni (ciprofloksacin) se priporoča pri 
okužbi imunsko oslabljenih pacientov in v kolikor se bolezen pokaže z resnejšimi znaki in 
težjim potekom (Leedom Larson in Spickler, 2013). 
 
V Evropski Uniji (EU) in Združenih Državah Amerike (ZDA) so kampilobakterioze med 
najpogosteje prijavljenimi boleznimi, ki se prenašajo s hrano. V EU lahko vidimo 10 % 
porast v številu obolelih od leta 2013 do 2014. Od vseh obolelih s kampilobakteriozo je 
30 % hospitaliziranih. V EU je število smrti zaradi komplikacij bolezni 0,01 %, v ZDA pa 
0,2 % (EFSA/ECDC, 2014; EFSA/ECDC, 2015; Crim in sod., 2015). 
 
Viri okužb so goveje, prašičje in perutninsko meso ter voda. Najpogostejši vzrok okužbe je 
zaužitje termično nepravilno obdelanega piščančjega mesa (Kassenborg in sod., 2004). 
Zaskrbljujoč podatek je porast števila večkratno odpornih sevov C. jejuni v živilih. Iz mesa 
različnega izvora je največ sevov odpornih proti tetraciklinu (76,8 %) in gentamicinu 
(4,1 %), pojavlja se tudi odpornost proti ampicilinu, ciprofloksacinu, nalidiksični kislini in 
redkeje proti eritromicinu. Število odpornih izolatov iz ljudi je prav tako zelo visoko in se 
še povečuje. Humani izolati so pogosto odporni proti nalidiksični kislini (48,8 %), 
ciprofloksacinu (47,4 %), ampicilinu (36,4 %) in tetraciklinu (32,4 %). V Sloveniji je 
najvišje število sevov odpornih proti ciprofloksacinu (68 %), nalidiksični kislini (61,1 %) 
in ampicilinu (35,5 %). Zelo malo je sevov, odpornih proti eritromicinu (0,8 %) 
(Noormohamed in sod., 2013; EFSA/ECDC, 2014; EFSA/ECDC, 2015). 
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Število ljudi, okuženih z odpornimi izolati C. jejuni, je zaskrbljujoče in kaže na potrebo po 
boljšem omejevanju uporabe antibiotikov v živinoreji in omejevanju širjenja bakterije. Še 
posebej pomemben problem predstavljajo mnogokratno odporni izolati, ki so pogosti tudi v 
živilski verigi (Smole Možina in sod., 2011). Za preprečevanje širjenja okužb je potrebno 
ljudi ozaveščati o nevarnosti te bolezni in osnovnih higienskih pravilih pri pripravi mesa. Z 
dobrimi higienskimi navadami in pravilno pripravo mesa se lahko izognemo ne le 
kampilobakteriozam, ampak tudi mnogim drugim okužbam. A nedavna reziskava, 
opravljena med slovenskimi potrošniki perutninskega mesa, je pokazala zelo slabo 
poznavanje in zavedanje o mikrobioloških tveganjih pri pripravi mesa v kuhinji (Levstek, 
2015).  
 
2.2.4 Mehanizmi odpornosti bakterije Campylobacter jejuni 
 
Bakterije uporabljajo različne mehanizme za bojevanje proti antibiotikom. Odpornost 
pridobijo s spontanimi mutacijami v genih, ki kodirajo tarčne proteine ali s horizontalnim 
prenosom genov za odpornost. Mehanizmi odpornosti proti antibiotikom vključujejo 
razgradnjo protimikrobne spojine (proteolitična razgradnja), spremembo tarče 
protimikrobnega peptida in odstranjevanje protimikrobne spojine z izlivnimi črpalkami 
(Tavares in sod., 2013). 
 
Kmalu po začetku uporabe prvih antibiotikov (1940. leta) so se začeli pojavljati tudi prvi 
mikroorganizmi z odpornostjo proti antibiotikom. Intenzivna uporaba antibiotikov v 
živinoreji in humani medicini je povzročila porast in hitro razširjanje mikrobne odpornosti 
proti antibiotikom (Tavares in sod., 2013; ECDC, 2015; Wimalarathna in sod., 2013; 
Nachamkin in sod., 2002). 
 
Bakterijska odpornost proti antibiotikom predstavlja resen problem za javno zdravstvo v 
Evropi in svetu, saj vodi do povečanja stroškov zdravstvenih storitev in podaljšanega 
bivanja v bolnišnicah. Zaradi okužb z večkratno odpornimi bakterijami C. jejuni pride do 
komplikacij pri zdravljenju in smrti bolnika. Število bakterij, ki so odporne na več 
antibiotikov se iz leta v leto povečuje (ECDC, 2015; EFSA/ECDC, 2014). 
 
2.2.4.1 Odpornost proti fluorokinolonom 
 
Kinolonski antibiotiki inhibirajo sintezo bakterijske DNA in posledično izzovejo celično 
smrt. Tarči kinolonov sta DNA giraza in topoizomeraza IV, ki sodelujeta pri replikaciji 
DNA, transkripciji in rekombinaciji. Kinoloni se nekovalentno vežejo v mesto vezave 
encima z DNA ter s tem preprečijo nadaljnje delovanje encima (Aldred in sod., 2014; 
Jacoby, 2005). Pri bakterijah Campylobacter spp. odpornost proti fluorokinolonom 
primarno izhaja iz zamenjave aminokislin v DNA zaporedju za encim girazo. Lahko se 
pojavi nekaj različnih modifikacij v GyrA, kot so Thr86Ile, Asp90Asn, Thr86Lys, 
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Thr86Ala, Thr86Val in Asp90Tyr (Smith in Fratamico, 2010; Luo in sod., 2003). Sevi z 
mutacijo Thr86Ile imajo visoko odpornost proti ciprofloksacinu (MIK >32 µg/mL), sevi z 
mutacijama Asp90Asn in Thr86Lys pa so srednje odporni (z MIK od 6 do 16 µg/mL) (Luo 
in sod., 2003; McDermott in sod., 2002; Gibreel in sod., 1998). K odpornosti proti 
fluorokinolonom lahko prispeva tudi povečano izražanje izlivne črpalke CmeABC (Luo in 
sod., 2003). Izpostavitev fluorokinolonom zelo hitro povzroči razvoj bakterijske odpornosti 
C. jejuni, in sicer s frekvenco od 10-6 do 10-8/celico/generacijo (Luo in sod., 2003). V 
okolju odporne bakterije prevladajo nad občutljivimi in zelo hitro okužijo druge živali v 
jati. Zaradi te ugotovitve se je v državah EU in ZDA antibiotik enrofloksacin prenehal 
uporabljati pri zdravljenju perutnine, druge fluorokinolonske antibiotike pa lahko 
uporabljamo le pod nadzorom veterinarja (Nelson in sod., 2007; NOAH, 2010). Odporni 
sevi C. jejuni se ne pojavljajo le pri perutnini, ampak tudi pri prašičih, govedu in drugih 
živalih. Tako se odporni sevi znajdejo tudi v okolju in prehranjevalni verigi (Usui in sod., 
2014; Kassenborg in sod., 2004). Zaradi tako velikega števila odpornih sevov je pri 
zdravljenju živali s fluorokinoloni potrebna velika previdnost. 
 
2.2.4.2 Odpornost proti tetraciklinom 
 
Tetraciklini v bakterijah inhibirajo sintezo proteinov tako, da preprečijo vezavo tRNA z 
ribosomom. Tetraciklini membrano po Gramu negativnih bakterij prehajajo skozi porina 
OmpC in OmpF s pomočjo vezave Mg2+ kationov. V periplazemskem prostoru se Mg2+ 
odstrani in antibiotik pasivno prehaja v citoplazmo ter se veže na 30S podenoto ribosoma 
(Chopra in Roberts, 2001). Izolati, ki so odporni proti tetraciklinom, imajo gen tet(O). Le 
tega pogosto najdemo v izolatih C. jejuni (Dasti in sod., 2007). Gen tet(O) se nahaja na 
plazmidu in kodira ribosom-varovalni protein (angl. ribosomal protection protein – RPP) 
Tet(O). Protein se veže na ribosom in povzroči konformacijsko spremembo ter s tem 
sprostitev tetraciklinske molekule (Aminov in sod., 2001; Li in sod., 2013). Gen tet(O) so 
bakterije iz rodu Campylobacter najverjetneje pridobile s horizontalnim prenosom od 
bakterij Streptomyces, Streptococcus ali Enterococcus spp. Gen tet(O) se med sevi v 
piščancih prenaša s horizontalnim genskim prenosom in v kolikor se znajde v nekaj 
piščancih v jati, se odpornost hitro razširi na celo jato (Avrain in sod., 2004; 
Luangtongkum in sod., 2008; Albert in sod., 2009). 
 
2.2.4.3 Odpornost proti makrolidom 
 
Tarča makrolidnih antibiotikov je 50S ribosomalna podenota. S svojim delovanjem 
prekinejo od RNA odvisno sintezo proteinov. Vezava makrolida povzroči konformacijsko 
spremembo v ribosomu in s tem prekinitev podaljševanja peptidne verige (Kannan in sod., 
2014; Sothiselvam in sod., 2014). Do odpornosti pride zaradi mutacije v genih tarčnih 
proteinov. Do zamenjave baz prihaja na pozicijah 2074 in 2075 v genih za 23S rRNA 
(rrnB operon). Mutacije A2074G, A2074C in A2075G so povezane z visoko odpornostjo 
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proti eritromicinu (Corcoran in sod., 2006). Do odpornosti proti makrolidom lahko pride 
tudi zaradi prekomernega izražanja izlivne črpalke CmeABC (MIK do 16 mg/L) ali zaradi 
skupnega delovanja črpalke in spremembe v genih rplD in rplV, ki kodirata proteina L4 in 
L22 (Cagliero in sod., 2006; Corcoran in sod., 2006). 
 
Pri uporabi makrolidnih antibiotikov je potrebna previdnost, saj je eritromicin eden izmed 
antibiotikov, ki jih zdravniki priporočajo pri zdravljenju okužb z bakterijo Campylobacter 
spp. (Steel in sod., 2012). 
 
2.2.4.4 Odpornost proti aminoglikozidom  
 
Aminoglikozidi se vežejo na 30S podenoto ribosoma, zaradi vezave pa lahko pride do 
sinteze proteinov z napakami ali do prekinitve elongacije peptidne verige (Mingeot-
Leclerq in sod., 1999; Shi in sod., 2013). Pri bakterijah Campylobacter spp. lahko najdemo 
plazmide z geni, ki kodirajo encime zmožne modifikacije aminoglikozidov (angl. 
aminoglycoside modifying enzymes - AME), kot so fosfotransferaze tipa I, III, IV in VII, 
aminoglikozid adeniltransferaza in 6-aminoglikozid adeniltransferaza, ki so odgovorni za 
odpornost proti aminoglikozidnim antibiotikom. Do odpornosti proti aminoglikozidom 
prihaja zaradi encimske modifikacije, ki zmanjša afiniteto aminoglikozidov za rRNA in s 
tem omogoči nemoteno sintezo proteinov (Toth in sod., 2013; Tenover in Elvrum, 1988; 
Shi in sod., 2013; Qin in sod., 2012). 
 
2.2.4.5 Ostale odpornosti 
 
Bakterije vrste Campylobacter jejuni so odporne tudi proti drugim antibiotikom. Večina 
sevov C. jejuni je odpornih proti betalaktamskim antibiotikom zaradi manjših sprememb v 
membrani, porinih ali izlivnih črpalkah. Večina sevov prav tako proizvaja betalaktamaze in 
s tem prepreči delovanje betalaktamov (Zeng in sod., 2015; Griggs in sod., 2009). Lahko 
so odporni tudi proti amfenilokolom (zaradi pojava mutacij na 23S rRNA), vendar se ta 
odpornost pojavlja le redko (Ma in sod., 2014; Ghunaim in sod., 2015). 
 
2.2.4.6 Vloga izlivnih črpalk v odpornosti bakterij Campylobacter jejuni proti antibiotikom 
 
Tako kot pri drugih bakterijah odpornost bakterij C. jejuni pogosto ne izhaja samo iz 
enega, ampak iz več mehanizmov. Z združevanjem različnih odpornostnih mehanizmov, 
kot so razvoj mutacij v genih tarčnih proteinov, prekomernim izražanjem izlivnih črpalk in 
porinov, lahko bakterije izboljšajo svoje možnosti za preživetje v prisotnosti antibiotikov 
(Fernandez in Hancock, 2012). Izlivne črpalke, ki v veliki meri pripomorejo k odpornosti 
bakterij proti antibiotikom, najdemo tako pri po Gramu negativnih bakterijah, kot je 
Escherichia coli, kot tudi pri po Gramu pozitivnih bakterijah, kot je Pseudomonas 
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aeruginosa (McMurry in sod., 1980; Nagano in Nikaido, 2009; Poole in sod., 1993; Morita 
in sod., 2012). Bakterija C. jejuni ima več izlivnih črpalk, ki sodelujejo pri zagotavljanju 
odpornosti bakterij proti vplivom antibiotikov. 
 
Izlivna črpalka CmeABC sodeluje pri razvoju odpornosti proti antibiotikom kot so 
fluorokinoloni in makrolidi. Geni cmeA, cmeB in cmeC kodirajo periplazemski protein, 
membranski prenašalni protein in protein zunanje membrane. Ti skupaj tvorijo izlivno 
črpalko, ki v veliki meri pripomore k odpornosti bakterij proti antibiotikom (Akiba in sod., 
2006; Gibreel in sod., 2007). Pumbwe in sod. (2004) so pokazali, da mutacija v CmeR, 
zaviralcu CmeABC sistema, kjer se glicin 86 zamenja za alanin, privede do prekomernega 
izražanja gena cmeB. Zaradi prekomernega izražanja izlivnih črpalk prihaja do večje 
odpornosti in hitrejše adaptacije na antibiotike (Pumbwe in sod., 2004; Grinnage-Pulley in 
Zhang, 2015). 
 
Izlivna črpalka CmeDEF sodeluje pri razvoju odpornosti proti antibiotikom, vendar igra 
sekundarno vlogo (Akiba in sod., 2006). Večje izražanje te črpalke se pojavlja pri 
večkratno odpornih sevih. Mutante s spremembo v genih cmeDEF, podobno kot cmeABC 
mutante, v večji meri akumulirajo etidijev bromid in so bolj občutljive na žolčno kislino 
(Pumbwe in sod., 2005). 
 
Izlivna črpalka CmeGH sodeluje pri zagotavljanju odpornosti proti antibiotikom 
ciprofloksacin, eritromicin, tetraciklin in etidijevem bromidu ter sodeluje pri adaptaciji 
bakterije na oksidativni stres. Bakterije s spremembo v genu cmeG niso zmožne 
učinkovitega izčrpavanja antibiotikov iz celic in so zato bolj občutljive na antibiotike (Jeon 
in sod., 2011). 
 
Poznavanje in karakterizacija bakterijskih odpornostnih mehanizmov je ključen dejavnik 
pri omejevanju večkratno odpornih bakterij. Z boljšim razumevanjem teh mehanizmov 
lahko razvijemo bolj učinkovita protimikrobna sredstva in napovemo možen razvoj 
odpornosti proti njim. 
 
2.3 METODE DELA S Campylobacter jejuni V LABORATORIJU IN UGOTAVLJANJE 
VPLIVA PROTIMIKROBNIH SREDSTEV NANJ 
 
2.3.1 Gojenje Campylobacter jejuni v laboratoriju 
 
Za gojenje Campylobacter spp. uporabljamo različna gojišča, tako selektivna kot ne-
selektivna. Neselektivni gojišči Mueller-Hinton bujon in agar spodbujata najboljšo rast 
kampilobaktrov. Optimalna atmosfera za rast vsebuje 85 % N2, 10 % CO2 in 5 % O2 
(Davis in DiRita, 2008). 
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Ločimo 2 skupini selektivnih gojišč za gojenje bakterije C. jejuni, in sicer tiste, ki 
vsebujejo kri in tiste, ki vsebujejo oglje. Dodatek krvi ali oglja je potreben za 
odstranjevanje toksičnih kisikovih spojin, na katere je C. jejuni zelo občutljiv. Selektivnost 
medija določa dodatek antibiotika. Pogosto uporabljamo cefalosporine (cefoperazon), 
včasih v kombinaciji z drugimi antibiotiki, kot so vankomicin in trimetoprim. 
Cikloheksamid (actidione) in amfotericin B se uporabljata za zaviranje rasti plesni in 
kvasovk (Herrera, 2001; Potturi-Venkata in sod., 2007; OIE, 2008). Gojišča, ki vsebujejo 
oglje so mCCDA, Karmali agar ali CSM in CAT agar, gojišča, ki vsebujejo kri pa Preston 
agar, Skirrow agar, Butzler agar in Campy-cefex (OIE, 2008). Večina selektivnih gojišč si 
je med seboj podobnih. Od vzorca je odvisno, katero bomo izbrali (Potturi-Venkata in sod., 
2007). Bakterije Campylobacter na gojišču Karmali prepoznamo po drobnih svetlečih se 
kolonijah sive barve (Slika 3). Bakterije C. jejuni rastejo optimalno pri temperaturi med 
37 °C in 42 °C, vodni aktivnosti (aw) 0,997 in v mikroaerofilni atmosferi. Celice preživijo 
1-2 dni na trdnem gojišču, 2-4 dni v tekočem gojišču in do 20 dni na poltrdnem gojišču. 
Preživetje časovno podaljšamo do 2 krat, če gojišča z bakterijami hranimo pri 4 °C (Davis 
in DiRita, 2008; OIE, 2008). 
 

 
Slika 3: Rast C. jejuni na gojišču Karmali (BD, 2009) 

 
2.3.2 Določanje vpliva protimikrobnih sredstev na C. jejuni 
 
Občutljivost bakterij na protimikrobna sredstva lahko določamo z dilucijskimi in 
difuzijskimi metodami. Za določanje občutljivosti bakterij je v klinični mikrobiologiji 
najbolj razširjena disk difuzijska metoda. Pri tej metodi na agarno ploščo z razmazano 
bakterijsko kulturo postavimo vnaprej pripravljene diske z različnimi antibiotiki (največ 
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12/ploščico) določenih koncentracij in inkubiramo 24-48 ur v mikroaerofilni atmosferi pri 
42 °C. Področje, kjer ni vidne bakterijske rasti, je cona inhibicije. Rezultat je kvalitativen 
in ga prikažemo kot S (občutljivo), I (srednje občutljivo) in R (odporno), glede na velikost 
cone inhibicije (OIE, 2012; EUCAST, 2015). 
 
Za kvantitativno določanje občutljivosti bakterij lahko uporabimo E-test, komercialno 
dostopen trak z gradientno padajočo koncentracijo določenega antibiotika. Trak postavimo 
na agarno ploščo z razmazano bakterijsko kulturo. Po inkubaciji rezultat odčitamo kot 
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) tako, da odčitamo vrednost, kjer se rob elipse 
(cone) inhibicije dotika traku (OIE, 2012; EUCAST, 2015). 
 
Dilucijo izvajamo v agarju ali v bujonu. Pri metodi dilucije v agarju spremljamo pojav rasti 
bakterij na agarnih ploščah z različnimi koncentracijami protimikrobnega sredstva. MIK je 
koncentracija antibiotika, kjer po inkubaciji ni vidne rasti (Wiegand in sod., 2008; 
EUCAST, 2015). Dilucija v bujonu je makro- ali mikrodilucija, odvisno od uporabljenega 
delovnega volumna. Mikrodilucija v bujonu je enostavna in zanesljiva metoda za 
spremljanje občutljivosti bakterije C. jejuni. Za mikrodilucijo uporabljamo standardne 
mikrotitrske ploščice z 2-kratnimi serijskimi redčitvami protimikrobnih sredstev. V 
ploščice dodamo bakterijsko kulturo, tako da je končna koncentracija celic v eni luknjici 3-
7 x 105 CFU/mL. Rezultat odčitamo kot minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) oz. 
najmanjšo koncentracijo protimikrobnega sredstva, ki prepreči nastanek vidne rasti bakterij 
v določenem časovnem obdobju (Luber in sod., 2003; Wiegand in sod., 2008; EUCAST, 
2003). Pri mikrodiluciji v bujonu lahko odčitamo rast bakterij z določanjem optične 
gostote pri valovni dolžini 600 nm (OD600) ali z uporabo indikatorjev živosti (EUCAST, 
2003; Sarker in sod., 2007). Na trgu so dostopni kompleti za določanje živosti bakterij in 
mnogi uporabljajo kot indikator živosti resazurin. Resazurin je oksidacijsko-redukcijski 
indikator modre barve in ni citotoksičen. Žive celice resazurin reducirajo v resorufin 
rožnate barve. Kjer ne pride do spremembe barve, lahko odčitamo MIK. MIK je najmanjša 
koncentracija antibiotika v prisotnosti katere nismo zaznali živosti bakterij oz. ni prišlo do 
spremembe barve resazurina. Ustreznost resazurina za določanje MIK je primerljiva z 
drugimi novejšimi in starejšimi metodami (Sarker in sod., 2007; Martin in sod., 2003; 
Promega, 2015). 
 
2.3.3 Ugotavljanje vpliva protimikrobnih sredstev na delovanje izlivnih črpalk 
 
Bakterijske izlivne črpalke sodelujejo pri zagotavljanju odpornosti bakterij proti 
antibiotikom s tem, da z izčrpavanjem toksičnih snovi iz celic ščitijo bakterije pred vplivi 
gostiteljskih produktov, kot je žolčna kislina in pripomorejo h kolonizaciji v gostitelju 
(Piddock, 2006). Delovanje izlivnih črpalk zmanjšajo ali popolnoma ustavijo zaviralci 
izlivnih črpalk (angl. Efflux Pump Inhibitors – EPI). Poznamo več različnih zaviralcev 
izlivnih črpalk, na primer 1-(1-naftilmetil)-piperazin (NMP), reserpin, fenilalanin-arginin 
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β-naftilamid (PaβN) in karbonil cianid m-klorofenilhidrazon (CCCP). Izlivne črpalke 
bakterij Campylobacter jejuni učinkovito zavirata CCCP in reserpin, vendar je zaradi njune 
nevrotoksičosti njuna uporaba v klinične namene onemogočena. CCCP zavira ustvarjanje 
protonske gonilne sile in tako inhibira sekundarne aktivne transporterje. Reserpin je 
kompetitivni inhibitor primarnih in sekundarnih aktivnih transporterjev (Bentaboulet in 
Kepes, 1977; Neyfakh in sod., 1991; Mamelli in sod., 2003; Klančnik in sod., 2012; 
Kumar in sod., 2013). 
 
Delovanje aktivnih črpalk ali vpliv zaviralcev izlivnih črpalk na njihovo delovanje lahko 
določimo s spremljanjem kopičenja določene snovi v celici. Če domnevni zaviralec vpliva 
na delovanje črpalk, bo bakterijska celica zmanjšala ali popolnoma ustavila izčrpavanje 
snovi iz celice. Spremljamo lahko direktno kopičenje antibiotikov, ki sami oddajajo nekaj 
fluorescence, kot so fluorokinoloni ali antibiotik (primer eritromicin) radioaktivno 
označimo in tako spremljamo njegovo kopičenje (Mao in Putterman, 1968; Lin in sod., 
2002; Jeon in sod., 2011). 
 
Enostavnejša in varnejša je metoda spremljanja določenih fluorescenčnih barvil, ki jih 
bakterije izčrpavajo iz celice z izlivnimi črpalkami. Ena takih je etidijev bromid, ki se v 
celicah veže z dednim materialom in oddaja fluorescentni signal. Kopičenje etidijevega 
bromida v celicah lahko spremljamo v realnem času preko merjenja fluorescentnega 
signala. Fluorescentni signal narašča sorazmerno z inhibicijo izlivnih črpalk. Manj aktivne 
kot so črpalke, več etidijevega bromida se nakopiči v celicah in bolj intenzivno 
fluorescenco zaznamo (Lin in sod., 2002; Jeon in sod, 2011; Opperman in sod., 2014). 
Povečan fluorescenčni signal je torej indikator učinkovitosti inhibitorjev izlivnih črpalk. 
 
2.3.4 Ugotavljanje vpliva protimikrobnih sredstev na celično membrano 
 
Vplive na bakterijsko celično membrano lahko določamo z različnimi komercialno 
dostopnimi kompleti, kot so LIVE/DEAD® Cell Viability Assays in LIVE/DEAD® 
BacLightTM Bacterial Viability Kit (Thermo Fisher), Live/Dead Cell Double Staining Kit 
(Sigma-Aldrich) in drugimi na podobnem principu. K celicam dodamo snovi, ki lahko 
prehajajo nepoškodovano celično membrano, in snovi, ki skozi nepoškodovano membrano 
ne prehajajo. Odvisno od tipa reagenta lahko poškodbe v celični membrani zaznavamo 
bodisi pod mikroskopom (dodatek barvil), spektrofotometrično ali z drugimi metodami. 
Spremljamo kopičenje reagenta, ki prehaja le skozi poškodovano celično membrano v 
celice. Poškodbo celične membrane ocenimo z naraščanjem signala tarčne molekule 
(Aeschbacher in sod., 1986; Termo Fisher Scientific, 2016; Abcam®, 2016). V primeru 
kompleta LIVE/DEAD® BacLightTM za barvanje celic oz. njihovih nukleinskih kislin 
uporabimo 2 barvili, in sicer rdeče fluorescirajoče barvilo propidijev jodid (PI) in zeleno 
fluorescirajoče barvilo SYTO9. Vstop barvila SYTO9 v celice ni odvisen od poškodbe 
celične membrane, PI pa lahko vstopa samo v celice, ki imajo poškodovano citoplazemsko 
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membrano. Tako z merjenjem signala SYTO9 lahko zaznamo celice s poškodovano 
celično membrano, saj povečana znotrajcelična koncentracija PI izbija signal SYTO9. Z 
upadom fluorescenčnega signala ocenimo poškodbo celične membrane pod vplivom 
testiranih snovi (Boulos in sod., 1999; Barney in sod., 2007; Thermo Fisher Scientific, 
2004).  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 

 
Slika 4: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela 
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3.2 MATERIAL 
 
Med izvedbo poskusov smo uporabljali različne aparate, laboratorijski material in 
raztopine, ki jih najdemo v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo, Biotehniške fakultete, 
Univerze v Ljubljani. Vsi aparati, materiali in raztopine, ki smo jih uporabljali so prikazani 
v preglednicah 1 in 2. 
 
Preglednica 1: Naprave in njihovi proizvajalci 

Aparat Proizvajalec 

Analitska tehtnica Sartorius analytic, Nemčija 

Avtoklav Sutjeska, Srbija 

Čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Trading, AG Švica 

Inkubator (tipSP190) Kambič, Slovenija 

Laminarij Thermo Scientific, ZDA 

Plinski gorilnik USBECK, Nemčija 

Spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 

Stresalnik mikrotitrskih plošč Eppendorf, Nemčija 

Tehtnica Mettler toledo, Švica 

Vodna kopel HAAKE, Nemčija 

Vrtinčno mešalo IKA, Belgija 
 
3.2.1 Mikroorganizmi 
 
Pri preučevanju vpliva (-)-α-pinena na bakterije C. jejuni smo uporabili 18 sevov in 7 
mutant iz zbirke bakterij Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, Katedre za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil (Biotehniška fakulteta, Univerza v 
Ljubljani) ter 56 sevov iz zbirke bakterij Laboratorija za veterinarsko mikrobiologijo in 
preventivno medicino (VMPM), Fakultete za veterinarsko medicino (Iowa State 
University, ZDA). Izbrali smo seve, izolirane iz različnih okolij in z različnimi 
odpornostnimi profili. Vsi sevi, ki smo jih uporabili pri poskusih, in njihov izvor so 
prikazani v preglednici 3. 
 
Med postopkom priprave mutante s prekinjenim bralnim okvirom gena cmeG 
(11168ΔcmeG) smo za namnoževanje plazmida uporabili bakterijo Escherichia coli DH5α. 
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Preglednica 2: Laboratorijski material in raztopine 
Laboratorijski material, raztopine in reagenti Proizvajalec 
Anaerobni lonci  Oxoid, Velika Britanija 
Brisi L&R, Nemčija 
Cepilne zanke VWR, Velika Britanija 
Filtri 0,2 µm Sartorius, Nemčija 
Infuzijske steklenice Duran, Nemčija 
Injekcijske brizge BD Plastipak, ZDA 
Kivete STARSTEDT, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče - črne Sigma Aldrich, Nemčija 
Mikrotitrske plošče - prozorne Sigma Aldrich, Nemčija 
Nastavki za pipete  Eppendorf, Nemčija 
Petrijeve plošče STARSTEDT, Nemčija 
Pipete Eppendorf, Nemčija 
Plinska jeklenka z mešanico plinov Istragas, Slovenija 
Absolutni etanol Merck, Nemčija 
Agaroza Oxoid, Velika Britanija 
Ampicilin Roche Diagnostics, Nemčija 
karbonil cianid m-klorofenilhidrazon (CCCP) Sigma Aldrich, Nemčija 
Ciprofloksacin Fluka Biochemika 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
DNA ledder Thermo Fisher, ZDA 
Nanašalno barvilo (angl. DNA loading dye) Thermo Fisher, ZDA 
Eritromicin Sigma Aldrich 
Etidijev bromid Sigma Aldrich, Nemčija 
Polimeraza GoTaq  Promega Corporation, ZDA 
Kanamicin Merk, Nemčija 
KCl Sigma Aldrich, Nemčija 
Kloramfenikol Merk, Nemčija 
NaOH Sigma Aldrich, Nemčija 
PBS Oxoid, Velika Britanija 
Resazurin  Sigma Aldrich, Nemčija 
Menadion Sigma Aldrich, Nemčija 
Reserpin Sigma Aldrich, Nemčija 
Barvilo »Syber safe« Oxoid, Velika Britanija 
Triklosan Merk, Nemčija 
(-)-α-pinen Sigma Aldrich, Nemčija 
 
Preglednica 3: Seznam sevov C. jejuni, ki smo jih uporabljali v poskusih, njihov izvor in poreklo. 

Laboratorijska oznaka seva Izvor Država porekla 
53124 Piščančje meso Slovenija 
57360 Piščančje meso Slovenija 
60089 Piščančje meso Slovenija 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3. Seznam sevov C. jejuni, ki smo jih uporabljali v poskusih, njihov izvor in 
poreklo 
Laboratorijska oznaka seva Izvor Država porekla 
53196 Piščančje meso Slovenija 
9581 Humani Slovenija 
9090 Humani Slovenija 
9711 Humani Slovenija 
1190/09 Piščanec  Slovenija 
375/06 Humani Slovenija 
573/03 Piščanec  Slovenija 
1518/09 Piščanec  Slovenija 
C2 Piščanec  Slovenija 
C33 Piščanec  Slovenija 
816 Voda Slovenija 
660/08 Piščanec  Slovenija 
33560 Referenčni sev, ATCC Slovenija 
K49/4 Piščanec  Slovenija 
11168 Referenčni sev, NCTC Slovenija 
11168ΔhrcA Mutant iz 11168 Slovenija 
11168ΔhspR Mutant iz 11168 Slovenija 
11168ΔcmeB Mutant iz 11168 Slovenija 
11168ΔcmeG Mutant iz 11168 Slovenija 
11168Δcj1687 Mutant iz 11168 Slovenija 
11168ΔcmeF Mutant iz 11168 Slovenija 
11168Δomp50 Mutant iz 11168 Slovenija 
CB1:6 Piščanec  ZDA 
CB1:14 Piščanec  ZDA 
CB1:18 Piščanec  ZDA 
CB2:6 Piščanec  ZDA 
CB2:8 Piščanec  ZDA 
CB2:11 Piščanec  ZDA 
CB3:1 Piščanec  ZDA 
CB3:5 Piščanec  ZDA 
CB 4:21 Piščanec  ZDA 
CB 4:22 Piščanec  ZDA 
CB 6:8 Piščanec  ZDA 
CB 6:9 Piščanec  ZDA 
CB 6:26 Piščanec  ZDA 
CB 7:15 Piščanec  ZDA 
CB 7:21 Piščanec  ZDA 
CB 8:14 Piščanec  ZDA 
CB 8:15 Piščanec  ZDA 
CT 1:1 Puran ZDA 
CT 1:9 Puran ZDA 
CT 2:2 Puran ZDA 
CT 3:5 Puran ZDA 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3. Seznam sevov C. jejuni, ki smo jih uporabljali v poskusih, njihov izvor in 
poreklo 
Laboratorijska oznaka seva Izvor Država porekla 
CT3:11 Puran ZDA 
CT3:19 Puran ZDA 
CT4:4 Puran ZDA 
CT4:14 Puran ZDA 
CT5:2 Puran ZDA 
CT5:8 Puran ZDA 
CT5:10 Puran ZDA 
CT5:12 Puran ZDA 
CT5:18 Puran ZDA 
CT 6:18 Puran ZDA 
CT 6:8 Puran ZDA 
CT 6:16 Puran ZDA 
CT 7:2 Puran ZDA 
CT 8: 28 Puran ZDA 
CT 8:29 Puran ZDA 
CT 8:22 Puran ZDA 
CT 9:14 Puran ZDA 
CT 10:18 Puran ZDA 
CT 9:21 Puran ZDA 
F6501 Humani ZDA 
H2958 Humani ZDA 
M63885 Humani ZDA 
T59822 Humani ZDA 
W14861 Humani ZDA 
X60179 Humani ZDA 
F15871 Humani ZDA 
W11805 Humani ZDA 
M402 Humani ZDA 
W28752 Humani ZDA 
M33323 Humani ZDA 
W64861 Humani ZDA 
M76297 Humani ZDA 
E46972 Humani ZDA 
M36292 Humani ZDA 
X7199 Humani ZDA 

 
3.2.2 Gojišča 
 
Vsa gojišča za gojenje bakterij C. jejuni smo pripravili po navodilih proizvajalca. Tekoča 
gojišča smo hranili v steklenicah, trdna pa smo razlili v petrijeve plošče (po 20 mL). 
Ohlajena gojišča (trdna in tekoča) smo do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. Seznam 
vseh gojišč in njihovih proizvajalcev najdemo v preglednici 4. 
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Kjer smo želeli zagotoviti selektivno rast mutant z vstavljenim genom za odpornost proti 
določenemu antibiotiku, smo gojišču Mueller-Hinton agar (MHA) dodali antibiotik 
kloramfenikol v koncentraciji 4 mg/L ali kanamicin v koncentraciji 30 mg/L.  
 
Pri postopku transformacije smo za gojenje bakterije E. coli uporabili gojišče LB, ki smo 
ga pripravili tako, da smo zmešali sestavine prikazane v preglednici 5 in mešanico 
avtoklavirali. Zaradi zagotavljanja selektivnosti smo gojišču dodali antibiotik kanamicin do 
koncentracije 30 mg/L. 
 
Po postopku elektroporacije smo za gojenje bakterije C. jejuni uporabili gojišče SOC, 
pripravljeno iz sestavin, prikazanih v preglednici 6. 
 
Vsa gojišča smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Selektivne dodatke smo 
dodali v gojišča, ohlajena do 50 °C. 
 
Preglednica 4: Mikrobiološka gojišča, njihovi proizvajalci in referenčne številke 
Gojišča in dodatki Proizvajalec Referenčna številka 
Karmali Oxoid CM0935 
Campylobacter selektivni dodatek (Karmali) Oxoid SR0167E 
Mueller Hinton agar (MHA) Oxoid CM0337 
Mueller Hinton bujon (MHB) Oxoid CM0405 
Brain heart infusion (BHI) Oxoid CM0375 
 
Preglednica 5: Receptura za pripravo gojišča LB agar 
Sestavina Količina 
NaCl 5 g 
Tripton 5 g 
Kvasni ekstrakt 2,5 g 
Agar 10 g 
dH2O 500 mL 
5 M NaOH do pH=7 
 
Preglednica 6: Receptura za pripravo gojišča SOC 
Sestavina Količina 
Bacto-tripton 2 g 
Bacto-kvasni ekstrakt 0,5 g 
1 M NaCl 1 mL 
1 M KCl 0,25 mL 
dH2O 97 mL 
Mg2+ (založna raztopina 20,33 g MgCl2*6H2O/100 mL dH2O)* 1 mL 
2 M glukoza* 1 mL 
* dodati po avtoklaviranju   
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3.3 METODE  
 
3.3.1 Revitalizacija bakterijskih kultur 
 
Bakterijske kulture smo hranili v mešanici glicerola in BHI gojišča (200 µL : 800 µL), v 
zamrzovalniku pri -80 °C. Za revitalizacijo smo odvzeli polno cepilno zanko zamrznjene 
kulture in nacepili na selektivno gojišče Karmali. Nacepljene plošče smo inkubirali 24 h 
pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Specifične sive kolonije smo precepili na gojišče 
MHA in inkubirali v mikroaerofilni atmosferi 24 h pri 42 °C. Pri gojenju mutant smo 
uporabili MHA gojišče z dodatkom antibiotikov kanamicina, kloramfenikola in ampicilina. 
Mikroaerofilno atmosfero smo dosegli s prepihovanjem anaerobnega lonca z mešanico 
plinov (85 % N2, 10 % CO2 in 5 % O2). Tako pripravljeno kulturo smo v nadaljevanju 
uporabili pri izvedbi poskusov. 
 
3.3.2 Priprava seva s prekinjenim bralnim okvirjem gena cmeG 
 
V naši raziskavi smo želeli ugotoviti način delovanja (-)-α-pinena, pri čemer smo si 
pomagali z bakterijami, ki imajo v različnih genih vstavljene selekcijske markerje. Za 
ugotavljanje vpliva (-)-α-pinena na bakterijske izlivne črpalke smo uporabili mutante z 
izbrisom v genih, ki kodirajo izlivne črpalke CmeABC, CmeDEF in Cj1687. Te mutante 
smo pridobili iz zbirke Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, Katedre za biotehnologijo, 
mikrobiologijo in varnost živil. Še ena izlivna črpalka, ki prispeva k odpornosti C. jejuni 
proti antibiotikom, je CmeGH. Odločili smo se pripraviti sev s prekinjenim bralnim 
okvirjem gena cmeG oz. z izbrisom v genu cmeG (cj1375). 
 
Iz laboratorija VMPM (Zhang, ZDA) smo dobili DNA seva z izbrisom v genu cj1375 in 
vstavljeno kanamicinsko kaseto (cmeG::aphA3). Odsek DNA, ki smo ga želeli vstaviti v 
naš sev, smo pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). Pri tem smo uporabili 
oligonukleotidna začetnika Cj1375F (CATCTACACAAATGCCACTATCATCACTTAA) 
in Cj1375R (GCCACAAGCCAAATTAGAGCTAAAATTACTAA). Pomnožen produkt 
reakcije PCR smo očistili s kompletom High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 
po navodilih proizvajalca. Tako pripravljen in očiščen produkt smo uporabili pri 
kloniranju. 
 
3.3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo za potrditev prisotnosti fragmenta in elektroforeza 
 
Verižno reakcijo s polimerazo (v nadaljevanju reakcija PCR) smo uporabili za potrditev 
izbranega fragmenta v plazmidu pGEM-T in po izvedeni transformaciji v genomu bakterije 
C. jejuni 11168ΔcmeG. Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 7, pogoji 
reakcije pa so prikazani na sliki 5. 
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Preglednica 7: Sestava reakcijske mešanice reakcije PCR za potrjevanje prisotnosti fragmenta DNA 
cmeG::aphA3 

  Proizvajalec 
Založna 
koncentracija Za 1 vzorec (μL) 

Končna 
koncentracija 

PCR pufra Promega, ZDA 5 x 9,6 1 x 
MgCl2 Promega, ZDA 25 mM 3,84 2 mM 
dNTP Sigma, ZDA 2,5 mM 3,84 0,2 µM 
Začetnik F MWG, Nemčija 10 µM 2,4 0,5 µM 
Začetnik R MWG, Nemčija 10 µM 2,4 0,5 µM 
Bidestilirana voda       24,82     
Taq polimeraza Promega, ZDA 5 U/µL 0,1 0,5 U 
DNA       1     
 

 
Slika 5: Pogoji reakcije PCR za pomnoževanje fragmenta cmeG::aphA3. 

 
3.3.2.2 Elektroforeza 
 
Za preverjanje uspešnosti reakcije PCR smo pri pomnoževanju fragmenta DNA uporabili 
1,5 % agarozni gel. Gel smo pripravili tako, da smo vmešali 0,75 g agaroze v 50 mL pufra 
TBE (1 x). Gel smo skuhali v mikrovalovni pečici. V še tekoč gel smo dodali 5 µL barvila 
SYBR safe (Invitrogen) in ga vlili v manjši model za gel, kjer smo ga pustili, da se ohladi 
in strdi. Pripravljen gel smo vstavili v elektroforezno banjico s pufrom TBE. V prvo 
luknjico gela smo nanesli lestvico DNA (Thermo Scientific). V ostale luknjice smo dodali 
pomnožke DNA, ki so nastali v reakciji PCR, katerim smo dodali nanašalno barvilo 
(Thermo Scientific). Elektroforeza je potekala 30 min pri 100 V. 
 
3.3.2.3 Ligacija in transformacija 
 
Kloniranje pomnoženega fragmenta v plazmid pGEM smo izvedli s kompletom pGEM-T 
Easy Vector Systems (Promega) po navodilih proizvajalca. S procesom transformacije smo 
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plazmid vstavili v bakterijo E. coli DH5α. Uspeh transformacije smo preverili z rastjo 
kolonij na gojišču LB agar z dodatkom kanamicina v koncentraciji 30 mg/L (LBA+Kn), 
saj ima vstavljen fragment gen za odpornost proti kanamicinu. Zrasle kolonije smo 
precepili na selektivno gojišče LBA+Kn. Iz namnožene kulture smo izolirali plazmid s 
kompletom za izolacijo Genelute Plasmid Mini-Prep Kit (Sigma Aldrich) in preverili na 
prisotnost vstavljenega fragmenta z reakcijo PCR in elektroforezo (preglednica 7, slika 5). 
 
3.3.2.4 Izolacija DNA 
 
DNA smo iz bakterijskih celic izolirali z reagentom PrepMan (Thermo Fisher Scientific) 
tako, da smo manjšo količino bakterij resuspendirali v 100 µL reagenta in dobro premešali 
na vrtinčnem mešalu. Resuspendirane celice smo segrevali 12 min pri 99 °C in po kratkem 
hlajenju centrifugirali. Petdeset µL supernatanta smo prestavili v novo mikrocentrifugirko 
in DNA hranili pri -20 °C. 
 
3.3.2.5 Vstavljanje samomorilskega plazmida v C. jejuni 11168 s postopkom 
elektroporacije 
 
Postopek priprave bakterijskih celic za elektroporacijo in postopek elektroporacije smo 
povzeli po Holt in sod. (2012) z manjšimi spremembami. 
 
3.3.2.5.1 Priprava bakterijske kulture za postopek elektroporacije 
 
Celice C. jejuni smo iz gojišča MHA resuspendirali v 10 mL MHB in optično gostoto (pri 
λ=600) umerili do 5 (OD600=5). V nadaljevanju smo tako pripravljeno kulturo 
centrifugirali 20 min pri 3220 x g in 4 °C ter vsedlino resuspendirali v ledeno mrzlem 
pufru (272 mM saharoza in 15 % glicerol). Izpiranje s pufrom smo ponovili še trikrat. Na 
koncu smo kulturo resuspendirali v 1 mL pufra. Kulturo, pripravljeno za elektroporacijo, 
smo do uporabe hranili pri -80 °C. 
 
3.3.2.5.2 Izvedba elektroporacije 
 
Pred izvedbo elektroporacije smo kulturo, pripravljeno za elektroporacijo, odtalili na ledu. 
V ohlajeni mikrocentrifugirki smo zmešali 40 µL vnaprej pripravljenih celic in 1 – 2 µL 
(do 1 µg) plazmida ter pustili 1 min na ledu. To mešanico smo prestavili v kiveto in to 
vstavili v aparat za elektroporacijo. Nastavitve aparata za elektroporacijo so prikazane v 
preglednici 8. 
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Preglednica 8: Nastavitve aparata za elektroporacijo 
Nastavitev na aparatu Vrednost 
Gene Pulser 25 µF 
Puls Controller  200 Ω 
Gene Pulser 2,5 kV 
 
Po elektroporaciji smo v kiveto dodali 1 mL gojišča SOC in to mešanico prestavili na 
gojišče MHA ter inkubirali 5 h v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. Po 5 h smo biomaso 
prestavili na selektivno ploščo MHA z dodatkom kanamicina v koncentraciji 30 mg/L. 
Plošče smo inkubirali 3 dni pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Zrasle kolonije smo 
precepili na selektivno gojišče in ponovno 24 h inkubirali pri enakih pogojih. Iz kolonij, ki 
so uspešno rastle na selektivnem gojišču, smo izolirali DNA in z reakcijo PCR preverili 
prisotnost željenega fragmenta. Klone, iz katerih smo uspešno pomnožili fragment DNA 
pravilne velikosti, smo shranili v mešanici glicerola in MHA pri -80 °C. 
 
3.3.3 Določanje protimikrobne in modulatorne učinkovitosti (-)-α-pinena 
 
Za določanje protimikrobne in modulatorne učinkovitosti (-)-α-pinena smo uporabili 
metodo mikrodilucije v bujonu. Spremljali smo učinek same spojine in (-)-α-pinena v 
kombinaciji z antibiotikoma ciprofloksacinom in eritromicinom, razkužilom triklosanom 
ter etidijevim bromidom. 
 
3.3.3.1 Priprava kulture 
 
Iz gojišča MHA smo z brisom pobrali nekaj kolonij C. jejuni, gojenih po postopku, 
opisanem v poglavju »Revitalizacija bakterijskih kultur« in jih resuspendirali v tekočem 
gojišču MHB. Spektrofotometrično smo izmerili optično gostoto in jo umerili na 
OD600=0,1, kar ustreza približno 5*107 CFU/mL. Tako pripravljeno kulturo smo 100 krat 
razredčili v gojišču MHB, saj smo za poskus potrebovali približno 5*105 CFU/mL. 
 
Število celic v tekoči kulturi smo ovrednotili z metodo nanašanja kapljic na ploščo. Iz 
epruvete s tekočo kulturo smo odvzeli 100 µL in prenesli v mikrocentrifugirko z 900 µL 
pufra PBS. Vsebino smo dobro premešali in naprej redčili v PBS po enakem postopku, do 
ustrezne redčitve. Na agarsko ploščo MHA smo iz vsake mikrocentrifugirke nanesli po 3 
kapljice. Plošče smo inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Po inkubaciji 
smo za vsak vzorec posebej s štetjem kolonij določili CFU/mL. 
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3.3.3.2 Priprava protimikrobnih snovi 
 
3.3.3.2.1 (-)-α-pinen 
 
Zaradi nizke topnosti (-)-α-pinena v vodi smo spojino pred uporabo najprej raztopili v 
topilu DMSO. Maso (-)-α-pinena in volumne, ki smo jih potrebovali smo izračunali s 
formulami 1, 2 in 3. V DMSO smo pripravili 40 krat večjo koncentracijo (-)-α-pinena od 
tiste, ki smo jo želeli imeti v mikrotitrski ploščici (c40). (-)-α-pinen, raztopljen v DMSO, 
smo 10 krat razredčili v tekočem gojišču MHB. Raztopino smo prenesli v ustrezne luknjice 
mikrotitrske ploščice,v vsako po 50 µL. Z nadaljnjim redčenjem v mikrotitrski ploščici in 
dodatkom kulture (50 µL) smo dosegli željeno koncentracijo (-)-α-pinena in nismo presegli 
koncentracije topila 2,5 %, kar bi lahko vplivalo na rast bakterij. 
 

V [DMSO] = 10 % V[α pinena]                                                                                    …(1)                                                   

c(AP) �na ploščici,mg
mL
� ∗ 40 = c40 �mg

mL
�                                                                   …(2) 

c40 �mg
mL
� ∗ V [DMSO, mL] = m [α pinena, mg]                                                                 …(3) 

*V [DMSO]=volumen topila DMSO, c(AP)=koncentracija (-)-α-pinena v mikrotitrski ploščici, c40=40-
kratna koncentracija (-)-α-pinena od željene, m=masa (-)-α-pinena. 
 
3.3.3.2.2 Ciprofloksacin  
 
Fluorokinolonski antibiotik ciprofloksacin smo raztopili v mešanici sterilne destilirane 
vode in 1 M NaOH (4/5 dH2O : 1/5 NaOH). Mešanico antibiotika in topila smo filtrirali 
(velikost por 0,2 µm), da bi zagotovili večjo čistost založne raztopine. Antibiotik smo 
razredčili do ustrezne koncentracije v gojišču MHB. Pri pripravi smo bili previdni, da 
končna koncentracija topila v poskusu ne bi presegala 2,5 %. 
 
3.3.3.2.3 Eritromicin in triklosan  
 
Makrolidni antibiotik eritromicin in razkužilo triklosan smo raztopili v absolutnem etanolu. 
Založno raztopino smo, zaradi zagotavljanja večje čistosti, filtrirali s filtrom velikosti por 
0,2 µm. Pri pripravi delovnih raztopin smo bili previdni, da v teh koncentracija topilo ne bi 
presegalo 10 % in posledično 2,5 % v mikrotitrski ploščici. Pri modulatornih testih smo 
eritromicin in triklosan razredčili v tekočem gojišču MHB. 
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3.3.3.2.4 Etidijev bromid 
 
V Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo smo imeli že vnaprej pripravljeno založno 
raztopino etidijevega bromida (EtBr) (Sigma, E8751) s koncentracijo 5120 mg/L. Iz 
založne raztopine smo pripravili ustrezno delovno raztopino v gojišču MHB. 
 
3.3.3.3 Mikrodilucija v bujonu 
 
Za vsak sev smo pripravili po 2 mikrotitrski ploščici. Na eni ploščici smo v dveh 
ponovitvah preverjali delovanje (-)-α-pinena (c=125 mg/L) v kombinaciji s 
ciprofloksacinom in eritromicinom, na drugi pa s triklosanom in etidijevim bromidom. Na 
obeh ploščicah smo vključili 4 pozitivne in 4 negativne kontrole. MIK samega (-)-α-pinena 
smo preverili v dveh ponovitvah, vsako na eni ploščici. Na slikah 6 in 7 je prikazan 
postopek priprave ploščic. 
 

 
Slika 6: Priprava raztopin ciprofloksacina, eritromicina in (-)-α-pinena (AP) v mikrotitrski ploščici za 
preverjanje minimalne inhibitorne koncentracije (-)-α-pinena (MIKAP) in modulatornega učinka (-)-α-pinena 
(125 mg/L) v kombinaciji s ciprofloksacinom in eritromicinom. Ploščica vsebuje kulturo C. jejuni brez 
dodatkov ali pozitivno kontrolo (P+) in čisto gojišče MHB ali negativno kontrolo (N-). 
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Slika 7: Priprava raztopin triklosana, etidijevega bromida in (-)-α-pinena (AP) v mikrotitrski ploščici za 
preverjanje minimalne inhibitorne koncentracije (-)-α-pinena (MIKAP) in modulatornega učinka (-)-α-pinena 
(125 mg/L) v kombinaciji s triklosanom in etidijevim bromidom. Ploščica vsebuje kulturo C. jejuni brez 
dodatkov ali pozitivno kontrolo (P+) in čisto gojišče MHB ali negativno kontrolo (N-). 

 
3.3.3.4 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) z resazurinom 
 
3.3.3.4.1 Priprava raztopine resazurin za zaznavanje živosti celic 
 
Za pripravo raztopine za zaznavanje živosti celic smo natehtali 0,0028 g resazurina in tega 
raztopili v 1 mL sterilne destilirane vode in dobro premešali. V raztopino smo dodali 9 mL 
gojišča MHB. Celotno vsebino smo razdelili v mikrocentrifugirke, v vsako po 900 µL. V 
vsako mikrocentrifugirko z raztopino resazurina smo dodali po 100 µL raztopine 
menadiona. Menadion smo pripravili tako, da smo zmešali 0,0014 g menadona v 1 mL 
topila DMSO. Pripravljen reagent smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.3.3.4.2 Določanje MIK 
 
Po 24 h inkubacije smo v vsako luknjico mikrotitrske ploščice dodali po 10 µL raztopine 
Resazurin. Ploščice smo inkubirali 2 h pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. MIK smo 
določili vizualno in preverili spektrofluorimetrično. Uporabili smo črne in prozorne 
mikrotitrske ploščice. Valovne dolžine za spektrofluorimetrično določanje MIK so 
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prikazane v preglednici 9. Primer določanja modulatornega faktorja (MF) (-)-α-pinena je 
prikazan na sliki 8. 
 
Preglednica 9: Valovne dolžine za spektrofluorimetrično določanje MIK 

Tip mikrotitrske plošče Ekscitacijska λ Emisijska λ 
Črna - Greiner 96 Black 550 595 

Prozorna - Nunc Micro Well 96 560 590 
 

 
Slika 8: Primer določanja modulatornega faktorja (MF) in minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (-)-α-
pinena 
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3.3.4 Test kopičenja etidijevega bromida v celicah 
 
3.3.4.1 Priprava kulture 
 
Iz gojišča MHA smo zajeli nekaj kolonij bakterijske kulture in resuspendirali v 20 mL 
ogretega tekočega gojišča (35 °C) MHB ter umerili OD600=0,150-0,250. Tekočo kulturo 
smo inkubirali 4 ure v mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C. Po inkubaciji smo kulturo 
centrifugirali (6000 g, 5 min) in izprali z ogretim pufrom PBS (35 °C). Postopek smo 
ponovili 2 krat. V ogretem pufru PBS smo umerili optično gostoto na OD600=0,2. 
 
3.3.4.2 Priprava inhibitorjev  
 
3.3.4.2.1 (-)-α-pinen 
 
Založno raztopino (-)-α-pinena smo v topilu DMSO pripravili v 1000 krat višji 
koncentraciji od potrebne končne koncentracije. DMSO pri tej koncentraciji ne vpliva na 
izlivne črpalke C. jejuni. Dodali smo 1 µL založne raztopine v 999 µL kulture. (-)-α-pinen 
smo pri sevu C. jejuni 11168 testirali v koncentracijah 62,5 mg/L in 125 mg/L. Želeli smo 
preveriti delovanje (-)-α-pinena tudi na drugih sevih, pri čemer smo uporabili spojino v 
končni koncentraciji 62,5 mg/L. 
 
3.3.4.2.2 Karbonil cianid m-klorofenil hidrazon (CCCP) 
 
V poskusu kopičenja etidijevega bromida smo CCCP uporabili kot pozitivno kontrolo saj 
inhibira delovanje ATP sintaze in s tem zmanjšuje izčrpavanje EtBr iz celic. Založno 
raztopino CCCP smo pripravili v topilu DMSO v koncentraciji 40 g/L. K 1999,5 µL 
pripravljene kulture smo dodali 0,5 µL založne raztopine in premešali. Tako smo dobili 
kulturo, ki je vsebovala CCCP s končno koncentracijo 10 mg/L. 
 
3.3.4.2.3 Reserpin 
 
Reserpin smo uporabili kot drugo pozitivno kontrolo, saj deluje kot inhibitor izlivnih 
črpalk in tako povzroča povečano kopičenje EtBr v celicah. V topilu DMSO smo pripravili 
založno raztopino reserpina s koncentracijo 100 g/L. 1 µL založne raztopine smo dodali v 
999 µL kulture in tako dobili končno koncentracijo 100 mg/L. 
 
3.3.4.3 Spektrofluorimetrično določanje EtBr v celicah 
 
Pripravljeni kulturi smo dodali inhibitorje v ustreznih koncentracijah. Dobro smo 
premešali kulturo in nanesli po 96,875 µL v črno mikrotitrsko ploščico. Ploščico smo 
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inkubirali 10 – 15 min v mikroaerofilni atmosferi pri 37 °C. Neposredno pred začetkom 
merjenja kinetike smo v vsako luknjico dodali 3,125 µL etidijevega bromida (založna 
c=16 µg/mL). Kinetiko smo merili 1 uro. Test smo opravili v 3 ponovitvah in zadnjih 10 
meritev smo uporabili pri statistični analizi. 
 
V poskusu smo uporabili črne mikrotitrske ploščice Greiner Black 96 well. Meritve smo 
opravljali v intervalih 45 s pri ekscitacijski valovni dolžini (λEx) 500 nm in emisijski (λ Em) 
608 nm. 
 
Kopičenje EtBr v celicah smo zaznali kot povečanje fluorescentnega signala in zabeležili v 
relativnih fluorescenčnih enotah (angl. Relative fluorescent units – RFU). 
 
3.3.5 Test vpliva snovi na membransko integriteto bakterijskih celic 
 
Vpliv (-)-α-pinena na integriteto bakterijske celične membrane smo spektrofotometrično 
določili z uporabo kompleta LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes). Pri poskusu smo 
sledili proizvajalčevim navodilom z manjšimi spremembami. Test smo izvedli v dveh 
ločenih poskusih. 
 
BacLight komplet vsebuje 2 barvili, zeleno fluorescenčno barvilo SYTO9 (komponenta A) 
in rdeče fluorescenčno barvilo, propidijev jodid (komponenta B). Zeleno barvilo barva vse 
celice, s poškodovano in nepoškodovano membrano, rdeče pa samo celice s poškodovano 
membrano. V prisotnosti rdečega barvila se fluorescenčni signal zelenega barvila 
zmanjšuje in tako lahko z merjenjem fluorescence pri λEx= 480 nm in λEm= 500 nm 
zaznamo stabilnost celične membrane. Razporeditev spojin in kultur za merjenje integritete 
celične membrane v mikrotitrski ploščici je prikazana v preglednici 10. 
 
Preglednica 10: Razporeditev reagenta, (-)-α-pinena in bakterijske kulture za določanje integritete celične 
membrane v mikrotitrski ploščici 

Stolpec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Vrstica 

A 
AP 
125 
mg/L 

AP 
125 
mg/L 

AP 
62,5 
mg/L 

AP 
62,5 
mg/L 

K  
100 µL 

K  
100 µL 

MK 
100 µL 

MK 
100 µL 

PBS 
100 µL 

PBS 
100 µL 

K  
100 µL 

K  
100 µL 

K  
100 µL 

K  
100 µL 

      

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

R  
100 µL 

*AP=(-)-α-pinen; K= "živa kultura"; MK= toplotno obdelana "mrtva" kultura; R=reagent LIVE/DEAD 
BacLight; PBS = fosfatni pufer. 
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3.3.5.1 Priprava kulture 
 
Iz plošče MHA smo zajeli nekaj kolonij C. jejuni, resuspendirali v ogretem gojišču MHB 
(42 °C) in umerili OD600= 0,1 – 0,2. Kulturo smo inkubirali 8 ur v mikroaerofilni atmosferi 
pri 42 °C. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali 10 min pri 6000 x g. Supernatant smo 
odstranili in kulturo resuspendirali v ogretem PBS (42 °C) ter umerili OD600= 0,1. Od tako 
pripravljene »žive« kulture smo odvzeli 2 mL in iz tega pripravili »mrtvo« kulturo s 
segrevanjem 15 min pri 80 °C. Kjer je to bilo potrebno smo k živi kulturi dodali (-)-α-
pinen, raztopljen v topilu DMSO, v končni koncentraciji 62,5 mg/L in 125 mg/L. Pri tem 
smo bili previdni, da količina DMSO v končni mešanici ni presegla 0,1 %, saj pri tej 
koncentraciji DMSO ne vpliva na celično membrano C. jejuni. 
 
3.3.5.2 Priprava reagenta za barvanje celic 
 
Za pripravo reagenta za barvanje smo uporabili stekleno epruveto ovito z aluminijsko 
folijo, da smo barvili zaščitili pred svetlobo. V epruveti smo zmešali 6 µL komponente A 
in 6 µL komponente B in dobro premešali. Temu smo dodali 2 mL prefiltrirane destilirane 
vode (pore filtra = 0,2 µm). 
 
V črni mikrotitrski ploščici smo zmešali ustrezno pripravljeno kulturo in reagent za 
barvanje celic v razmerju 1:1 (100 µL kulture: 100 µL reagenta). Kinetiko smo spremljali 1 
uro s fluorescenčnim čitalcem miktotitrskih plošč Tecan pri λEx= 480 nm in λEm= 500 nm. 
Rezultat smo prikazali v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) in iz zadnjih 10 meritev 
izračunali odstotek zmanjšanja ali povečanja integritete celične membrane pod vplivom (-
)-α-pinena. 
 
3.3.6 Statistična analiza 
 
Za statistično analizo rezultatov določanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), 
modulatornega delovanja (-)-α-pinena in kopičenje etidijevega bromida smo uporabili 
analizo one-way ANOVA z ustreznim post-hoc testom s statistično značilnostjo p< 0,05. 
Za analizo smo uporabili program SPSS verzijo 21 (IBM, ZDA). 
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4 REZULTATI 
 
4.1 DOLOČANJE PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA (-)-α-PINENA 
 
Določili smo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) (-)-α-pinena pri 74 sevih in 6 
mutantah C. jejuni. Sevi so iz več različnih izvorov, in sicer iz piščancev, puranov, 
piščančjega mesa, humani in iz vode. MIK smo določali pri sevih z izbrisom v genih hrcA, 
hspR, cj1687, cmeF, cmeB in omp50. 
 
Preglednica 11: Minimalna inhibitorna koncentracija (-)-α-pinena (MIKAP), prikazana v mg/L, določena na 
74 sevih in 6 mutantah C. jejuni. 

Sev 
MIKAP 
(mg/L)  Sev 

MIKAP 
(mg/L)  Sev 

MIKAP 
(mg/L) 

53124 1000  CB2:6 2000  CT 6:18 2000 
57360 1000  CB2:8 2000  CT 6:8 2000 
60089 >2000  CB2:11 1000  CT 6:16 2000 
9581 500  CB3:1 2000  CT 7:2 2000 
9090 1000  CB3:5 2000  CT 8: 28 2000 
9711 500  CB 4:21 1000  CT 8:29 >2000 

1190/09 500  CB 4:22 2000  CT 8:22 2000 
375/06 2000  CB 6:8 2000  CT 9:14 2000 
573/03 2000  CB 6:9 2000  CT10:18 1000 

1518/08 2000  CB 6:26 2000  CT 9:21 1000 
C2 2000  CB 7:15 1000  F6501 >2000 

C33 2000  CB 7:21 2000  H2958 2000 
816 500  CB 8:14 2000  M63885 2000 

660/08 1000  CB 8:15 1000  T59822 2000 
58429 1000  CT 1:1 2000  W14861 >2000 
33560 1000  CT 1:9 1000  X60179 2000 
K49/4 2000  CT 2:2 2000  F15871 >2000 
11168 2000  CT 3:5 2000  W11805 2000 

11168ΔhrcA 2000  CT3:11 500  M402 >2000 
11168ΔhspR 2000  CT3:19 2000  W28752 2000 

11168Δcj1687 2000  CT4:4 2000  M33323 2000 
11168ΔcmeF 2000  CT4:14 2000  W64861 2000 
11168ΔcmeB 1000  CT5:2 2000  M76297 2000 

11168Δomp50 2000  CT5:8 2000  E46972 >2000 
CB1:6 1000  CT5:10 2000  M36292 2000 

CB1:14 1000  CT5:12 2000  X7199 >2000 
CB1:18 1000  CT5:18 2000    
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Pri večini sevov je MIK 1000 mg/L ali več, le pri 5 sevih je 500 mg/L. Vsi sevi so odporni 
na protimikrobno delovanje (-)-α-pinena, saj MIK-ov, nižjih od 500 mg/L, nismo določili 
pri nobenem sevu. V preglednici 11 so prikazane vse vrednosti MIK za vse testirane seve. 
 
4.2 DOLOČANJE ODPORNOSTNO-MODULATORNE AKTIVNOSTI (-)-α-PINENA 
 
Odpornostno-modulatorno aktivnost (-)-α-pinena smo določili tako, da smo primerjali 
MIK antibiotika in MIK kombinacije antibiotika in (-)-α-pinena v subinhibitorni 
koncentraciji. Odpornostno-modulatorno delovanje (-)-α-pinena je prikazano kot 
modulacijski faktor (MF). MIK in MF smo določili za 2 antibiotika, ciprofloksacin in 
eritromicin, protimikrobni spojini triklosan in etidijev bromid pri 9 sevih in 2 mutantah. 
Rezultati testiranja odpornostno-modulatornega delovanja (-)-α-pinena v kombinaciji s 
ciprofloksacinom, eritromicinom, triklosanom in etidijevim bromidom na 9 sevih C. jejuni 
in 2 mutantah so prikazani v preglednicah 12 in 13. 
 
Preglednica 12: Določanje MIK antibiotikov ciprofloksacina in eritromicina v prisotnosti (-)-α-pinena 
(125 mg/L) (CIPAP in ERYAP) in brez njega (CIP in ERY) na 9 sevih C. jejuni in 2 mutantah ter prikaz 
modulacijskega faktorja (MF)  

      MIK (mg/L)       MIK (mg/L)   

Sev  CIP CIPAP MF  ERI ERIAP MF 
NCTC11168*       0,063 0,031 2  0,5 0,25 2 

NCTC11168  0,063 <0,002 >32  0,5 <0,002 >256 
K49/4  0,063 0,002 32  0,25 <0,002 >128 
53124  4 2 2  0,25 0,063 4 
375/06  4 1 4  0,125 <0,008 >16 
57360  4 <0,008 >512  0,25 <0,002 >128 
58429  4 <0,031 >128  0,25 <0,125 >2 
60089  8 2 4  0,125 0,063 2 

1518/08  8 <0,031 >256  0,125 <0,002 >64 
573/03  16 4 4  0,125 0,063 2 

11168ΔcmeB  0,016 <0,001 >16  0,063 <0,002 >32 
11168Δcj1687   0,063 <0,001 >63   0,125 <0,002 >64 

*AP smo uporabili kot modulator v koncentraciji 62,5 mg/L 
MF=CIP/CIPAP ali ERI/ERIAP 
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Preglednica 13: Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) protimikrobnih sredstev triklosana in 
etidijevega bromida v prisotnosti (-)-α-pinena (125 mg/L) (TKAP in EtBrAP) in brez njega (TK in EtBr) na 9 
sevih C. jejuni in 2 mutantah ter prikaz pripadajočega modulacijskega faktorja (MF) 

      MIK (mg/L)       MIK (mg/L)   

Sev  TK TKAP MF  EtBr EtBrAP MF 
NCTC11168*  8 4 2  1 1 1 
NCTC11168  8 <0,125 >64  1 <0,008 >128 

K49/4  4 0,250 16  2 0,016 128 
53124  4 4 1  0,5 0,5 1 
375/06  4 <0,125 >32  0,250 <0,008 >32 
57360  8 <0,063 >128  0,250 <0,008 >32 
58429  4 <0,125 >32  0,250 <0,063 >4 
60089  32 32 1  8 8 1 

1518/08  16 <0,031 >512  0,5 <0,008 >64 
573/03  16 <0,063 >256  0,5 <0,008 >64 

11168ΔcmeB  8 <0,063 >128  0,063 <0,008 >8 
11168Δcj1687   8 <0,063 >128   0,5 <0,008 >64 

*AP smo uporabili kot modulator v koncentraciji 62,5 mg/L 
MF=TK/TKAP ali EtBr/EtBrAP 

 
Pri sevu NCTC11168 smo odpornostno-modulatorno delovanje (-)-α-pinena preverjali v 
dveh subinhibitornih koncentracijah, in sicer 62,5 mg/L (v preglednici NCTC11168*) in 
125 mg/L (v preglednici NCTC11168). Pri ciprofloksacinu, eritromicinu in triklosanu v 
kombinaciji z (-)-α-pinenom v koncentraciji 62,5 mg/L vidimo 2-kratno zmanjšanje MIK, 
pri etidijevem bromidu zmanjšanja MIK nismo opazili. Ko smo k protimikrobnim 
spojinam dodali (-)-α-pinen v koncentraciji 125 mg/L, smo opazili znatno zmanjšanje MIK 
pri vseh 4 testiranih spojinah. Metoda določanja MIK, ki smo jo uporabljali, dovoljuje 2-
kratno napako pri interpretaciji rezultatov, saj redčitve spojin delamo ročno in tako lahko 
pride do manjših napak v samem postopku. Zaradi neznatnega vpliva (-)-α-pinena pri 
koncentraciji 62,5 mg/L v kombinaciji s protimikrobnimi spojinami na sev NCTC11168 in 
tako očitnega odpornostno-modulatornega učinka pri koncentraciji 125 mg/L smo se 
odločili na ostalih sevih testirati (-)-α-pinen le pri koncentraciji 125 mg/L. Na mutanti 
11168ΔcmeB in 11168Δcj1687 (-)-α-pinen v kombinaciji s protimikrobnimi spojinami 
deluje podobno ali enako kot na sam sev NCTC11168. 
 
(-)-α-pinen ima v kombinaciji s ciprofloksacinom šibko delovanje pri sevih 53124, 375/06, 
60089 in 573/03. V kombinaciji z eritromicinom ima (-)-α-pinen pri istih sevih prav tako 
šibko delovanje z izjemo seva 375/06, pri katerem se je MIK eritromicina po dodatku (-)-
α-pinena zmanjšala za več kot 16-krat. Pri triklosanu in etidijevem bromidu se je MIK v 
prisotnosti (-)-α-pinena pri večini sevov močno zmanjšala. Pri sevih 53124 in 60089 (-)-α-
pinen v kombinaciji s triklosanom in etidijevim bromidom ni pokazal odpornostno-
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modulatornega učinka. Pri sevih 57360, 58429 in 1518/08 je odpornostno-modulatorni 
učinek (-)-α-pinena v kombinaciji s ciprofloksacinom posebej zanimiv, saj so ti sevi 
odporni proti ciprofloksacinu. Po dodatku (-)-α-pinena se je MIK teh sevov zmanjšala 
toliko, da ti sevi ne padejo več pod kriterij za seve, odporne proti ciprofloksacinu. 
 
Modulatorno aktivnost (-)-α-pinena smo v kombinaciji z antibiotikoma ciprofloksacinom 
in eritromicinom v nadaljevanju testirali še na 56 sevih C. jejuni. Rezultati testiranja so 
vidni v preglednici 14. 
 
Preglednica 14: Prikaz MIK (mg/L) ciprofloksacina in eritromicina (CIP in ERI) brez in z dodatkom (-)-α-
pinena (125 mg/L) (CIPAP in ERIAP) za 56 sevov C. jejuni in prikaz pripadajočega modulatornega faktorja 
(MF). 

  MIK (mg/L)   MIK (mg/L)  

Sev  CIP CIPAP MF  ERI ERIAP MF 
CB1:6  16 <0,125 >128  0,5 <0,002 >256 
CB1:14  16 <0,125 >128  0,5 <0,002 >256 
CB1:18  16 <0,125 >128  0,5 0,125 4 
CB2:6  64 16 4  0,5 0,063 8 
CB2:8  64 32 2  0,5 0,250 2 
CB2:11  8 4 2  0,5 0,250 2 
CB3:1  0,125 0,063 2  0,250 0,063 4 
CB3:5  0,250 0,063 4  0,5 0,250 2 

CB 4:21  0,063 0,031 2  0,063 <0,002 >32 
CB 4:22  0,125 0,001 128  0,063 0,002 32 
CB 6:8  0,063 0,008 8  0,125 <0,002 >64 
CB 6:9  0,063 0,031 2  0,125 0,063 2 

CB 6:26  0,063 0,031 2  0,250 0,125 2 
CB 7:15  8 <0,063 >128  0,250 <0,002 >128 
CB 7:21  8 1 8  0,125 <0,002 >64 
CB 8:14  0,063 0,001 64  0,125 0,002 64 
CB 8:15  0,063 0,001 64  0,5 <0,002 >256 
CT 1:1  16 1 16  0,5 0,031 16 
CT 1:9  16 2 8  0,5 0,063 8 
CT 2:2  16 <0,063 >256  256 <1 >256 
CT 3:5  0,063 <0,001 >64  0,031 <0,002 16 
CT3:11  4 <0,063 >64  - - - 
CT3:19  16 <0,063 >256  512 <1 >512 
CT4:4  16 8 2  128 64 2 

CT4:14  8 8 1  128 64 2 
CT5:2  16 4 4  256 256 1 

se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 14. Prikaz MIK (mg/L) ciprofloksacina in eritromicina (CIP in ERI) brez in 
z dodatkom (-)-α-pinena (125 mg/L) (CIPAP in ERIAP) za 56 sevov C. jejuni in prikaz pripadajočega 
modulatornega faktorja (MF). 

  MIK ( mg/L)   MIK (mg/L)  

Sev  CIP CIPAP MF  ERI ERIAP MF 
CT5:8  8 2 4  256 16 16 

CT5:10  16 <0,063 >256  256 <1 >256 
CT5:10  16 <0,063 >256  256 <1 >256 
CT5:12  16 4 4  256 32 8 
CT5:18  16 4 4  256 64 4 
CT 6:18  8 0,5 16  128 <1 >128 
CT 6:8  16 2 8  256 <1 >256 
CT 6:16  0,031 <0,001 >32  128 <1 >128 
CT 7:2  0,031 <0,001 >32  0,063 0,002 32 

CT 8: 28  8 1 8  0,250 <0,008 >32 
CT 8:29  4 <0,063 >64  64 8 8 
CT 8:22  4 0,5 8  0,5 0,5 1 
CT 9:14  0,250 <0,002 >128  2 <0,008 >256 
CT10:18  0,063 <0,002 >32  0,250 <0,008 >32 
CT 9:21  0,125 <0,002 >64  2 <0,008 >256 
F6501  0,125 0,063 2  0,250 0,125 2 
H2958  0,125 0,031 4  0,5 0,250 2 

M63885  0,250 <0,002 >128  0,5 <0,008 >64 
T59822  0,125 0,016 8  0,25 0,063 4 
W14861  0,250 0,25 1  2 2 1 
X60179  8 <0,063 >128  0,250 <0,002 >128 
F15871  0,125 0,063 2  1 0,5 2 
W11805  0,063 0,031 2  0,250 0,063 4 

M402  0,063 0,031 2  1 0,5 2 
W28752  0,063 0,008 8  0,5 <0,002 >256 
M33323  0,063 0,063 1  0,250 0,250 1 
W64861  0,125 0,063 2  0,250 0,250 1 
M76297  0,063 0,031 2  0,250 0,125 2 
E46972  1 <0,002 >512  0,250 <0,008 >32 
M36292  0,063 <0,002 >32  0,250 <0,008 >32 
X7199   16 16 1   0,250 0,125 >32 

 
Od 56 sevov C. jejuni, ki smo jih uporabili za določanje odpornostno-modulatorne 
aktivnosti (-)-α-pinena, je 17 izoliranih iz piščancev (oznaka v preglednici CB), 23 iz 
puranov (oznaka CT) in 16 iz ljudi (oznake F, H, M, T, W, X in E). Odpornih proti 
ciprofloksacinu je največ sevov iz puranov (74 %), za tem iz piščancev (47 %) in najmanj 
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iz ljudi (10 %). Število sevov, odpornih proti eritromicinu, je manjše, saj so se ti pojavili 
samo pri sevih, izoliranih iz puranov (56 %). 
 
(-)-α-pinen je v kombinaciji s ciprofloksacinom zmanjšal MIK več kot polovici sevov 
(57 %) za faktor 8 ali več. Od 56 sevov je 27 odpornih proti ciprofloksacinu. V 
kombinaciji z (-)-α-pinenom se je MIK približno polovice odpornih sevov (44 %) 
zmanjšala toliko, da sevi po določbah EUCAST (Evropska komisija za testiranje 
protimikrobne občutljivosti) niso več spadali med odporne seve. 
 
V kombinaciji eritromicina in (-)-α-pinena se je MIK antibiotika zmanjšal za faktor 8 ali 
več pri več kot polovici sevov (60 %). Od 55 sevov, pri katerih smo preverjali občutljivost 
na eritromicin z in brez (-)-α-pinena, jih je 13 odpornih proti eritromicinu. Z dodatkom (-)-
α-pinena se je MIK približno polovice odpornih sevov (46 %) zmanjšal tako, da v 
prisotnosti (-)-α-pinena ne spadajo več med odporne seve. 
 
4.3 TEST KOPIČENJA ETIDIJEVEGA BROMIDA 
 
S testom kopičenja etidijevega bromida v bakterijskih celicah smo spremljali vpliv (-)-α-
pinena in inhibitorjev izlivnih črpalk na bakterijske izlivne črpalke. C. jejuni etidijev 
bromid aktivno izčrpava iz celic z različnimi izlivnimi črpalkami. Čim manjša je aktivnost 
izlivnih črpalk, tem več etidijevega bromida se bo nabiralo v celici. V celicah vezan 
etidijev bromid smo spremljali z merjenjem fluorescence. 
 
4.3.1 Test kopičenja etidijevega bromida v C. jejuni NCTC11168 pod vplivom dveh 
različnih koncentracij (-)-α-pinena in dveh znanih inhibitorjev izlivnih črpalk, 
reserpina in CCCP 
 
S testom kopičenja etidijevega bromida smo spremljali vpliv (-)-α-pinena v treh različnih 
subinhibitornih koncentracijah (62,5 mg/L, 125 mg/L in 250 mg/L) ter dveh znanih 
inhibitorjev izlivnih črpalk, reserpina in CCCP. Rezultati testa so prikazani na sliki 9. 
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Slika 9: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC11168 brez obdelave kulture, z dodatkom (-
)-α-pinena v koncentracijah 62,5 mg/L, 125 mg/L in 250 mg/L, reserpina v koncentraciji 100 mg/L in CCCP 
v koncentraciji 10 mg/L ter prikaz bazne fluorescence etidijevega bromida brez bakterijske kulture 

 
Etidijev bromid v gojišču oddaja nekaj lastne fluorescence, vendar je ta v primerjavi z 
vezanim barvilom zanemarljiva. Fluorescenčni signal se s časom le malo spreminja. Pri 
kulturi, ki ji nismo dodali inhibitorjev, vidimo enakomerno rast signala oz. kopičenje 
barvila. Reserpin in CCCP sta povzročila povečano kopičenje barvila, vendar ne v tolikšni 
meri kot (-)-α-pinen. (-)-α-pinen je pri nižji koncentraciji povzročil večje kopičenje 
etidijevega bromida in je pri vseh treh koncentracijah pokazal večji vpliv na bakterijske 
izlivne črpalke kot znana inhibitorja reserpin in CCCP. 
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4.3.2 Test kopičenja etidijevega bromida v C. jejuni NCTC11168 in mutantama 
11168ΔcmeB in 11168Δcj1687 
 
Delovanje (-)-α-pinena v koncentraciji 62,5 mg/L smo testirali na C. jejuni NCTC11168, 
mutanti z izbrisom v genu cmeB in mutanti z izbrisom v genu cj1687. Gen cmeB kodira 
protein CmeB, ki je potreben za pravilno sestavljanje izlivne črpalke CmeABC, gen cj1687 
pa domnevno izlivno črpalko. Bakterije s svojimi izlivnimi črpalkami izčrpavajo etidijev 
bromid, saj je prevelika količina te snovi v celici toksična. Rezultati testa so prikazani na 
sliki 10. 
 

 
Slika 10: Spremljanje kopičenja etidijevega bromida (EtBr), prikazano v relativnih fluorescenčnih enotah 
(RFU) v celicah C. jejuni NCTC11168 (A), 11168ΔcmeB (B) in 11168Δcj1687 (C) v prisotnosti (-)-α-pinena 
(62,5 mg/L), reserpina (100 mg/L), CCCP (10 mg/L) in brez inhibitorja.  

Pri sevu NCTC11168 vidimo znatno povečanje kopičenja etidijevega bromida v primerjavi 
s celicami, h katerim ni bil dodan inhibitor izlivnih črpalk. (-)-α-pinen je povzročil večje 
kopičenje etidijevega bromida kot znana zaviralca reserpin in CCCP. Pri mutanti 
11168ΔcmeB vidimo znatno povečanje akumulacije etidijevega bromida po 1 uri v celicah, 
h katerim ni bil dodan zaviralec izlivnih črpalk. V primerjavi z osnovno kulturo (brez 
zaviralcev) (-)-α-pinen ne povzroča znatno večjega kopičenja etidijevega bromida. 
Najboljše delovanje je imel reserpin, ki je povzročil največje kopičenje barvila v celicah. 
Povečano kopičenje barvila v celicah osnovne kulture kaže na zelo šibko izčrpavanje 
etidijevega bromida iz celic oz. na šibko delovanje ostalih izlivnih črpalk pri izčrpavanju 
barvila. Pri mutanti 11168Δcj1687 imata reserpin, CCCP in (-)-α-pinen zelo podobno 
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delovanje. Noben izmed zaviralcev izlivnih črpalk ni povzročil znatnega kopičenja barvila 
v celicah. Najboljše je deloval reserpin. V osnovni kulturi 11168Δcj1687 se je v primerjavi 
z divjim sevom NCTC11168 nakopičilo več etidijevega bromida. 
 
4.3.3 Test kopičenja etidijevega bromida na večjem številu sevov 
 
Na 16 sevih smo preverili ali ima (-)-α-pinen enako vpliva na različne seve. Spremljali smo 
kopičenje etidijevega bromida v prisotnosti (-)-α-pinena (62,5 mg/L) in brez dodanega 
inhibitorja. S testiranjem večjega števila sevov lahko vidimo, da (-)-α-pinen ne vpliva le na 
en sev C. jejuni, ampak na različne seve. Med testiranimi sevi je tudi mutanta z izbrisom v 
genu cmeF. S testiranjem te mutante smo želeli ugotoviti ali (-)-α-pinen vpliva tudi na 
črpalko CmeDEF. Rezultati testiranja so vidni na sliki 11. Na sliki lahko vidimo, da je (-)-
α-pinen pri koncentraciji 62,5 mg/L povzročil znatno kopičenje etidijevega bromida v 
celicah vseh testiranih sevih C. jejuni. Kopičenje etidijevega bromida se pri mutanti 
11168ΔcmeF v primerjavi z ostalimi sevi ni znatno razlikovalo. 
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Slika 11: Kopičenje etidijevega bromida (EtBr) brez inhibitorja (■) in z dodatkom (-)-α-pinena (62,5 mg/L) 
(○) testirano na sevih C.jejuni 375/06 (A), 1190/09 (B), 1518/08 (C), 573/03 (D), C2 (E), 9090 (F), 53124 
(G), 57360 (H), 58429 (I), 60089 (J), 660/08 (K), C33 (L), 816 (M), K49/4 (N), 33560 (O) in 11168ΔcmeF 
(P) 
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4.4 PRIPRAVA MUTANTE Z IZBRISOM V GENU cmeG IN TESTIRANJE VPLIVA (-
)-α-PINENA NANJO 
 
Preverjali smo vpliv (-)-α-pinena na sev z izbrisom v genu cmeG. Gen cmeG kodira protein 
CmeG, ki je sestavni del izlivne črpalke CmeGH, in vpliva na odpornost bakterij proti 
fluorokinolonom in drugim antibiotikom. Da bi preverili, ali (-)-α-pinen vpliva na 
delovanje črpalke CmeGH, smo ustvarili mutiran sev z izbrisom v genu cmeG in 
vstavljenim selekcijskim markerjem, kanamicinsko kaseto aphA3. 
 
4.4.1 Potrditev vstavljenega fragmenta s PCR reakcijo  
 
Po naravni transformaciji bakterij C. jejuni NCTC11168 s plazmidom, ki vsebuje fragment 
z genom cmeG z vstavljeno kanamicinsko kaseto, je na selekcijskem gojišču zrastlo nekaj 
klonov. Te klone smo naprej precepili na selektivno gojišče in iz njih izolirali DNA, ter s 
PCR reakcijo preverili ali so prisotni fragmenti prave velikosti. 
 

 
Slika 12: Preverjanje prisotnosti fragmenta cmeG::aphA3 velikosti približno 2,7 kbp v klonih 1, 2, 3, 4 in 5 z 
gelsko elektroforezo po reakciji PCR.  

Na selekcijskem gojišču (30 mg/L kanamicina) je zrastlo 5 klonov, iz katerih smo izolirali 
DNK. Velikost pomnoženih fragmentov smo primerjali z DNA lestvico (L) in potrdili 
vstavitev fragmentov velikosti 2,7 kbp v DNA izoliranih klonov. Vstavljen fragment smo 
potrdili pri vseh klonih, kar je razvidno iz slike 12. 
 
4.4.2 Test kopičenja etidijevega bromida pri 11168ΔcmeG 
 
Vpliv (-)-α-pinena na izlivne črpalke CmeGH smo preverili s spremljanjem kopičenja 
etidijevega bromida pri sevu z izbrisom v genu cmeG. Test kopičenja barvila smo izvedli z 
in brez dodatka inhibitorjev, z dodatkom (-)-α-pinena v koncentracijah 62,5 mg/L in 
125 mg/L, reserpina in CCCP. Kopičenje smo spremljali 60 minut in rezultat izrazili v 
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relativnih fluorescenčnih enotah (angl. relative fluorescence units - RFU). Rezultati so 
prikazani na sliki 13. 

 
Slika 13: Kopičenje etidijevega bromida v C. jejuni 11168ΔcmeG brez inhibitorja, z dodatkom (-)-α-pinena v 
koncentracijah 62,5 mg/L in 125 mg/L, reserpina (100 mg/L) in CCCP (10 mg/L) 

 
Pri osnovni kulturi brez inhibitorjev vidimo povečanje kopičenja barvila po času, vendar je 
manjše od kopičenja barvila pri celicah pod vplivom inhibitorjev. Reserpin povzroča večje 
kopičenje barvila kot CCCP, (-)-α-pinen pa deluje boljše od obeh. Pri nižji koncentraciji (-
)-α-pinena vidimo hitrejše kopičenje barvila kot pri nižji koncentraciji, ampak se po 60 
minutah količina nakopičenega etidijevaga bromida v celicah izenači. 
 
4.5 PRIMERJAVA KOPIČENJA ETIDIJEVEGA BROMIDA V OSNOVNI KULTURI 
BREZ DODANIH INHIBITORJEV IN V KULTURI Z DODATKOM (-)-α-PINENA PRI 
ODPORNIH IN OBČUTLJIVIH SEVIH 
 
Pred vplivi antibiotikov se bakterije C. jejuni pogosto zavarujejo s kombinacijo več 
mehanizmov odpornosti. Eden izmed teh mehanizmov je prekomerno izražanje izlivnih 
črpalk. Inhibitorji izlivnih črpalk omejujejo delovanje teh črpalk in tako onemogočijo 
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izčrpavanje protimikrobnih sredstev iz celic. Da bi preverili, ali (-)-α-pinen deluje na 
izlivne črpalke odpornih sevov tako kot na črpalke občutljivih sevov, smo primerjali 
stopnjo kopičenja etidijevega bromida pri obeh tipih sevov. Rezultati so prikazani na sliki 
14. 

 
Slika 14: Primerjava kopičenja etidijevega bromida (EtBr) brez dodatka inhibitorja in z dodatkom (-)-α-
pinena (62,5 mg/L) pri sevih, občutljivih na antibiotike in sevih, odpornih proti antibiotikom 

(-)-α-pinen tako pri občutljivih sevih kot tudi pri odpornih sevih povzroči znatno povečanje 
kopičenja etidijevega bromida v celicah. Nekaj več je odpornih sevov, pri katerih se vidi 
manjše razlike v kopičenju barvila v celicah z in brez (-)-α-pinena, vendar je rezultat pri 
večini sevov, odpornih in občutljivih, podoben. 
 
4.6 DOLOČANJE VPLIVA (-)-α-PINENA NA CELIČNO MEMBRANO C. jejuni 
NCTC11168 
 
Delovanje antibiotikov je lahko zmanjšano zaradi slabšega prenosa protimikrobne snovi 
skozi celično membrano. Bakterijska celična membrana je tarča mnogih sintetičnih in 
naravnih spojin. Vpliv (-)-α-pinena na celično membrano C. jejuni NCTC11168 smo 
preverili z uporabo kita LIVR/DEAD BacLight kompleta. Merili smo fluorescenco, ki jo 
oddajata barvila iz kompleta in rezultate prikazali na sliki 15. 
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Slika 15: Test integritete celične membrane C. jejuni NCTC11168 pri neobdelani bakterijski kulturi, s toploto 
obdelani kulturi in pri kulturah z dodatkom (-)-α-pinena v koncentracijah 62,5 mg/L in 125 mg/L 

Mešanica barvil iz kompleta sama oddaja nekaj fluorescence, vendar je ta konstantna in ni 
moteča za ostale meritve. Toplotna obdelava bakterijske kulture nam je služila kot 
kontrola, saj smo s toplotno obdelavo razbili celično membrano. Fluorescenčni signal je pri 
toplotno obdelani kulturi nizek. Pri neobdelani kulturi signal na začetku narašča, po 10 
minutah malo upade in se po tem ustali. Ostale signale smo primerjali s signalom 
neobdelane kulture z nepoškodovano celično steno. Po dodatku (-)-α-pinena v 
koncentraciji 125 mg/L vidimo upad signala. Končni signal je nižji od signala neobdelane 
kulture za 39 %. Ti rezultati kažejo na to, da (-)-α-pinen pri tej koncentraciji vpliva na 
integriteto celične membrane, saj povzroči boljšo penetracijo barvila, ki sicer ne prehaja 
skozi nepoškodovano membrano. Delovanje (-)-α-pinena na celično membrano se, pri 
koncentraciji 125 mg/L, močno razlikuje od delovanja (-)-α-pinena pri koncentraciji 
62,5 mg/L. Pri nižji koncentraciji (-)-α-pinena se signal ustali nad signalom neobdelane 
kulture. 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 PROTIMIKROBNO IN MODULATORNO DELOVANJE (-)-α-PINENA 
 
V tradicionalni medicini se rastline pogosto uporabljajo za zdravljenje ali lajšanje 
simptomov različnih bolezni in vnetij (Rozza in Pellizzon, 2013; Yeruva in sod., 2010; 
Violante in sod., 2012; da Silva in sod., 2012). Mnogi rastlinski izvlečki in eterična olja, 
katerih sestavni del je med drugimi tudi α-pinen, kažejo protimikrobno in, v kombinaciji z 
drugimi protimikrobnimi spojinami, odpornostno-modulatorno delovanje. Učinkovitost 
rastlin se pogosto pripisuje delovanju monoterpenov in fenolnih spojin v njihovih 
ekstraktih (Archana in sod., 2011; Saddiq in Khayat, 2010; Kovač in sod., 2014). Sestavine 
rastlinskih ekstraktov so v in vitro pogojih pokazale dobro protimikrobno delovanje proti 
bakterijam Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli in Staphylococcus aureus ter glivi 
Candida albicans (Gupta in sod., 2011). Eterično olje rastline Alpinia katsumadai, 
katerega sestavni del je α-pinen, je pokazal protimikrobno delovanje proti C. jejuni, 
S. aureus in Mycobacteruim smegmatis (Kovač in sod., 2014; Groblacher in sod., 2014). 
Pri preučevanju učinkovitosti α-pinena so da Silva in sod. (2012) pokazali protimikrobno 
in modulatorno delovanje (+)-α-pinena proti S. aureus in C. albicans vendar tega niso 
uspeli dokazati pri (-)-α-pinenu (da Silva in sod., 2012). Objave o delovanju α-pinena, 
izoliranega iz rastlinskih ekstraktov, se pogosto razlikujejo. Ker se α-pinen v naravi nahaja 
kot mešanica (-)-α-pinena in (+)-α-pinena, lahko razmerje teh dveh enantiomer vpliva na 
učinkovitost protimikrobnega delovanja rastline. 
 
V naši raziskavi smo ugotovili zelo šibko protimikrobno delovanje (-)-α-pinena na 
bakterije C. jejuni, saj je MIK pri večini sevov znašal 1000 mg/L ali več. Pri nekaterih 
sevih nismo dokazali šibkega protimikrobnega učinka, saj je MIK znašala več kot 
2000 mg/L. Le pri nekaj sevih (7 od 74) je MIK znašal 500 mg/L, vendar je tudi to zelo 
visoka koncentracija za domnevno protimikrobno spojino. 
 
MIK (-)-α-pinena smo preverjali na nekaj mutantah C. jejuni. Prejšnje raziskave so 
pokazale spremembo v izražanju določenih genov C. jejuni v prisotnosti (-)-α-pinena, med 
katerimi so tudi tisti, ki kodirajo izlivni črpalki CmeABC in Cj1687, ki prispevata k 
odpornosti C. jejuni, porin Omp50, ki vpliva na prepustnost zunanje membrane in geni, ki 
sodelujejo pri odzivu na toplotni šok (Kovač in sod., 2015; Corcionvoschi in sod., 2013; 
Gibreel in sod., 2007). Testirali smo seve z izbrisom v genih za izlivni črpalki CmeABC in 
Cj1687 (11168ΔcmeB in 11168Δcj1687), seve z izbrisom v genih regulatorjev stresnega 
odziva na toplotni šok (11168ΔhspR in 11168ΔhrcA) in sev z izbrisom v genu za porin 
celične membrane Omp50 (11168Δomp50). Izražanje slednjega je prav tako odvisno od 
temperaturne spremembe (Dedieu in sod., 2008; Holmes in sod., 2010; Corcionivoschi in 
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sod., 2013). Pri testiranju mutant smo ugotovili, da se MIK le teh ne razlikuje od MIK 
divjega seva. 
 
Za razliko od protimikrobnega delovanja smo pri (-)-α-pinenu opazili dobro odpornostno-
modulatorno delovanje v kombinaciji z antibiotikoma ciprofloksacin in eritromicin ter 
protimikrobnima spojinama triklosan in etidijev bromid. (-)-α-pinen smo v kombinaciji z 
vsemi 4 spojinami testirali pri 9 sevih in 2 mutantah. Rezultat smo podali kot modulacijski 
faktor (MF) oz. sposobnost (-)-α-pinena, da zmanjša MIK v kombinaciji s protimikrobnimi 
spojinami. Pri sevu NCTC11168 je imel (-)-α-pinen v koncentraciji 62,5 mg/L zelo šibek 
učinek. V kombinaciji s ciprofloksacinom, eritromicinom in triklosanom se je MIK 
zmanjšala le za faktor 2, v kombinaciji z etidijevim bromidom pa se MIK ni spremenil. Pri 
višji koncentraciji (-)-α-pinena (125 mg/L) smo v kombinaciji s protimikrobnimi spojinami 
pri sevu NCTC11168 videli večje spremembe v MIK (MF>32). Odločili smo se, da bomo 
odpornostno-modulatorno delovanje (-)-α-pinena testirali na več sevih pri višji 
koncentraciji, saj ta še ne inhibira bakterijske rasti. Od 9 testiranih sevov je imel (-)-α-
pinen dober odpornostno-modulatorni učinek pri večini. Le pri 3 sevih smo videli šibko 
odpornostno-modulatorno delovanje. Delovanje (-)-α-pinena na mutanto C. jejuni 
11168ΔcmeB in 11168Δcj1687 se ni znatno razlikovalo od delovanja spojine na divji sev. 
Na večjem številu sevov (56) smo (-)-α-pinen testirali le v kombinaciji z antibiotikoma 
ciprofloksacinom in eritromicinom, saj sta prav ta dva antibiotika najpomembnejša pri 
zdravljenju kampilobakterioz. (-)-α-pinen je v kombinaciji z antibiotikoma pri več kot 
polovici testiranih sevov znatno zmanjšal MIK (MF>8). Pri teh je povzročil zmanjšanje 
MIK pri več kot polovici odpornih sevov, do te mere, da ti po navodilih EUCAST niso več 
spadali med odporne seve. (-)-α-pinen v koncentraciji 125 mg/L od 56 sevov ni vplival na 
MIK le pri 5 sevih. V in vitro pogojih se je (-)-α-pinen pokazal kot učinkovit modulator 
odpornosti pri C. jejuni. 
 
5.2 (-)-α-PINEN - INHIBITOR BAKTERIJSKIH IZLIVNIH ČRPALK 
  
Bakterije uporabljajo različne mehanizme za zmanjševanje občutljivosti na delovanje 
antibiotikov in eden izmed teh je izčrpavanje protimikrobnih spojin iz celice z izlivnimi 
črpalkami (Tavares in sod., 2013). Bakterijske izlivne črpalke so tarča rastlinskih izvlečkov 
rastlin Alpinia katsumadai, Aframomum melegueta in drugih (Gallucci in sod., 2009; 
Kovač in sod., 2014; Shiu in sod., 2013; Groblacher in sod., 2013). Pri bakteriji 
Mycobacterium smegmatis rastlinski izvlečki, ki vsebujejo α-pinen, delujejo kot 
potencialni zaviralci izlivnih črpalk in tako povzročajo povečano kopičenje etidijevega 
bromida v celicah (Groblacher in sod., 2012). Pri bakteriji S. aureus rastlinski izvlečki 
povzročajo povečano izražanje gena za izlivno črpalko NorA in inhibicijo efluksa barvil iz 
celic (Shiu in sod., 2013). Tudi pri bakteriji C. jejuni so rastlinski izvlečki, ki vsebujejo α-
pinen, povzročili povečano kopičenje etidijevega bromida v celicah (Kovač in sod., 2014). 
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C. jejuni ima več različnih izlivnih črpalk, ki vplivajo na odpornost bakterije proti 
antibiotikom in škodljivim vplivom drugih snovi. Največji vpliv na odpornost ima črpalka 
CmeABC, vendar tudi druge izlivne črpalke, kot so CmeDEF, CmeGH in Cj1687, v manjši 
meri prispevajo k odpornosti bakterije. 
 
S testom kopičenja etidijevega bromida smo v naši raziskavi ugotovili, da (-)-α-pinen 
vpliva na izlivne črpalke C. jejuni, saj v primerjavi z znanimi zaviralci izlivnih črpalk 
(reserpinom in CCCP-jem), povzroči večje kopičenje etidijevega bromida v celicah. V 
subinhibitorni koncentraciji povzroči (-)-α-pinen kopičenje etidijevega bromida pri 
občutljivih in odpornih sevih. Zelo učinkovito kopičenje etidijevega bromida v celicah 
povzroči (-)-α-pinen že v koncentraciji 62,5 mg/L. Večje koncentracije (-)-α-pinena 
(125 mg/L in 250 mg/L) povzročijo manjše kopičenje etidijevega bromida v celicah, kar 
kaže na prisotnost drugih mehanizmov (-)-α-pinena, ki vplivajo na kopičenje barvila 
znotraj bakterijskih celic. 
 
S testiranjem kopičenja etidijevega bromida pri sevih z izbrisom v genih, ki kodirajo 
izlivne črpalke smo ugotovili, da ima (-)-α-pinen največji vpliv na črpalki CmeABC in 
Cj1687. (-)-α-pinen je povzročil manjše povečanje koncentracije etidijevega bromida v 
sevih 11168ΔcmeB in 11168Δcj1687, kar kaže na to, da sta ti dve izlivni črpalki tarči (-)-α-
pinena. Pri mutanti 11168ΔcmeB ima reserpin največji vpliv na kopičenje etidijevega 
bromida v celicah, kar kaže na povečano izražanje drugih izlivnih črpalk, ki so tarče 
reserpina, v odsotnosti črpalke CmeABC. Kopičenje etidijevega bromida v mutantah z 
izbrisom v genih cmeF in cmeG se ni znatno razlikovalo od kopičenja etidijevega bromida 
v divjem sevu. 
 
5.3 VPLIV (-)-α-PINENA NA PREPUSTNOST CELIČNE MEMBRANE  
 
Protimikrobno delovanje monoterpenov je pogosto povezano z njihovo lipofilno naravo. 
Njihov vpliv na bakterije je lahko odvisen od lipidne sestave in naboja bakterijske celične 
membrane, vendar pa je vsem skupno povečanje prepustnosti celične membrane 
(Trombetta in sod., 2005). Tako kot drugi monoterpeni, tudi (-)-α-pinen vpliva na 
integriteto celične membrane. V naši raziskavi smo videli znatno poslabšanje integritete 
celične membrane pri C. jejuni NCTC11168 po dodatku (-)-α-pinena v koncentraciji 
125 mg/L. Pri nižji koncentraciji (62,5 mg/L) je imel (-)-α-pinen obraten učinek na celično 
membrano C. jejuni. Takšen vpliv (-)-α-pinena je najverjetnejši razlog za slabše 
odpornostno-modulatorno delovanje spojine pri tej koncentraciji v primerjavi z višjo 
koncentracijo. 
 
Monoterpeni imajo lahko citotoksično delovanje, zato je njihova uporaba v medicini 
omejena. α-pinen kaže citotoksičen učinek (IC50) na HeLa celični liniji v koncentraciji 
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337,5 mg/L in Cos7 v koncentraciji 357,9 mg/L (Herrmann in Wink, 2011). Citotoksične 
koncentracije α-pinena so višje od učinkovite odpornostno-modulatorne koncentracije, ki 
smo jo uporabili pri naših testih. Pri študiju učinka α-pinena na človeško zdravje sta 
Turkez in Aydin (2016) pokazala, da α-pinen v koncentracijah, manjših od 200 mg/L ne 
kaže citotoksičnega učinka na človeške krvne celice, Schmidt in Goen (2015) pa sta 
pokazala, da človek lahko zaužije vsaj 10 mg α-pinena brez vidnega vpliva na njegovo 
zdravje (Turkez in Aydin, 2016; Schmidt in Goen, 2015). 
 
V naši raziskavi smo potrdili učinkovito odpornostno-modulatorno delovanje (-)-α-pinena 
na odpornost bakterije C. jejuni proti antibiotikom. Mehanizmi delovanja (-)-α-pinena 
zajemajo 2 različna mehanizma, in sicer zaviranje delovanja izlivnih črpalk in porušenje 
membranske integritete. (-)-α-pinen pri nižji koncentraciji učinkovito zavira delovanje 
izlivnih črpalk, glavni tarči pa sta izlivna črpalka CmeABC in domnevna izlivna črpalka 
Cj1687. Tarča delovanja (-)-α-pinena je poleg izlivnih črpalk tudi bakterijska celična 
membrana. Pri višji koncentraciji, kjer smo opazili odpornostno-modulatorni učinek, (-)-α-
pinen povzroča porušenje integritete celične membrane. 
 
Zaradi učinkovitega odpornostno-modulatornega delovanja in relativne varnosti ter 
mogočega pozitivnega učinka na človeško zdravje ima (-)-α-pinen dober potencial za 
nadaljnje raziskave in razvoj v zdravilo s širokim spektrom delovanja. (-)-α-pinen je poleg 
zdravstva lahko uporaben za omejevanje večkratno odpornih bakterij tudi v živilski 
industriji, pri obdelavi in konzerviranju živil ter živinoreji s potencialno pozitivnim 
učinkom na zdravje živali. Spekter uporabnosti (-)-α-pinena je potencialno zelo širok in je 
zato nadaljnja raziskava te spojine zelo pomembna. 
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6 SKLEPI 
 

• Z našo raziskavo smo pokazali, da ima (-)-α-pinen zelo šibko protimikrobno 
delovanje na C. jejuni z minimalnimi inhibitornimi koncentracijami več kot 
1000 mg/L pri večini testiranih sevov. Rezultate smo potrdili na 74 sevih in 6 
mutantah. 

 
• Za razliko od protimikrobnega delovanja ima (-)-α-pinen odpornostno modulatorni 

učinek na sev C. jejuni NCTC11168 pri koncentraciji 125 mg/L. Pri nižji 
koncentraciji ima (-)-α-pinen zelo šibek odpornostno-modulatorni učinek. Rezultate 
smo potrdili na 64 sevih iz različnih izvorov in z različnimi odpornostnimi profili. 

 
• S testiranjem kopičenja etidijevega bromida v bakterijskih celicah v prisotnosti (-)-

α-pinena in dveh znanih inhibitorjev izlivnih črpalk, reserpina in CCCP, smo 
pokazali, da (-)-α-pinen deluje kot zaviralec bakterijskih izlivnih črpalk. Pri vseh 
testiranih sevih ima (-)-α-pinen večji vpliv na kopičenje etidijevega bromida v 
celicah kot znana zaviralca izlivnih črpalk reserpin in CCCP. 
 

• (-)-α-pinen povzroča kopičenje etidijevega bromida pri sevih, odpornih proti 
antibiotikom in pri sevih, občutljivih na antibiotike.  

 
• Tarči (-)-α-pinena sta izlivna črpalka CmeABC in domnevna izlivna črpalka 

Cj1687, kar smo ugotovili s testiranjem kopičenja etidijevega bromida v celicah 
mutant 11168ΔcmeB in 11168Δcj1687. (-)-α-pinen je pri teh mutantah povzročil 
neznatno kopičenje etidijevega bromida v celicah. Vpliv (-)-α-pinena je pri teh 
mutantah slabši od vpliva reserpina in CCCP. 

 
• Čeprav smo ugotovili, da so tarče (-)-α-pinena izlivne črpalke C. jejuni, pa tega 

nismo potrdili pri mutantah 11168ΔcmeF in 11168ΔcmeG, saj se kopičenje pri teh 
ni razlikovalo od kopičenja etidijevega bromida pri divjem sevu. (-)-α-pinen ne 
vpliva na delovanje izlivnih črpalk CmeDEF in CmeGH. 

 
• (-)-α-pinen v subinhibitorni koncentraciji, pri kateri kaže odpornostno-modulatorno 

delovanje, vpliva tudi na integriteto bakterijske celične membrane. Pri koncentraciji 
125 mg/L (-)-α-pinen povzroči povečano prepustnost celične membrane, vendar pa 
tega nismo opazili pri nižji koncentraciji. Delovanje (-)-α-pinena na celično 
membrano je pri nižji koncentraciji obratno od tistega pri višji koncentraciji, kar je 
lahko razlog za šibko odpornostno-modulatorno učinkovitost (-)-α-pinena, kljub 
zaviranju izlivnih črpalk pri nižji koncentraciji.  
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7 POVZETEK 
 
Odpornost bakterij C. jejuni z vsakim letom narašča, kar je posledica zelo pogoste in 
nepravilne rabe antibiotikov v zdravstvu in živinoreji. Ukrepi za omejevanje okužb in 
širjenja odpornih sevov so številni, vendar pogosto ne kažejo takšne učinkovitosti kot bi si 
želeli. Zato smo se odločili preiskati učinek naravne spojine, ki jo lahko najdemo v mnogih 
rastlinah, to je (-)-α-pinen. Nahaja se v mnogih zdravilnih rastlinah in je s strani FDA 
odobren za človeško rabo. V naši raziskavi smo ugotovili šibek protimikrobni učinek (-)-α-
pinena. MIK pri večini testiranih sevov je bila 1000 mg/L ali več. Za razliko od slabega 
protimikrobnega učinka pa smoo dokazali, da ima (-)-α-pinen odpornostno-modulatorni 
učinek. Pri koncentraciji 125 mg/L je (-)-α-pinen povzročil znatno zmanjšanje MIK v 
kombinaciji s protimikrobnimi spojinami ciprofloksacinom, eritromicinom, triklosanom in 
etidijevim bromidom pri večini testiranih sevov. Na večjem številu sevov smo se odločili 
testirati (-)-α-pinen le v kombinaciji s ciprofloksacinom in eritromicinom, saj sta ta dva 
antibiotika pomembna pri zdravljenju okužb s C. jejuni. Prav tako je imel (-)-α-pinen dober 
odpornostno-modulatorni učinek pri večini testiranih sevov. S testiranjem kopičenja 
etidijevega bromida v celicah C. jejuni smo ugotovili, da (-)-α-pinen deluje kot zaviralec 
bakterijskih izlivnih črpalk. S testiranjem kopičenja etidijevega bromida pri mutantah 
11168ΔcmeB in 11168Δcj1687 smo ugotovili, da sta tarči (-)-α-pinena črpalka CmeABC 
in domnevna črpalka Cj1687, ki prispevata k odpornosti C. jejuni proti antibiotikom. (-)-α-
pinen je povzročil kopičenje etidijevega bromida v vseh testiranih sevih pri koncentraciji 
62,5 mg/L, kjer ima (-)-α-pinen šibek odpornostno-modulatorni učinek. Pri višji 
koncentraciji je (-)-α-pinen povzročil zmanjšanje integritete celične stene C. jejuni 
NCTC11168. Naše ugotovitve kažejo na to, da (-)-α-pinen deluje na odpornost bakterij z 
vsaj dvema mehanizmoma, in sicer z inhibicijo izlivnih črpalk in posledično zmanjšanjem 
izčrpavanja protimikrobnih spojin iz celic in s povečanjem prepustnosti celične stene in s 
tem olajšanjem vstopa protimikrobnih spojin v celico. 
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