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1 UvOD

Bifidobakterije so pomembna skupina mikroorganizmov, ki med prvimi naselijo prebavni
trakt. Poselitev prebavnega trakta z mikrobi se za¢ne ob rojstvu, ko pride novorojenéek v
stik z materino vaginalno in ¢revesno mikrobioto. Tako predstavljajo bifidobakterije kar 91
% Ccrevesne mikrobiote pri dojenih dojenckih in 75 % pri zalivanckih, medtem ko jih je pri
odraslih le Se okoli 3 %. Med starostnimi skupinami se ¢revesna mikrobiota po sestavi zelo

razlikuje, vendar je pri vsakemu posamezniku edinstvena in stabilna (Hadadji in sod., 2005).

Bifidobakterije ze kar tradicionalno opisujemo skupaj z mle¢nokislinskimi bakterijami
(MKB), Ceprav so filogenetsko precej oddaljene od njih, razlikujejo pa se tudi po metabolni
poti razgradnje heksoz. So grampozitivne, obvezno anaerobne, nesporogene, negibljive,
rahlo ukrivljene do razvejane paliCice, katerih oblika spominja na ¢rko Y, sladkorje pa
razgrajujejo po specifiéni in edinstveni fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni poti (Tannock,
1999). Njihove naravne ekoloske nise so prebavni trakt, ustna votlina, Zivila, prebavila
insektov in odplake, kot sestavni del pa jih najdemo v Stevilnih probioti¢nih izdelkih, kjer
pomagajo pri vzpostavljanju obrambnih sposobnostih organizma, pri sintezi nekaterih
vitaminov, pri stimulaciji imunskega sistema kot tudi pri zmanjSanju alergijskih reakcij
(Rogelj, 2009). Bifidobakterije osamljene iz ¢revesne sluznice so zelo primerni kandidati za
probiotike, ker so humanega izvora in varne za uporabo. Z izlo¢anjem biolosko aktivnih

snovi blagodejno vplivajo na gostiteljevo zdravje (Biavati in sod., 2000).

Bifidobakterije so predmet raziskav Ze vrsto let, njihova osamitev iz ¢revesne sluznice pa je
obetavna, saj gre za izolate, ki bi se, zaradi prilagojenosti na to specificno mikrookolje, ob
zauzitju kot probiotiki v ¢revesni sluznici zagotovo laze naselili ali vsaj zadrzali krajsi ¢as.
Pri osamitvi bifidobakterij iz kompleksnih bioloskih vzorcev pa pogosto naletimo na tezave
kot so pomanjkljiva selektivnost gojis¢ za bifidobakterije ter njihovo odmiranje med
precepljanjem (Ferraris in sod., 2010). Zato so med potencialno probioti¢nimi
bifidobakterijami zanimivi predvsem robustnejSi sevi s toleranco za niZje koncentracije
Kisika. Vse pogosteje pa se za prepoznavanije bifidobakterij uporabljajo molekularne metode,
ki temeljijo na neposredni analizi DNA posameznih sevov s pomocjo Verizne reakcije s
polimerazo (PCR), specifiéne za rod, katere zanesljivost pa zmanjSujejo mozni lazno

pozitivni rezultati. ZanesljivejSe metode temeljijo na ugotavljanju zaporedja nukleotidov
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gena za 16S rRNA, ki pa ni primeren za pregledovanje vecjega Stevila izolatov (Matsuki in
sod., 2003). Velika prednost metod analize DNA je njihova neodvisnost od okoljskih

dejavnikov (Smole Mozina in Jersek, 2001).

1.1 NAMEN DELA

V nalogi smo se posvetili identifikaciji bifidobakterij, predhodno osamljenih iz vzorcev
Crevesne sluznice otrok. Z razlicnimi fenotipskimi (barvanje po Gramu, fruktoza-6-fosfat
fosfoketolazni test) in genotipskimi metodami (PCR, RAPD), ki omogocajo potrjevanje
pripadnosti rodu/vrsti oz. razlikovanje med sevi bi olajsali in izboljsali pridobivanje

zanimivih izolatov bifidobakterij (potencialni probiotiki) iz kompleksnih bioloskih vzorcev.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Crevesna sluznica otrok vsebuje bifidobakterije.
e Kombinacija fenotipskih in molekularnin metod omogoca dolo¢anje in

karakterizacijo bakterij rodu Bifidobacterium.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RAZVOJ CREVESNE MIKROBIOTE

Mikrobiota prebavnega trakta je zelo raznolik mikrobni sistem. Stevilne raziskave so
pokazale, da je naravna mikrobna populacija, ki naseljuje prebavni trakt, zelo dobro
prilagojena in izjemno stabilna. Med starostnimi skupinami se zelo razlikuje, pri

posamezniku pa je stabilna in mo¢no vpliva na njegovo fiziologijo (Tannock, 2001).

Po predvidevanjih naj bi ¢loveski prebavni trakt naseljevalo med 500 in 1000 razlicnih
bakterijskih vrst, ki pripadajo vsaj 50-im rodovom. Obvezni anaerobi so predstavniki rodov
Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, medtem ko fakultativni anaerobi pripadajo rodovom Lactobacillus,
Klebsiella, Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus ter vrsti Escherichia coli (Grmanova in
sod., 2010).

Metabolno je debelo ¢revo najbolj aktiven telesni organ, kjer mikrobiota prispeva k
razgradnji in absorpciji hrane, s komunikacijo z gostiteljevimi celicami pa vzpodbuja
specifiéne odzive, ki sodelujejo v razliénih pomembnih fizioloSkih funkcijah — vpliva na
obrambne sposobnosti, izgradnjo ¢revesne stene ter razvoj in delovanje imunskega sistema
(Rogelj, 2009).

V Zelodcu je zaradi kislega okolja in posledi¢no nizke vrednosti pH najmanj bakterij v
primerjavi z drugimi deli ¢revesja, prevladujejo pa predvsem laktobacili, streptokoki in
nekatere kvasovke (Bibek in Arun, 2008). Zaradi agresivne Cérevesne tekocine (zolG,
pankreati¢ni sok) in kratkega tranzitnega Casa tudi dvanajstnik vsebuje majhno Stevilo
mikrobov. Nato Stevilo mikrobov hitro naras¢a in doseze najvecjo velikost v debelem

¢revesu (101°-10'2 KE/g vsebine) (Rogelj, 2009).

V tankem crevesu prevladujejo vrste rodov Lactobacillus in Enterococcus, v debelem pa
druzina Enterobacteriaceae in razlicne vrste iz rodov Bacteroides, Fusobacterium,
Clostridium, Eubacterium, Enterococcus, Bifidobacterium in Lactobacillus (Bibek in Arun,
2008).
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Poselitev prebavil z mikrobi se za¢ne ob rojstvu, ko je novorojenec po bivanju v sterilnem
okolju izpostavljen okolju, bogato poseljenem z mikroorganizmi (Rogelj, 2009). Bakterije
iz materinega genitalnega trakta in ¢revesne vsebine naselijo dojenckov gastrointestinalni
trakt med porodom. Po treh dneh zivljenja lahko iz blata osamimo bakterije rodu
Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium in Enterobacter, ki so obvezni anaerobi (Ventura
in sod., 2012). Po drugem letu starosti je sestava ¢revesne mikrobiote ze zelo podobna kot
pri odraslih. S prehodom na normalno hrano se poveca stevilo bakterij rodu Bacteroides in

grampozitivnih kokov (Goldin, 2003).

Stevilénost bifidobakterij niha pri ljudeh skozi celotno Zivljenjsko obdobje. Velika porast
bifidobakterij je v dobi dojenja, saj predstavlja kar 91% celotne mikrobiote (VIkova in sod.,
2004), v odrasli dobi predstavljajo le Se 25% celotne ¢revesne mikrobiote, do drasti¢nega
padca Stevila bifidobakterij pa pride pri starostnikin zaradi zmanjSanega izlo¢anja
zelod¢nega soka, kar privede do porasta predvsem klostridijev in koliformnih bakterij
(O’ Connell, 2009).

2.2 ROD Bifidobacterium

2.2.1 Zgodovinski razvoj

Prva spoznanja o bifidobakterijah segajo v konec devetnajstega stoletja, ko je Tissier iz blata
dojencka osamil bakterije z obliko Y in jih poimenoval Bacillus bifidus. V istem ¢asu je tudi
italijanski raziskovalec osamil bakterije s podobno morfologijo, ki pa so se po njegovem
mnenju razlikovale od Tissierjevih izolatov in jih je zato uvrstil v rod Lactobacillus. Ne
glede na razlike je Holland leta 1920 predlagal enotno ime Lactobacillus bifidus (Turroni in
sod., 2011).

Kasneje je Orla-Jensen pri razvrs¢anju in opisovanju mikroorganizmov uporabil metode, ki
so temeljile na novih kriterijih fiziologije, prehranskih potreb ter metabolnih in encimatskih

lastnosti obravnavanega mikroorganizma (Scardovi, 1986).

Razvoj kemotaksonomije je v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja zaznamoval zaletek
novega obdobja v taksonomiji. Biokemijske raziskave prokariontov so pokazale, da je

analiza celi¢nih komponent koristna pri opisovanju in razvrs¢anju bakterij. Scardovi in
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Trovatelli (1965) sta pri bifidobakterijah odkrila encim fruktoza-6-fosfat fosfoketolazo
(F6PPK) in ugotovila, da bifidobakterije nimajo aldolaze in glukoza-6-fosfat dehidrogenaze,
dveh encimov, ki sta prisotna pri laktobacilih (DeVries in Stouthamer, 1967).

Leta 1974 se je v osmi izdaji Bergeyevega priro¢nika zapis Bifidobacterium prvi¢ pojavil
kot samostojen rod, ki je takrat vkljuceval 11 vrst bifidobakterij. Kasneje so se pojavili
zagovorniki ideje o sorodnosti bifidobakterij z aktinomicetami (Stackebrandt in Woese,
1981). Po ugotovitvah Fernandez in sod. (1984) se bifidobakterije razlikujejo od aktinomicet
le po mureinski strukturi celi¢ne stene in zato jih Se danes uvrS¢amo med aktinobakterije

(razred Actinobacteria).
2.2.2 Taksonomija

Rod Bifidobacterium predstavlja eno ve¢jih bakterijskih taksonomskih enot. So predstavnice
druzine Bifidobacteriaceae in reda Bifidobacteriales, ki pripada razredu Actinobacteria
(Biavati in sod., 2000).

Na sliki 1 je prikazano filogenetsko drevo predstavnikov rodu Bifidobacterium, ki jih zaradi
nahajanja v razli¢nih ekoloskih ni$ah lahko razdelimo v Sest razli¢nih filogenetskih skupin:
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium bovum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pullorum in Bifidobacterium pseudolongum
(Turroni in sod., 2011).
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B. asteroides

B. pseudolongum

B. adolescentis

B. longum B. boum

B. pollorum

Slika 1: Filogenetsko drevo predstavnikov rodu Bifidobacterium (Turroni in sod., 2011: 38).

Ne dolgo nazaj so bile osamljene Se tri nove vrste rodu Bifidobacterium iz ¢mrljevega
prebavnega trakta in sicer Bifidobacterium actinocoloniiforme, Bifidobacterium bohemicum
in Bifidobacterium bombi (Killer in sod., 2011).

2.2.3 Splo$ne znacilnosti

Bifidobakterije so obvezno anaerobne, negibljive, nesporogene in po gramupozitivne
palicaste do ukrivljene in celo razvejane bakterije ki dajejo videz v obliki ¢rke V, X ali Y.

Njihove kolonije so gladke, izbocene, svetlece in mehke strukture (Rada in Petr, 2002).

Ogljikove hidrate presnavljajo v mleéno in ocetno kislino po fruktoza-6-fosfat
fosfoketolazni poti (FOPKK) in so edine znane ¢revesne bakterije, ki uporabljajo to
fermentacijsko pot (Jay, 1992). Tako jih tudi laZje lo¢imo od ostalih mle¢nokislinskih
bakterij (MKB), ki so jim podobne po morfoloskih in fizioloskih lastnostih. Encim F6PKK

katalizira cepitev fruktoze-6-fosfata na eritrozo-4-fosfat in acetil-fosfat do koné¢nih
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produktov. Na sliki 2 je prikazana presnovna pot ogljikovih hidratov, ki je znacilna za rod
Bifidobacterium.

Aktivnost FOPPK v celi¢nih ekstraktih je uporabna metoda za razlikovanje bifidobakterij od
morfolosko podobnih bakterij, npr. laktobacilov. Pri fermentaciji glukoze po FOPKK poti

nastajata ocetna in mle¢na kislina v razmerju 3:2 (Tannock, 1999).

Bifidobakterije humanega izvora lahko kot vir ogljika poleg glukoze izkoris¢ajo tudi
galaktozo, laktozo in fruktozo. Pri fermentaciji ogljikovih hidratov tvorijo kisline, ne tvorijo
pa plinov (Felis in Dellaglio, 2007).

2 glukoza
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fruktoza‘-G-P fr:ktoza -6-P
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2 O\
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Slika 2: Presnovna pot ogljikovih hidratov pri bifidobakterijah (Biavati in Mattarelli, 2006: 328).

Optimalne razmere rasti bifidobakterij so pri temperaturi 37-41 °C, a ne pod 25 °C (Gomes
in Malcata, 1999). Optimalna temperatura rasti bifidobakterij humanega izvora je 36-38 °C
in bifidobakterij animalnega izvora od 41-43 °C. Izjema je B. thermacidophilum, ki raste

tudi pri 49,5 °C. Rod bifidobakterij je toleranten za kislo okolje, optimalne razmere rasti so
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pri vrednosti pH 6-7. Pod pH 4,55 in nad 8,5 ni rasti, izjema je zopet vrsta B.
thermacidophilum, ki raste pri pH 4 (Biavati in Mattarelli, 2006).

Vecina bifidobakterij humanega izvora proizvaja vitamine B kompleksa kot so tiamin,

riboflavin, vitamin Bs, folna Kislina, niacin in piridoksin (Jay, 1992).

Tehnoloska uporabnost bifidobakterij kot starterskih kultur v mlekarski industriji je
omejena, predvsem z vidika primernosti sevov za gojenje ter obstojnosti med tehnoloskimi
postopki, skladiS¢enjem in distribucijo zivila kakor tudi negativnega vpliva na senzori¢ne
lastnosti izdelka (McCartney, 2003). Ker gre za striktno anaerobne mikroorganizme je zaradi
izvajanja tehnoloSkih postopkov v aerobnih razmerah prisotno njihovo odmiranje, zaradi
tvorbe ocetne kisline kot enega glavnih produktov metabolizma heksoz pri bifidobakterijah
pa dobi izdelek okus po kisu. Po drugi strani pa lahko bifidobakterije prav zaradi tvorbe
ocetne kisline delujejo protimikrobno (Mohammadi in sod., 2012).

Poleg organskih Kislin pa lahko bifidobakterije delujejo protimikrobno tudi s tvorbo
bakteriocinov oz. bakteriocinom podobnih protimikrobnih snovi. V zadnjih 30-ih letih so
bili med drugim raziskani in opisani bifidin, bifidocin B, bifilong, bifilact Bb-46, bifilact
Bb-12, thermophilicin B67, bifidin I in lantibiotik bisin, ki so protimikrobno aktivni proti
razli¢énim bakterijskim vrstam, vklju¢ujo¢ grampozitivne, gramnegativne, patogene bakterije

in bakterije kvarljivke (Martinez in sod., 2013).

V primerjavi s koliformnimi bakterijami in enterokoki najdemo v ¢loveskem blatu od 10 do
100 krat ve¢ bifidobakterij. Najdemo jih tudi v ov¢jih in tele¢jih vampih (Turroni in sod.,
2011).

2.2 EKOLOGIJA BIFIDOBAKTERIJ

Bifidobakterije se nahajajo v prebavnem traktu ljudi in Zivali, ustni votlini, odplakah, krvi
in hrani (Ventura in sod., 2012). Osamili so jih iz blata dojencka in odraslega ¢loveka,
vagine in zobnega kariesa (Biavati in sod., 2000). Sliki 3 in 4 prikazujeta razli¢éne ekoloske

ni$e rodu Bifidobacteirum.
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Slika 3: Habitati rodu Bifidobacterium pri ¢loveku (Biavati in Mattarelli, 2006: 332).
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Slika 4: Vrste bifidobakterij, ki jih najdemo pri zivalih (Biavati in Mattarelli, 2006:332).

Za preiskovanje pestrosti populacije bifidobakterij, ki jih najdemo v ¢revesni sluznici in
blatu ljudi, se uporablja vecfazni pristop, ki temelji na kombinaciji gojitvenih metod
osamitve s pomocjo selektivnih gojis¢ in v nadaljevanju ugotavljanja nukleotidnega

zaporedja ter karakterizacijo njihovih genov na 16S rRNA (Turroni in sod., 2011).
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Po navedbah Scardovi (1986) naj bi v prebavnem traktu odraslega ¢loveka prevladovale
bifidobakterije iz vrst B. bifidum, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B.

gallicum in B. dentium.

Z uporabo klasi¢nih gojitvenih metod se je izkazalo, da sta vrsti B. adolescentis in B. longum
prevladujoci v prebavnem traktu odraslega ¢loveka (Gavini in sod., 2001) in da sta vrsti B.
infantis in B. breve prevladujoc¢i v prebavnem traktu dojenckov (Hadadji in sod., 2005). Pri
dojenih dojenckih pa so najpogosteje zastopane vrste B. breve, B. infantis, B. longum in B.
bifidum (VIkova in sod., 2005).

Kot prikazuje preglednica 1, poseljujejo bifidobakterije predvsem sedem razli¢nih ekoloskih
ni§ in sicer ¢revesje ¢loveka, vagino, ustno votlino, Zivila, prebavni trakt zivali, odplake in

crevesje Cebel.
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Preglednica 1: Vrste bifidobakterij in njihov izvor (Russel in sod., 2011: 90).

VRSTA

Ekoloska nisa, iz katere so vrsto najprej osamili- izvor

37
38
39
40

41
42

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
3L

32.
33.
34.
35.
36.

B. adolescentis

B. actinocoloniiforme

B. angulatum

B. animalis subsp. animalis;
B. animalis subsp. lactis

B. asteroides

B. bifidum

B. bohemicum

B. boum

B. bombi

. Bombiscardovia coagulans

. breve
. catenulatum
. choerinum
. coryneforme
. crudilactis
. cuniculi
. denticolens
dentium
. gallicum
. gallinarum
. indicum
. infantis
. longum subsp. longum;
subsp. infantis;
subsp. suis
B. inopinatum
B. lactis
B . magnum
B. merycicum
B. minimum
B. mongoliense
B. pseudocatenulatum
B. pseudolongum subsp. globosum;
subsp. pseudolongum
B. psychraerophilum
B. pullorum
B. ruminantium
B. saeculare
B. scardovii
. B. stercoris
. B. subtile
. B. suis
. B. thermacidophilum subsp.
theracidophilum
. B. thermophilum subsp. porcinum
. B. tsurumiense

Blato odraslega ¢loveka, vamp goveda, odplake, vagina
Crevo émrljev

Crevo odraslega ¢loveka, odpadna voda

Blato podgane in piscancev, odpadna voda

Jogurt

Prebavila cebel

Blato dojencka, blato odraslega ¢loveka, vagina ¢loveka
Crevo émrljev

Vamp govedi, blato prasicev

Crevo émrljev

Crevo émrljev

Crevo dojencka, blato odraslega ¢loveka, vagina ¢loveka, odpadna voda
Blato odraslega ¢loveka, blato dojencka, odpadna voda
Blato prasi¢a, odpadna voda

Prebavila cebel

Sveze mleko in siri

Blato kunca

Zobni karies

Zobni karies, ustna votlina, blato odraslega ¢loveka
Crevo odraslega ¢loveka

Slepo ¢revo pis€ancev

Prebavila cebel

Crevo dojencka, &revo mladih tele

Blato odraslega ¢loveka

Blato dojencka

Blato prasicev

Zobni karies

Fermentirani mlecni izdelki

Blato kunca

Vamp govedi

Odpadna voda

Fermentiran mle¢ni izdelek iz kobiljega mleka iz Mongolije
Blato dojencka, odpadna voda

Vamp govedi, prasicev, pis¢ancev, podgan in morskih prasickov
Blato dojencka, blato mladih telet, odpadna voda

Blato telet, podgan, ovac, vamp govedi, odpadna voda
Blato prasicev

Vamp govedi, blato pisancev

Blato kunca, vamp govedi

Blato kunca

Cloveska kri

Odpadna voda, blato odraslega ¢loveka

Blato prasica

Blato prasica, odpadna voda

Blato prasica
Zobni plak hrckov
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2.3 BIFIDOBAKTERIJE KOT PROBIOTIKI

2.3.1 Definicije probiotikov skozi zgodovino

Beseda probiotik izhaja iz grSke besede »pro bios« in v prevodu pomeni »za zivljenje«

(Svensson in Hakansson, 2014).

Zgodovinski koncept probiotikov sega tisocletja v preteklost, saj so Ze takrat uZivanje
fermentiranega mleka povezovali z ugodnimi uéinki na zdravje. Danes je znano, da je prav
fermentirano mleko glavni vir MKB s probioti¢énim delovanjem oz. zdravju Kkoristnimi
ucinki (Ranadheera in sod., 2010).

Sodobni koncept probiotikov sega v zacetek 20. stoletja, ko je ruski nobelovec Elie
Metchnikoff priSel do prvih spoznanj o terapevtskih lastnostih fermentiranih vrst mleka in
pomembnosti MKB pri vzdrzevanju zdravja. Porocal je o bolgarskih kmetih, pri katerih je
opazil zelo dolgo zivljenjsko dobo, kar je pripisoval njihovemu nacdinu prehranjevanja,
predvsem uzivanju velikih koli¢in kislega mleka. Ugotovil je, da se Crevesna mikrobiota
spremeni z uzivanjem kislega mleka ter da so za fermentacijo mleka pomembne
grampozitivne pali¢aste bakterije Bacillus bulgaricus. Slednjo poznamo danes pod imenom
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ki je skupaj s Streptococcus thermophilus

odgovorna za tradicionalno fermentacijo mleka v jogurt (Vasiljevic in Shah, 2008).

O zdravju koristnih u¢inkih mikroorganizmov je na prelomu iz 19. v 20. stoletje porocal tudi
Tissier, ko je otrokom z drisko predpisoval kozarec ¢iste kulture Bacillus acidiparalactici
ali v mesanici z Bacillus bifidus, saj naj bi bile te kulture sposobne izriniti patogene bakterije
(Rogelj, 2001).

Izraz probiotik sta leta 1965 prvi¢ uporabila Lilly in Stillwell, s katerim sta opisala snovi, ki
jih proizvaja en mikroorganizem in stimulirajo rast drugih mikroorganizmov. Leta 1974 je
Parker uporabil izraz probiotik za opis dodatkov zivalski krmi, ki pospesujejo rast. Fuller pa
je leta 1989 preoblikoval Parkerjevo definicijo, da so probiotiki ziv mikrobni dodatek krmi,
ki ugodno vpliva na Zival gostiteljico z izboljSanjem njenega mikrobnega ravnoteZja

(Gueimonde in Salminen, 2013).
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Leta 1992 je Havenaar s sodelavci predlagal razsiritev definicije probiotikov tudi na humano
prehrano in njeno dopolnitev, da je probiotik mono- ali meSana kultura zivih
mikroorganizmov, ki koristno u¢inkujejo na Cloveka ali zival z izboljSanjem lastnosti

obstojece mikrobiote (Svensson in Hakansson, 2014).

V letu 1998 sta bili podani dve definiciji probiotikov in sicer ena s strani delovne skupine v
okviru ILSI (ang. International Life Science Institute) kot »prehranskih dodatkov z Zivimi
mikroorganizmi, ki ugodno vplivajo na zdravje gostitelja« ter druga podana s strani Guarner
in Schaafsma, da so »probiotiki Zivi mikroorganizmi, ki dokazano ugodno ucinkujejo na

zdravje, €e jih zauzijemo v zadostni koli¢ini«.

Slednja je od 2002 dalje veljavna definicija probiotikov, ki sta jo povzeli tudi Organizacija
za prehrano in kmetijstvo (ang. Food and Agriculture Organization, FAO) ter Svetovna
zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization, WHO) (WHO/FAO, 2001).

2.3.2 Probioti¢ni mikroorganizmi

Zadnja leta je bifidobakterijam namenjeno veliko pozornosti zaradi Stevilnih zdravju
pozitivnih u¢inkov, pa Ceprav so nekateri mehanizmi delovanja Se vedno nepojasnjeni

(Turroni in sod., 2011).

Vecina probiotiénih mikroorganizmov je iz vrst mleénokislinskih bakterij (MKB), saj so le
te normalni prebivalci prebavnega trakta. Med MKB prevladujejo predvsem predstavniki
laktobacilov, veliko pa je tudi bifidobakterij, ki Ze zelo zgodaj po rojstvu poselijo prebavni
trakt. Eden glavnih selekcijskih kriterijev za izbiro probioti¢ne bakterije je uspeS$na
prezivelost pri prehodu skozi prebavni trakt, saj je to osnovni pogoj za uspe$no u¢inkovanje

v ¢revesju (Tamime in sod., 2005).

Probioti¢ne bakterije morajo biti odporne proti nizkim vrednostim pH, glede hranil pa so
zahtevni organizmi. Ve¢inoma se nahajajo v okolju bogatem s hranilnimi snovmi, kot so
mleko, sir, jogurt, meso, pijace, zelenjava in sadje, kjer je na voljo veliko enostavnih
sladkorjev za pretvorbo v energijo (Adamic¢ in sod., 2003). Nekatere MKB in bifidobakterije

so Clanice normalne ¢revesne mikrobiote in vagine sesalcev. Pomembna je tudi njihova
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vloga v proizvodnji fermentirane hrane in pri zdravem prehranjevanju, saj so poleg
proizvodnje mlecne kisline odgovorne tudi za raznoliko aromo in teksturo fermentiranih
izdelkov (Russell in sod., 2011).

V preglednici 2 so zbrane najpomembnejse vrste bakterij, ki se uporabljajo v probioticnih
izdelkih. Najpogosteje uporabljeni probioti¢ni mikroorganizmi so laktobacili. Sledijo jim
bifidobakterije, enterokoki in ostali, ki ne pripadajo MKB. Le ti se redko uporabljajo v
mlecnih izdelkih, pogosteje jih najdemo v liofilizirani obliki v farmacevtskih preparatih

(Gaggia in sod., 2010).

Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki jih uporabljamo kot probiotike (Gardiner in sod., 2002: 433).

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

2.3.3 Izbira probioti¢nega seva

Sevi, ki jih uporabljamo kot probiotike morajo biti taksonomsko definirani in varni za
uporabo. Potrebno jih je dobro prouciti in poznati njihov mehanizem delovanja. Za izbiro
probioti¢nega seva moramo upostevati vidike varnostnega, funkcionalnega in tehnoloskega

kriterija.

2.3.3.1 Varnostni kriterij

Z varnostnega vidika je zazeljeno, da so sevi vrstno specifi¢ni, torej so humanega izvora in
uporabni za prehrano ljudi, so nepatogeni in netoksi¢ni (Vasiljevic in Shah, 2008). Prav tako
je pomembno, da imunski sistem tolerira sev in da proti njemu ne tvori protiteles (Collins in
sod., 1998).
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Bakterije, ki jih uporabljajo kot probiotike, ne smejo vsebovati genov za odpornost proti
antibiotikom. Tezave nastopijo pri sevih, ki pripadajo vrstam, za katere je znano, da imajo
nekateri njihovi predstavniki prisotne virulenéne dejavnike in lahko povzroc¢ajo bolezni pri
¢loveku (npr. Enterococcus sp., E. coli, Bacillus sp.,...). Odpornost proti antibiotikom je

lastnost, ki jo je treba pri probioti¢nih sevih $e posebej prouciti.

Probioti¢ni izdelki navadno vsebujejo bakterije vrst, ki so priznane kot varne s statusom
GRAS (ang. Generally Recognized As Safe). To so organizmi, za katere je znacilno, da je
njihova nepatogenost dokazana z dolgoletno varno uporabo (Rogelj in Bogovi¢ Matijasic,
2004). Pri proucevanju probioti¢nega seva nas zanima tudi njegova aktivnost v prebavnem
traktu in sposobnost naselitve, saj tako lahko ugotovimo morebitne pozitivne ali negativne

ucinke posameznega seva (Saarela in sod., 2000).

2.3.3.2 Funkcionalni Kkriterij

Probioti¢ni sev mora zadostiti osnovnim pogojem oz. kriterijem funkcionalnosti, kot so
(Saarela in sod., 2000):
e odpornost proti zelod¢ni kislini in zolénim solem, saj zaradi kislega okolja lahko
prezivijo prehod,
e sposobnost vezave na Crevesne epitelne celice in odstranitev patogenih bakterij,
e proizvodnja koristnih encimov ali metabolitov,
e ucinkovitost proti patogenim bakterijam, kot so Helicobacter pylori, Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes in Clostridium difficile,
e antimutageno in antikancerogeno delovanje nekaterih probioti¢nih sevov, Ki naj bi
bili sposobni vezave in razgradnje kancerogenih snovi, modulacije prokancerogenih
encimov in zatiranja tumorjev z mehanizmi imunskega odziva,

e Kklini¢no dokazani in dokumentirani zdravstveni uéinki.

Ena od stevilnih lastnosti probioti¢nega seva je tvorba protimikrobnih snovi kot so organske
kisline, vodikov peroksid, ogljikov dioksid, diacetil, acetaldehid, D-izomere aminokislin,

bakteriocini in druge. S proizvodnjo teh snovi MKB zavirajo rast ¢revesnih patogenov.
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2.3.3.3 Tehnoloski kriterij

Probioticni sevi morajo poleg varnostnih in funkcionalnih kriterijev zadostiti tudi
tehnoloskim kriterijem med tehnoloskim postopkom proizvodnje zivila. Tehnoloski kriteriji
zahtevajo primernost sevov za gojenje, sposobnost prezivetja med posameznimi
tehnoloskimi postopki, obstojnost med ¢asom skladiS¢enja in transporta, primerne
senzori¢ne lastnosti ter genetsko stabilnost seva in odpornost proti fagom (Vasiljevic in
Shah, 2008).

Na prezivetje probioti¢nih bakterij v fermentiranih mle¢nih izdelkih vplivajo tudi interakcije
z drugimi sevi, fizioloSko stanje kulture ter nastali metabolni produkti. Prav tako pa je
prezivetje odvisno tudi od dostopnosti hranil, prisotnosti rastnih faktorjev, koncentracije
sladkorjev, raztopljenega kisika, temperature inkubacije, casa fermentacije in ter

temperature in ¢asa skladis¢enja (Shah, 2000).

2.3.4 Vpliv probiotikov na zdravje

V Stevilnih raziskavah je bilo ugotovljeno, da probioti¢ni sevi ugodno vplivajo na zdravje
cloveka. Vezejo se na Crevesne celice in izboljSajo zdravje prebavnega trakta, znizujejo
fekalno encimsko aktivnost, preprecujejo driske, spodbujajo imunski sistem, blazijo

simptome laktozne intolerance, zviSujejo imunsko odpornost in lajSajo simptome alergij

(Orel, 2010).

2.4 METODE SELEKCIJE IN IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ RODU Bifidobacterium

Prepoznavanje in identifikacija bifidobakterij sta zahtevni nalogi zaradi njihove fenotipske
in genotipske heterogenosti. K boljSemu razumevanju njihove taksonomije prispeva
poznavanje morfoloskih, fizioloskih in molekularnih znacilnosti posameznih vrst (Biavati in
Mattarelli, 2006).

Izbira metode je odvisna od vrste izdelka in preiskovanih mikroorganizmov, pogosto pa so

v uporabi kombinacije razli¢nih metod.
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cov v

omogoc¢imo rast dolocenih vrst bakterij, medtem ko je rast ostalih vrst zelo slaba ali v celoti
zavrta. Analiza vkljuCuje opazovanje morfoloskih lastnosti zraslih kolonij, barve in velikosti
(Tabasco in sod., 2007). Razlikovanje posameznih vrst bakterij je mogoce tudi na podlagi
opazovanja drugih znacilnosti, kot so obcutljivost za kisik in antibiotike, poraba hranil ter

produkcija metabolitov (Charteris in sod., 1997).

Klasi¢ne kultivacijske metode so velikokrat dolgotrajne in zahtevne, zato se vedno bolj
posluzujemo hitrih, specificnih in obcutljivih metod, ki temeljijo na analizi DNA,

najpogosteje z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) (Coeuret in sod., 2004).

Obstaja ve¢ vrst PCR in kombinacij z drugimi molekularnimi metodami, ki jih lahko
izvedemo pred ali po pomnozevanju DNA s PCR. Taks$ni primeri so vrstno/rodovno
specificna PCR v kombinaciji z gelsko elektroforezo, RAPD (naklju¢no pomnozena
polimorfnra DNA), DGGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza v kombinaciji z
denaturacijskim gradientom), REA (analiza z restrikcijskimi encimi) in druge (Smole
Mozina in Jersek, 2001).

V preglednici 3 so predstavljene najpogosteje uporabljene metode za identifikacijo

bifidobakterij in sicer na nivoju rodu, vrste ali seva.
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Preglednica 3: Tehnike identifikacije bifidobakterij na nivoju rodu, vrste in sevov (Biavati in Mattarelli,
2006: 335).

Identifikacija na nivoju L o . L
g Identifikacija na nivoju vrste Identifikacija na nivoju seva
rodu

Analiza polimorfizmov dolzin
restrikcijskih fragmentov (ang.
Restriction fragment length
polymorphism — RFLP)
Plinska kromatografija Elektroforeza v pulzirajo¢em polju
Ugotavljanje fermentacijskega profila (ang. Pulsed-field gel
electophoresis — PFGE)

Fruktoza-6-fosfat

fosfoketolazni test Ugotavljanje morfologije celic

fermentiranih izdelkov

Elektroforeza
Analiza strukture celi¢ne stene
Regija notranjih distan¢nikov
ribosomske DNA (ang. Internal
transcribed spacer - ITS)
Uporaba vrstno specifi¢énih markerjev
Restrikcijska analiza pomnozene

Uporaba za rod

specifiénih-zagetnih ribosomske DNA (ang. Amplified i
_ _ ribosomal DNA restriction analysis — Ribotipizacija
oligonukleotidov v PCR ARDRA)

Metoda nakljuéno pomnozene DNA
(ang. Random amplified polymorphic
DNA - RAPD)

Metoda fluorescentne in situ
hibridizacije (ang. Fluorescence in
situ hybridization - FISH)

2.4.1 Klasi¢ne metode kultivacije

Pri kultivacijski mikrobioloski tehniki gre =za doloCitev velikosti populacije
mikroorganizmov v vzorcih na podlagi primerne razredCitve osnovnega vzorca in kultivaciji
le-tega na primernem selektivnem gojis¢u ob predpisanih optimalnih pogojih (Mullan,

2002).

Za gojitev se, odvisno od namena preiskave, uporabljajo razlicna gojisc¢a, na primer
osnovna, obogatitvena, diferencialna in selektivna gojiSca ter gojiS€a za ugotavljanje
biokemijskih lastnosti. Pri klasi¢ni identifikaciji bakterij je potrebno osamiti ¢isto kulturo na
primarnem selektivnem gojis¢u, nato pa izvesti serijo biokemijskih in seroloskih testov
(Jersek, 2009).

V splosnem so vrste rodu Bifidobacterium odporne proti gentamicinu in nalidiksi¢ni kislini,

so pa slabSe odporne proti neomicinu. Proucevali so tudi selektivnost gojiS¢ za



Zabukovec P. Identifikacija bifidobakterij osamljenih iz crevesne sluznice otrok. 19
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

bifidobakterije, ki namesto glukoze vsebujejo maltozo, rafinozo, salicin, melibiozo ali
katerega od ostalih ogljikovih hidratov (Mullan, 2002).

2.4.1.1 Osamitev bifidobakterij z uporabo neselektivnih in selektivnih gojis¢

Gojis¢a za osamitev in Stetje kolonij bifidobakterij v grobem delimo na neselektivna in
selektivna gojis¢a (Biavati in Mattarelli, 2006), kjer se neselektivna gojisc¢a uporabljajo
predvsem za precepljanje, gojenje in ugotavljanje velikosti populacij Cistih kultur
bifidobakterij, selektivna gojis¢a pa so namenjena za selektivno osamitev bifidobakterij iz

kompleksnih vzorcev.

V preglednici 4 je prikazana sestava neselektivnih in selektivnih gojiS¢, najpogosteje

uporabljanih pri mikrobioloSkih manipulacijah osamitve bifidobakterij iz humanega blata.

Preglednica 4: Sestava gojis¢ za bifidobakterije ter dodatki (Ferraris in sod., 2010: 470).

“ x x X OSNOVNO
GOJISCE | OKRAJSAVA | IME GOJISCA COJISCE DODATKI
ang. Modified ictai
MMRS MRS MRS agar L-cistein HCI
ang. Tryptone
TPY Phytone Yeast
Neselektivno ang.
Wilkins-Chalgren Wilkins- _—
WCB sarod Chalgren Tween 80, gHIé:?za, L-cistein
Bifidobacterium Anaerobe
agar
ang.
BSM Bifidobacterium MRS L-cistein HCI, Mupirocin
selective medium
MTPY ang. Modified TPY TPY Tween 80, ocetna kislina, L-
cistein HCI, Mupirocin
ang.
Selektivno BFM Bifidobacterium 13 razli¢énih dodatkov
medium
Beerens Beerens agar Coglér;rbla Propionska kislina
ang. Wilkins-
Chalgren za L
WCBM Bifidobacterium WCB Mupirocin
Mupirocin
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Poskusi z bifidobakterijami, osamljenimi iz blata ¢loveka, govejega vampa in prebavnega
trakta Cebel, so pokazali, da sta glavni sestavini neselektivnega gojisc¢a TPY, ki omogocata
rast in prezivelost bifidobakterij, tripton in fiton. Poleg rasti in stabilnosti bifidobakterij
omogoca to gojisce tudi izolacijo in kultivacijo sevov, ki pripadajo zelo raznolikim vrstam
rodu Bifidobacterium iz razli¢nih ekoloskih nis. Ker pa gojis¢e ni selektivno, lahko privede
do rasti tudi drugih mikroorganizmov, kot so laktobacili in streptokoki (Ferraris in sod.,
2010).

Biavatti in Mattarelli (2006) navajata, da je gojis¢e TPY zelo uporabno za osamitev
bifidobakterij iz blata Cloveka. Na tem gojis¢u so dobro vidne morfoloske lastnosti
bifidobakterij, kot so Stevilo in razporeditev kolonij, medtem ko so pod mikroskopom dobro

vidni celi¢ni obrisi, velikost in razvejanost kolonij.

Selektivnost gojis¢ za bifidobakterije lahko povecamo tako, da ¢imbolj zavremo rast
spremljajo¢e mikrobne populacije, kar dosezemo z dodatkom razli¢nih selektivnih
suplementov v gojisce, kot so litijev Klorid, natrijev propionat ali propionska kislina,
iodoocetna kislina, z znizanjem vrednosti pH gojis¢a na 5,5 ali manj, ali pa z dodatkom
rastnih faktorjev kot so riboflavin, duSikovi derivati, piruvi¢na kislina, enostavni ali
sestavljeni ogljikovi hidrati (rafinoza, laktoza, laktuloza, oligosaharidi), ki vplivajo na boljSo
rast bifidobakterij (Biavati in Mattarelli, 2006).

Tako je za osamitev bifidobakterij iz mle¢nih izdelkov od leta 2010 v veljavi standard, ki
opisuje metodo selektivnega ugotavljanja domnevnih bifidobakterij v mle¢nih izdelkih z
uporabo tehnike $tetja kolonij pri temperaturi 37 °C v anaerobnih razmerah na gojis¢u TOS,
ki mu je dodan antibiotik mupirocin (ISO 29981/IDF 220:2010). Metoda se uporablja za
analizo prisotnih in zivih bifidobakterij, ki se, skupaj z drugimi MKB, nahajajo v
fermentiranih in nefermentiranih mle¢nih izdelkih, v mleku v prahu, mle¢nih formulah za

dojencke ter v starterskih kulturah.

Ce zelimo osamiti bifidobakterije iz mle¢nih izdelkov moramo uporabiti dodatke, ki zavirajo
rast drugih prisotnih probioti¢nih mikroorganizmov in/ali tehnoloskih MKB (laktobacili,

streptokoki) (Roy, 2001). Bifidobakterije v mlecnih izdelkih pogosto pripadajo vrstam
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Bifidobacterium adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. animalis subsp. lactis, B.
bifidum, B. breve, B. infantis in B. longum.

Lahko recemo, da je selektivnost gojis¢a zelo pomembna, saj s primernimi dodatki v
hranilno gojis¢e omogoc¢imo rast le taréni bakterijski vrsti, zato se poleg Ze navedenih
selektivnih dodatkov pogosto uporabljajo tudi antibiotiki (gentamicin, nalidiksi¢na kislina,

neomicin), razli¢ni viri ogljikovih hidratov, soli in Zol¢ (Mullan, 2002).

Ze leta 1978 so Terraguchi in sod. (1978) za osamitev in kvantitativno dolodanje
bifidobakterij predlagali uporabo selektivnih dodatkov, kot so neomicin, nalidiksi¢na
kislina, litijev klorid in paramomicin sulfat (NNLP) (Mullan, 2002).

Po drugi strani pa za osamitev bifidobakterij iz humanega blata $e ni na voljo primernega in
validiranega gojiSca, zato iS€ejo raziskovalci nove moznosti. Eno novejsih selektivnih gojis¢
za bifidobakterije je WCBM (Wilkins-Chalgren za Bifidobacterium Mupirocin), ki ga
pripravimo tako, da osnovnemu komercialno pripravljenemu gojis¢u WCAA (ang. Wilkins-
Chalgren Anaerobe Agar) dodamo glukozo, Tween ter cistein in dobimo gojis¢e WCB (ang.
Wilkins-Chalgren Bifidobacterium), katerega selektivnost pa dosezemo z dodatkom
selektivnega faktorja mupirocina. Poleg enostavne priprave, je gojis¢e WCBM ucinkovito
za selektivno osamitev bifidobakterij iz vzorcev humanega blata (Ferraris in sod., 2010).
Antibiotik mupirocin zavira rast laktobacilov, enterokokov in streptokokov, ne pa tudi

bifidobakterij (Thitaram in sod., 2005).

2.4.2 Molekularne tehnike

Pri identifikaciji in razvr§¢anju mikroorganizmov se velikokrat uporabljajo molekularne
tehnike, ker so natan¢ne in hitre (Baleiras Couto in sod., 1994). Pri ugotavljanju stopnje
sorodnosti mikroorganizmov pogosto uporabljamo metode tipiziranja DNA, kot je na primer
metoda verizne reakcije s polimerazo (PCR), ki temelji na preiskavi DNA in se uporablja

tudi za ugotavljanje prisotnosti mikroorganizmov v Zivilih in drugih vzorcih (Jersek, 2009).
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2.4.2.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, ki omogoca
kopiranje odsekov DNA s pomoc¢jo encima DNA polimeraze in je omogocila nove, hitre
analize za identifikacijo razli¢nih mikroorganizmov (Matsuki in sod., 2003). Stopnje, ki so
vkljuéene v preiskavo vzorca s PCR so priprava DNA, priprava in izvedba PCR in analiza
pomnozkov (JerSek, 2009).

Princip metode je in vitro pomnozitev dela tarcne DNA z encimom DNA-polimeraza v
ciklicnem termostatu. Polimeraza je termostabilen encim, ki so ga osamili iz termofilnih
bakterij vrste Thermus aquaticus. Optimalna temperatura delovanja encima je 72 °C, svojo
aktivnost pa ohrani tudi pri visjih temperaturah, ki so potrebne za denaturacijo dvoverizne
DNA (Gaspari¢ in Komel, 1996; Kwon in sod., 2005).

Termostat zagotavlja zvezno spreminjanje temperature v ciklu, Ki zajema tri faze:

1. denaturacija 0ziroma razdvajanje dvoverizne DNA (npr. 95 °C, 30 s),
2. prileganje zacetnih oligonukletidov (npr. 55-72 °C, 5-60 s),
3. podaljSevanje verige (npr. 72 °C, 60 s).

V vsakem ciklu se Stevilo tarénih kopij podvoji. S 25-imi do 35-imi ponovitvami cikla se

koncentracija pomnoZenega dela DNA eksponentno pomnozi tudi do 10° kopij (Jersek,

2009).

Za pomnozevanje dela DNA je potrebna reakcijska meSanica, ki poleg tarénih molekul
DNA, vsebuje termostabilno DNA-polimerazo, mesanico dNTP, Mg?*, reakcijski pufer in
par zacetnih oligonukleotidov. Vsak potek PCR moramo glede na izvedbo in namen
optimizirati (dolociti temperature in ¢ase v ciklu, Stevilo ponovitev ciklusa in dolociti sestavo

reakcijske meSanice) (Jersek, 2009).

Izbira zacetnih oligonukleotidov je odvisna od wvrste PCR, wvrste preiskovanih
mikroorganizmov ter zaporedja baz adenin, timin, gvanin in citozin v zaéetnih
oligonukleotidih (Matsuki in sod., 2003).
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Pomnozke PCR najpreprosteje preverimo in analiziramo z agarozno gelsko elektroforezo

tako, da njihovo velikost primerjamo z molekularnim oznacevalcem z znanimi velikostmi

odsekov (Jersek, 2009).

PCR je zelo specificna in obcutljiva metoda. Predpogoj za uspe$no in selektivno
pomnozevanje je predhodno poznavanje nukleotidnega zaporedja vsaj enega dela genoma

bakterije (Poljak in sod., 1994).

Stevilne raziskave predpostavljajo, da PCR predstavlja klju¢ za natan¢no analizo mikrobnih

interakcij v prebavnem traktu, vklju¢no s proucevanjem vloge probioti¢nih bakterij v tem

procesu (Ahmed in sod., 2013).

Slika 5: Cikli¢ni termostat za PCR

2.4.2.2 Metoda naklju¢no pomnoZzene polimorfne DNA (RAPD)

Ena od najpogosteje uporabljanih molekularno bioloskih metod na osnovi verizne reakcije s
polimerazo DNA, ki omogoca odkrivanje raznolikosti mikroorganizmov, je metoda
nakljuéno pomnozene polimorfne DNA (angl. randomly amplified polymorphic DNA,
RAPD).

Metoda je primerna za analize velikega Stevila bakterijskih sevov v dokaj kratkem ¢asu
(Kwon in sod., 2005).

Osnova RAPD je verizna reakcija s polimerazo, v katero sta vkljuéena genomska DNA, Ki
sluzi kot matrica in zacetni oligonukleotidi z nakljuénim oligonukleotidnim zaporedjem, Ki

pomnozuje naklju¢ne odseke na matri¢ni verigi DNA. Metoda poteka s ponavljanjem enakih
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faz kot pri PCR (denaturacija dvoverznih verig DNA, prileganje zacetnih oligonukleotidov
in sinteza DNA) (Srutkova in sod., 2011).

Pri RAPD ni potrebno predhodno poznavanje zaporedja DNA, saj uporabimo nespecifi¢ne
in krajSe zacetne oligonukleotide s poljubnim zaporedjem, kar nam omogoca tudi analizo
neznanih vrst oz. sevov (Menard in Mouton, 1993). Pri RAPD uporabimo ve¢inoma le en
zacCetni oligonukleotid in Ce se le-ta veze na komplementarna mesta DNA, Ki niso oddaljena
ve¢ kot 3000 baznih parov, se regija med obema mestoma prileganja zaCetnega

oligonukleotida podvoji (Tcherneva in sod., 2000).

Dolzina zacetnih oligonukleotidov, ki se najpogosteje uporabljajo v RAPD, je 10
nukleotidov. Prav zaradi kratkega zaCetnega oligonukleotida je verjetnost, da le-ta najde
vecje Stevilo komplementarnih mest v genomu dovolj velika. Pri tem se samo v eni reakciji
pomnozi ve¢ razlicno dolgih pomnozkov DNA, ki izvirajo iz razlicnih delov genoma

(Caetano Anoles, 1993).

Metoda je ucinkovita pri ugotavljanju genetskih raznolikosti med organizmi in pri
razlikovanju znotraj posameznih vrst organizmov. Glavne prednosti metode so enostavnost
in nezahtevnost ter predvsem moznost razlikovanja sevov iste vrste (Riede in sod., 1994).
Izrazita pomanjkljivost metode pa so slaba ponovljivost in relativno tezka interpretacija
rezultatov, kar naj bi bila posledica razli¢nih koncentracij in Cistosti DNA, sestave
reakcijskega pufra ter razli¢ne intenzitete enako dolgih namnozenih odsekov DNA (Baleiras
Couto in sod., 1994). Ponovljivost lahko moc¢no izboljSamo s standardizacijo posameznih
faz metode RAPD ter uporabo reagentov vedno od istega proizvajalca (Tcherneva in sod.,
2000).
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2.4.3 Encimske tehnike

Biokemijske znacilnosti so prav tako pomemben Kkriterij pri identifikaciji bakterij. Z
razliénimi biokemijskimi testi dokazujemo aktivnost encimov (koagulaza, oksidaza),
sposobnost razgradnje razli¢nih substratov (ogljikovi hidrati, beljakovine, $krob,...) ter na
kaksen nacin poteka razgradnja (fermentativno, oksidativno). Za posamezne seve je tudi

znacilno, da za rast potrebujejo dodatne rastne dejavnike.

2.4.3.1 Fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni test (F6PKK)

Z encimskimi metodami ugotavljamo aktivnost encima fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza
(F6PKK), ki je znailen za metabolizem sladkorjev pri bifidobakterijah. S pomocjo
encimogramov lahko odkrivamo $e izoencime specifiénih encimov FOPPK, transaldolaz ali
6-fosfoglukonat dehidrogenaz (Fanedl, 2002).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK POSKUSA

V nalogi smo se posvetili identifikaciji bifidobakterij, predhodno osamljenih iz vzorcev
¢revesne sluznice otrok. Pri tem smo uporabili biokemijski test ugotavljanja aktivnosti
encima fruktoza-6-fosfat fosfoketolaze ter molekularni pristop, kjer smo v PCR z rodovno
specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi potrjevali pripadnost rodu Bifidobacterium, v RAPD

pa smo bifidobakterije razvrstili v skupine na nivoju seva 0z. zelo sorodnih sevov.

V nalogi smo se osredotocili tudi na pripravo oz. iskanje tekocCih gojiS¢€, prilagojenih za
kultivacijo bifidobakterij, saj zaenkrat takih gojis¢ komercialno ni na voljo. Trenutno edini
mozni nac¢in priprave takih goji$¢ bi bilo njihovo sestavljanje iz posameznih komponent, kar

pa se je izkazalo za precej drag pristop, zato smo ta del naloge opustili.

Potek dela je prikazan na sliki 6.
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Slika 6: Diagram poteka dela
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Sevi bifidobakterij

Magistrska naloga je bila del sirSe zastavljenega projekta KC Brin, katerega partner je bil
tudi Institut za mlekarstvo in probiotike, kjer je potekalo pri¢ujoce delo. Ker so bili
izhodi$¢ni vzorci za pridobitev bifidobakterij biopti ¢revesne sluznice otrok in ker so to zelo
dragoceni vzorci, z njimi nismo neposredno rokovali, temve¢ smo dobili iz bioptov Ze
osamljene bakterijske seve bifidobakterij, ustrezno shranjenih pri -20 ° C. V preglednici 4

so zbrani sevi bifidobakterij, predhodno osamljeni iz €revesnih bioptov.

Preglednica 5: Sevi bifidobakterij, osamljeni iz ¢revesnih bioptov

Zaporedna OZNAKA SEVA Zaporedna OZNAKA SEVA
Stevilka Stevilka

1 1 32 28 mala velika
2 3 33 29 mala
3 10 34 29 velika
4 11 35 30 velika
5 15 36 31 velika mala
6 1liz WCA 37 31 velika velika
7 2 iz WCA 38 33
8 3iz WCA 39 35
9 4 iz WCA 40 37 mala
10 5iz WCA 41 37 velika
11 6 iz WCA 42 38 velika mala
12 13A 3A 43 40
13 18A 3A 44 41 velika prosojna
14 17 (rumena) 3A TOS 45 43 mala
15 17 (rumena) 3A MRS+CYS 46 43 velika
16 17 (roza) 3A 47 36 (iz URI)
17 1iz URI 2A 48 16 iz MRS+CYS krem 2A (iz URI) velika
18 1iz MRS+CYS velika 2A 49 T1 malamala
19 11 iz bujona 2B 50 T1 mala velika
20 16 iz MRS+CYS bela 2A 51 T1 velika mala
21 20 mala mala 52 T1 velika velika
22 20 mala velika 53 T5 mala mala
23 20 velika mala 54 T5 mala velika
24 20 velika velika 55 T5 velika velika
25 21 velika 56 T9
26 22 mala
27 22 velika
28 23 mala
29 23 velika
30 27 velika
31 28 mala mala
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Za preverjanje aktivnosti encima fruktoze 6-fosfat fosfoketolaze (F6PPK) smo pri
raziskovalni nalogi uporabili sev B. animalis subsp. lactis Bb-12 (DSM 15954), ki nam je
sluzil kot pozitivna kontrola ter kot negativho kontrolo uporabili sev Lactobacillus
acidophilus La-5 (DSM 13241).

Sev B. animalis subsp. lactis Bb-12 je eden najbolj razsirjenih sevov bifidobakterij v
probioti¢nih izdelkih. Sev ni humanega izvora, vendar pa mu toleranca za kislo okolje in za

prisotnost kisika omogocata uporabo v razlicnih zivilih in prehranskih dopolnilih

(Mohammadi in sod., 2012).

3.2.2 Gojisca za bifidobakterije

3.2.2.1 Tekoce gojis¢e MRS s cisteinom

Za pripravo tekoCega gojis¢a MRS z dodatkom cisteina (MRS+cys) smo zatehtali 52,2 g
dehidriranega gojis¢a MRS (Merck, Darmstadt, Nemcija) in ga raztopili v 1 litru
demineralizirane vode ter dodali cistein (Merck) v koncentraciji 0,05 %. Gojis¢e smo nato
razdelili po 10 ml v epruvete in ga avtoklavirali pri 118 °C 15 minut. Tekoce gojis¢e smo

uporabili za namnozevanje bifidobakterij.

Slika 7: Preceplanje sevov bﬁobakterij v tekoce gojis¢e MRS+cys
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3.2.3 Reagenti za barvanje po Gramu

Za barvanje po Gramu smo uporabili komplet Color Gram 2 (BioMérieux, Marcy-L’Etoile,
Francija), ki vsebuje barvilo kristal vijoli¢no, barvilo lugol, meSanico acetona in etanola
(2:1) in barvilo safranin. Pred mikroskopiranjem smo preparatu na objektnem stekelcu
dodali imerzijsko olje.

3.2.4 Reagenti in encimi za osamitev DNA

DNA bifidobakterij smo osamili s pomo¢&jo komercialnega kompleta DNA Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, ZDA), katerega sestavine so
predstavljene v preglednici 6.

Preglednica 6: Sestavine komercialnega kompleta DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit

Zaporedna KOMPONENTA FUNKCIJA
Stevilka
1 ang. Cell Lysis Solution Raztopina za lizo celic
2 ang. Nuclei Lysis Solution Raztopina za lizo celi¢nega jedra
3 ang. Protein Precipitation Solution Raztopina za obarjanje proteinov
4 ang. DNA Rehydration Solution Raztopina za rehidracijo DNA
5 ang. RNase solution Raztopina RNaza

Poleg komercialnega kompleta smo uporabili $e sledece reagente:
e 2500 U/ml mutanolizin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
e 10 mg/ml lizocim (Sigma)

e 50 mM EDTA, pH=8 (Sigma)

e lzopropanol (Merck)

e 70 % etanol (Merck)

3.2.5 Reagenti za PCR in RAPD

Za pripravo reakcijskih mesanic za PCR 0z . RAPD smo uporabili kemikalije iz kompleta

GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega):
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e 5X zeleni Go Taq® flexi pufer za polimerazo brez MgClz

e 25 mM MgCl:

e Go Tag® DNA polimeraza (5U/ul)

in ostale reagente:

e mesanico dNTP, vsak v koncentraciji 10 mM (Fermentas, Vilna, Litva)

e zacCetni oligonukleotidi (zaloZzna koncentracija 100 uM) (Invitrogen, Molecular

probes, Oregon, ZDA)

e deionizirana, mikrofiltrirana in sterilna voda MilliQ

Preglednici 7 in 8 prikazujeta zacetne oligonukleotide, ki smo jih uporabili pri PCR in

RAPD.

Preglednica 7: Zacetni oligonukleotidi specifi¢ni za rod Bifidobacterium

Oznaka Velikost
Taréni rod zaletnega Nukleotidno zaporedje pomnozka Vir
oligonukleotida (bp)
Bifidobacterium Bif 164-f 5-GGGTGGTAATGCCGGATG-3' 520 Si’f]‘tgc')‘g“
Bif 662-r 5'-CCACCGTTACACCGGGAA-3 200 1"
Preglednica 8: Zacetni oligonukleotidi za RAPD
Oznaka zacetnega . . .
oligonukleotida Nukleotidno zaporedje Vir
M13 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3' Torriani in sod., 1999
KGT-70GC 5-AGCGGGCGTA-3 Intitut za miekarstvo in
probiotike
KGT-80GC 5-CGCGTGCCCA-3 Intitut za mlekarstvo in
probiotike
GTGH 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’ Versalovic in sod., 1994
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Slika 8: Reagenti za PCR in RAPD

3.2.6 Reagenti za analizo pomnoZkov v agaroznem gelu
e Agaroza: SeaKem® LE Agarose (Londa, Rockland, ZDA)

e 0,5x pufer TAE (Tris Acetatni EDTA pufer), pH=8,0
o velikostna lestvica DNA: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas)
e DNA barvilo: Sybr Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen)

3.2.7 Reagenti za fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni test F6PPK

Za ugotavljanje aktivnosti F6PPK smo uporabili naslednje reagente (Tannock, 1999):
0,05 M fosfatni pufer (pH 6,5) z dodatkom cisteina (500 mg/I; Merck)

raztopina NaF (natrijev fluorid; 6 mg/ml; Sigma-Aldrich) in Nal acetat (natrijev iodo
acetat; 10 mg/ml; Sigma-Aldrich)

NH2OH HCI (hidroksilamin hidroklorid; 13,9 g/100 ml vode; Sigma-Aldrich), sveze
nevtraliziran z NaOH do vrednosti pH 6,5

TCA (triklorocetna kislina; 15 % (w/v) v vodi; Merck)

HCI (klorovodikova kislina; 4 M; Merck)

FeClz x 6H20 (zelezov III klorid heksa hidrat; 6,5 % (w/v) v 0,1 M HCI; Sigma-
Aldrich)

o fruktoza 6-fosfat (natrijeva sol; 80 mg/ml; Sigma-Aldrich)

za lizo celic pa smo pri sonikaciji uporabili Se:
e mutanolizin, zalozna raztopina 2500 U/ml (Sigma)

¢ lizocim, zaloZna raztopina 6 mg/ml (Sigma)
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3.3 LABORATORNSKI MATERIAL IN OPREMA

e Komora za pripravo reakcijskih mesanic PCR (UV sterilizing cabinets and
workstation UVP),

e UV transiluminator Chemi Genius? (Bio imaging system),

e Auvtoklav (A-21 CA Kambic, Slovenija),

e Inkubator (BT150, Marijan Krokter, Slovenija),

e Centrifuga (mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Nemcija),

e Mikrovalovna pecica (32 L, Bosch, Nemc¢ija),

e pH meter (Mettler Toledo MP 120, Mettler, Nemcija),

e Laboratorijski pribor: epruvete, pipete, pincete, steklovina, stojala, gorilnik, nastavki
za pipete, tehtnica,

e Sonikator (Soniprep 150, MSE Scientific Instruments, UK),

e (ikli¢ni termostat za izvedbo PCR (Mastercycler gradient, Eppendorf, Nemcija),

e Svetlobni mikroskop (Reichert, Avstrija),

e Oprema za elektroforezo: elektroforetska banjica za vlivanje gela, glavnicki, banjica

z barvilom Sybr Safe™.

3.4 METODE

3.4.1 Priprava bakterijskih sevov bifidobakterij

Bifidobakterije, predhodno osamljene iz vzorcev Crevesne sluznice otrok in preciScene S
precepljanjem na trdno gojis¢ée MRS+cys, smo ozivili iz zamrznjenih kultur, hranjenih pri -
20 °C v mikrobni zbirki InStituta za mlekarstvo in probiotike BiotehniSke fakultete v

Domzalah. S cepilno zanko smo jih precepili v tekoce gojis¢e MRS+cys.

Izrast bifidobakterij smo zagotovili z inkubacijo cepljenih gojis¢ 48 ur pri 37 °C v

anaerobnih razmerah (GenBox in generatorji anaerobnih razmer; BioMerieux).
3.4.2 Ugotavljanje morfoloskih znacilnosti bifidobakterij

Za opis morfoloskih znalilnosti bifidobakterij smo opazovali njihove makro- in

mikromorfoloske lastnosti.
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Pri makromorfoloskih znacilnostih smo opazovali izgled povrSine, velikost, obliko in barvo
kolonij, zraslih na gojis¢éu MRS+cys, medtem ko smo za opisovanje mikromorfoloskih
znacilnosti pripravili preparate izbranih kolonij in s pomocjo svetlobnega mikroskopa pri

1000-kratni povecavi opazovali, obliko, velikost, formacijo in obarvanje po Gramu.

Slika 9: Opazovanje mikromorfoloskih lastnosti bifidobakterij s svetlobnim mikroskopom

Za barvanje po Gramu smo pripravili preparat tako, da smo ob gorilniku na objektno stekelce
kanili kapljico raztopine dikalijevega hidrogen fosfata in vanjo vmesali izbrano kolonijo
bifidobakterije, ki smo jo s trdnega gojis¢a prenesli s cepilno zanko. Razmaz smo posusili
na zraku ob gorilniku ter ga nato s 3-kratnim potegom skozi plamen fiksirali. Sledilo je

barvanje po Gramu, kot je prikazano v preglednici 9.

Preglednica 9: Postopek barvanja po Gramu.

Potek Trajanje (min)

Nanos barvila kristal vijolet 1

Spiranje z vodo

Nanos barvila lugol 1

Spiranje z vodo
Razbarvanje preparata z meSanico etanola in acetona (1:1)

Spiranje z vodo

Nanos barvila safranin 1

Spiranje z vodo 1

Susenje
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3.4.3 Osamitev DNA

Za osamitev DNA smo po 1 ml namnozenih bakterijskih kultur bifidobakterij prenesli v
mikrocentrifugirke in sledili navodilom komercialnega kompleta Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega).

Osamljeno DNA posameznih sevov bifidobakterij smo do uporabe v PCR in RAPD hranili

v zamrzovalniku (-20 °C).
3.4.4 Priprava reakcijskih meSanic za PCR in RAPD

Reakcijske mesanice za PCR in RAPD smo pripravljali v posebni komori za PCR, ki smo jo
predhodno 30 min osvetljevali z UV svetlobo. Pri svojem delu smo uporabljali zas¢itne
rokavice, da ne bi prislo do kontaminacije. Vse kemikalije za reakcijske meSanice, ki smo
jih pripravili s pomoc¢jo kompleta GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega), smo hranili

na ledu. Kon¢ni volumen posamezne reakcijske mesanice je bil 20 pl.

Slika 10: Komora za pripravo reakcijskih mesanic za PCR in RAPD

3.4.4.1 Potrjevanje rodu Bifidobacterium s PCR in za¢etnima oligonukleotidoma Bif 164-f
in Bif 662-r

Preglednica 10 prikazuje sestavo reakcijske meSanice za PCR z izbranima zaCetnima
oligonukleotidoma Bif 164-f in Bif 662-r.
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Preglednica 10: Sestava 20 pl reakcijske mesanice za PCR z zacetnima oligonukleotidoma Bif 164-f in Bif
662-r.

Sestavina Koli¢ina (ul)

DNA vzorca 1,0

Mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 14,5
Zeleno obarvan GoTag® pufer z MgCl, (5x) 4,0
Zacetni oligonukleotid Bif 164-f (100 uM 0,1
Zaletni oligonukleotid Bif 662-r (100 uM) 0,1
dNTP (10 mM) 0,2

GoTagq® DNA polimeraza (5U/ul) 0,1

3.4.5 RAPD

Genetsko raznovrstnost oz. istovetnost preiskovanih bifidobakterij smo ugotavljali z RAPD,
v katerih smo uporabili 4 razlicne RAPD zacetne oligonukleotide in sicer M13, KGT-70GC,
KGT-80GC in GTG5. V preglednicah 11, 12, 13 in 14 so prikazane sestave reakcijskih
mesanic za RAPD s posameznimi zacetnimi oligonukleotidi. V vsak RAPD smo vkljuéili

tudi negativno kontrolo, ki smo jo pripravili tako, da smo v reakcijsko meSanico namesto
DNA vzorca dodali mikrofiltrirano in avtoklavirano vodo.

3.4.5.1 RAPD z zaCetnim oligonukleotidom M13

Preglednica 11 prikazuje sestavo reakcijske meSanice za RAPD =z zacetnim
oligonukleotidom M13.

Preglednica 11: Sestava reakcijske mesanice za RAPD z zagetnim oligonukleotidom M13.

Sestavina Koli¢ina (ul)

DNA vzorca 2,0
Mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 10,4
Zeleno obarvan GoTaqg® flexi pufer (5x) 4,0
MgCl, (25 mM) 3,2

Zacetni oligonukleotid M13 (100 uM) 0,1
dNTP (10 mM) 0,2

GoTag® DNA polimeraza (5U/ul) 0,1

3.4.5.2 RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT-70GC

Preglednica 12 prikazuje sestavo reakcijske meSanice za RAPD =z zaletnim
oligonukleotidom KGT-70GC.
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Preglednica 12: Sestava reakcijske meSanice za RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT-70GC.

Sestavina Koli¢ina (ul)
DNA vzorca 1,0
Mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 11,2
Zeleno obarvan GoTaq® flexi pufer (5x) 4,0
MgCl, (25 mM) 3,2
Zacetni oligonukleotid KGT-70GC (100 pM) 0,1
dNTP (10 mM) 0,4
GoTagq® DNA polimeraza (5U/ul) 0,1

3.4.5.3 RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT-80GC

Preglednica 13 prikazuje sestavo reakcijske meSanice

oligonukleotidom KGT-80GC.

Preglednica 13: Sestava reakcijske meSanice za RAPD z za¢etnim oligonukleotidom KGT-80GC.

za RAPD 2z zaletnim

Sestavina Koli¢ina (ul)
DNA vzorca 1,0
Mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 11,2
Zeleno obarvan GoTaq® flexi pufer (5x) 4,0
MgCl, (25 mM) 3,2
Zacetni oligonukleotid KGT-80GC (100 pM) 0,1
dNTP (10 mM) 0,4
GoTag® DNA polimeraza (5U/ul) 0,1

3.4.5.4 RAPD z zacetnim oligonukleotidom GTGS5

Preglednica 14 prikazuje sestavo reakcijske meSanice za RAPD =z zaletnim

oligonukleotidom GTGS5.

Preglednica 14: Sestava reakcijske mesanice za RAPD z zagetnim oligonukleotidom GTGS5.

Sestavina Koli¢ina (ul)
DNA vzorca 2,0
mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 2,5
zeleno obarvan GoTaq® flexi pufer (5x) 4,0
MgCl; (25 mM) 2,4
zacCetni oligonukleotid GTG5(100 pM) 4,0
dNTP (2 mM) 5,0
GoTagq® DNA polimeraza (5U/ul) 0,1




Zabukovec P. Identifikacija bifidobakterij osamljenih iz revesne sluznice otrok. 38
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

3.4.5.5 Razmere PCR 0z. RAPD

PCR je potekal v ciklicnem termostatu z encimom DNA polimeraza. Cikel je zajemal
denaturacijo dvoverizne DNA, prileganje zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje verig.
Ko smo mikroepruvete s pripravljenimi reakcijskimi meSanicami prenesli v cikli¢en
termostat, smo posamezne PCR o0z. RAPD izvedli v razmerah, Ki jih prikazuje preglednica
15.

Preglednica 15: Razmere PCR oz. RAPD z razli¢nimi za¢etnimi oligonukleotidi.

Vr . - Stevil .
sta Cikel reakcije Razmere Stevilo Vir
metode ciklov
Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1
PCR za rod Denaturacija DNA 95°C, 30 s 30 Satokart
Bifidobacterium Prileganje zacetnih oligonukleotidov 62°C,30s sgdo ZBOT
Podaljsevanje verige DNA 72°C,40's B
Zakljuéno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1
Denaturacija DNA 95 °C, 1 min o
RAPI\EI) 1; 2.0. Prileganje zacetnih oligonukleotidov 45 °C, 20 sec 40 Zgg“alng;g;g
Podaljsevanje verige DNA 72 °C, 2 min B
Zakljuéno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min
Zacetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min
RAPD Denaturacija DNA 95 °C, 1 min Ifl|§t|1(mt tZ a
ZZ.0. - - SV : : 5 : mieKarstvo
KGT 70-GC Prileganje 'zvacetn?h 0llgonukleot|dov 37 OC, 2 m%n 35 in
Podaljsevanje verige DNA 72 °C, 2 min probiotike
Zakljuéno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 5 min 1
Zadetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 1
RAPD Denaturacija DNA 95°C, 1 min In|§t|l<tut tZ a
ZZ.0. - - s - - ) : mieKarstvo
KGT 80-GC Prileganje 'zvacetn'lh ohgonukleotldov 37 OC, 2 m%n 35 in
Podaljsevanje verige DNA 72 °C, 2 min probiotike
Zakljuéno podaljsevanje verige DNA 72 °C, 5 min
Zacetna denaturacija DNA 94 °C, 4 min
RAPD 7 2.0 Denaturacija DNA 94 °C, 30 sec Versalovic
GTGS e Prileganje zacetnih oligonukleotidov 42 °C, 30 sec 35 in sod.,
Podalj$evanje verige DNA 72 °C, 30 sec 1994
Zakljuéno podaljSevanje verige DNA 72 °C, 4 min 1
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3.4.6 Agarozna gelska elektroforeza

Z agarozno gelsko elektroforezo smo analizirali pomnozke PCR in RAPD, ki smo jih dobili
z razlicnimi oligonukleotidi. Agarozne gele, ki so bili glede na pricakovano velikost
pomnozkov razliéno zamrezeni, smo pripravili iz agaroze in pufra TAE, ki smo ju v
mikrovalovni pecici segrevali do bistrosti. Nato smo gel ohladili in ga razlili v model z
vstavljenimi glavni¢ki. Ko se je gel strdil, smo odstranili glavni¢ke in gel prenesli v
elektroforezno banjico z 0,5-kratnim pufrom TAE. V prvo luknjico v gelu smo vedno nanesli
2,5 ul velikostne lestvice DNA 100 bp, v ostale luknjice pa po 20 ul pomnozkov RAPD oz.
PCR. Na gele smo nanesli $e pozitivno kontrolo (PCR z za rod Bifidobacterium specifi¢nimi
zacetnimi oligonukleotidi), (pozitivna kontrola) ki je bila DNA seva B. animalis subsp. lactis
Bb-12 in negativno kontrolo (RAPD, PCR z za rod Bifidobacterium specifi¢nimi zac¢etnimi
oligonukleotidi), kjer smo namesto DNA dodali mikrofiltrirano in avtoklavirano vodo. Po
koncani elektroforezi, ki je potekala 60 minut pri napetosti 90 V, smo gel prenesli v banjico
z barvilom Sybr Safe™, ki se je vezalo na odseke pomnozene DNA in pri analizi gela pod

UV svetlobo fluoresciralo. Z UV transiluminatorjem smo racunalni$ko obdelali rezultate.

Slika 12: Elektroforetska banjica
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3.4.7 Fruktoza -6- fosfat fosfoketolazni test

Za preverjanje aktivnosti encima fruktoze 6-fosfat fosfoketolaze (F6PPK) smo uporabili
protokol Tannock-a (1999):
e locitev celic iz 24-urnih bakterijskih kultur s centrifugiranjem
e spiranje pridobljenih bakterijskih celic s fosfatnim pufrom
e resuspendiranje usedline spranih celic s fosfatnim pufrom, ki sta mu dodana encima
mutanolizin in lizocim
e liziranje tako pripravljenih suspenzij celic s sonikacijo
e ugotavljanje F6PPK aktivnosti soniciranih suspenzij celic s pomocjo dodatka
substrata fruktoza-6-fosfat in ostalih reagentov (NaF, Nal acetat, NH.OH HCI, TCA,
HCI, FeClz x 6H20)
e oOpazovanje pojava rdece vijoli¢ne barve koz pozitivne reakcije- aktivnosti encima

fruktoza-6-fosfat fosfoketolaze

3.4.7.1 Priprava celi¢nega lizata bifidobakterij

Za pripravo celi¢nih lizatov smo 10 ml bakterijskih kultur bifidobakterij v MRS+cys,
predhodno osamljenih iz ¢revesne sluznice otrok, po 24-urni inkubaciji v anaerobnih
razmerah pri 37 °C centrifugirali 5 min pri 3500 g (6000 obr/min). Usedline celice smo 2x
sprali, najprej z 10 ml in nato z 1 ml 0,05 M fosfatnega pufra. Sprane celice smo
resuspendirali v 900 ul mesanice za lizo, ki smo jo pripravili iz 0,05 M fosfatnega pufra (641
ul) ter zaloznih raztopin mutanolizina (9 pl) in lizocima (250 ul). Sledil je postopek

sonikacije, s ¢imer smo nase celice dokon¢no lizirali.

Pred samo sonikacijo smo kovinsko sondo najprej previdno privili na sonikator, ¢aso z
ledom pa postavili na podstavek sonikatorja. Mikroepruveto z vzorcem celic,
resuspendiranih v meSanici za lizo, Smo odprli, vstavili v drzalo in potisnili navzgor, da se
je sonda dotaknila njenega dna. Nato smo mikroepruveto spustili do polovice nivoja vzorca
in pazili, da se stene mikroepruvete niso dotikale sonde, podstavek s ¢aso ledu pa smo
dvignili tako visoko, da je bila mikroepruveta do roba potopljena v led. Sledil je vklop

sonikatorja in nastavitev pogojev sonikacije (Cas delovanja s pavzo ter Stevilo ciklov).
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Program sonikacije za posamezen vzorec smo izvedli v treh zaporednih ciklih, kjer je bil
vsak sestavljen iz 30 sekundnega delovanja in 15 sekundne pavze. Po konc¢ani sonikaciji Smo

odstranili mikroepruveto in sondo odistili z etanolom.

3.4.7.2 Ugotavljanje aktivnosti encima F6PPK

Za ugotavljanje aktivnosti encima FOPPK smo uporabili mikrotitrske plosc¢e, kamor smo
nanesli po 25 pl soniciranih celic bifidobakterij in sicer vsak vzorec v 3 luknjice. V vsako
luknjico smo nato dodali po 6 ul mesanice NaF in Nal acetata, v dve luknjici se po 6 ul
fruktoze-6-fosfata, medtem ko je tretja luknjica sluzila kot negativna kontrola. Sledila je 30-
minutna inkubacija mikrotitrskih plos¢ pri 37 °C. Po konc¢ani inkubaciji smo reakcijo ustavili
z dodatkom 37,5 ul hidroksilamin hidroklorida v vse luknjice in pustili pri sobni temperaturi
10 minut. V vse luknjice smo nato dodali 25 ul TCA, 25 ul HCI ter 25 pl FeClsx 6H0.
Kot rezultat smo opazovali pojav rdeCe vijoli¢ne barve, kar je znak fruktoza-6-fosfat
fosfoketolazne aktivnosti.

| OBYEINO ODVUTE J0 OTSTITE ¥
SosPRAVITE V SKATIOI!

Sorprep 1850~

Slika 13: Sonikator
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4 REZULTATI

4.1 MORFOLOSKA ANALIZA BIFIDOBAKTERIJ

Makromorfoloske lastnosti izolatov bifidobakterij smo opazovali z njihovo izrastjo na
trdnem gojis¢u MRS z dodatkom cisteina, medtem ko smo mikromorfoloske lastnosti

opazovali s pregledovanjem preparatov pod svetlobnim mikroskopom.

Kolonije bifidobakterij, ki so zrasle na trdnem gojis¢u MRS z dodatkom cisteina (MRS +
cys) so bile velike priblizno 1-2 mm v premeru, bele barve in okrogle oblike z gladkim
robom. Slika 14 prikazuje rast bifidobakterij na trdnem gojis¢u MRS z dodatkom cisteina.

Slika 14: Kolonije ¢iste kulture bifidobakterij na gojis¢u MRS + cys (Foto: Canzek Majheni¢ A.)

Bifidobakterije sodijo v skupino grampozitivnih bakterij, kar smo dokazali s
pregledovanjem po Gramu pobarvanih mikroskopskih razmazov pod svetlobnim
mikroskopom. Po obliki so to kratke palcke, ki so na koncu odebeljene in razvejane v obliko
¢rke Y ali V ter modro vijoli¢ne barve. Nastete lastnosti so bile dolo¢ene za vse seve, ki so

navedeni v preglednici 5.
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[ |
Slika 15: Mikroskopski preparat bifidobakterij pod svetlobnim mikroskopom (Todar, 2009)

4.2 IDENTIFIKACIJA IN TIPIZACIJA OSAMLJENIH BIFIDOBAKTERIJ S PCR

Za osamitev DNA iz bifidobakterij smo sledili navodilom komercialnega kompleta
Wizard®Genomic DNA Purification Kit in osamljeno DNA uporabili v PCR in RAPD. Pri
PCR smo z uporabo specifi¢nih oligonukleotidnih zacetnikov Bif 164-f in Bif 662-r, ki sta
znacilna za rod Bifidobacterium, dolocili velikost pomnozka 520 bp. Pri RAPD, s katero
smo ugotavljali genetsko podobnost izolatov, pa smo uporabili $tiri razliéne zaetne
oligonukleotide. Analizo pomnozkov PCR in RAPD smo izvedli z agarozno gelsko
elektroforezo. V Zepke agaroznega gela smo nanesli po 20 pl pomnozkov, medtem ko smo

v prvi zepek nanesli 2,5 ul molekulskega oznacevalca velikosti 100 bp.

4.2.1 Potrditev rodu Bifidobacterium

S PCR in uporabo zacetnih oligonukleotidov, specifi¢nih za rod Bifidobacterium, smo zeleli
preveriti, ali je bilo gojis¢e MRS z dodatkom cisteina dovolj selektivno za izrast bakterij iz
rodu Bifidobacterium, osamljenih iz bioptov ¢revesne sluznice otrok. Tako smo vseh 56
naklju¢no izbranih kolonij z gojis¢a s PCR in uporabo zacetnih oligonukleotidov Bif 164-f

in Bif 662-r potrdili za pripadnike rodu Bifidobacterium.
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4.2.2 Tipizacija sevov rodu Bifidobacterium z razlicnimi RAPD zacletnimi
oligonukleotidi

Z RAPD smo ugotavljali sorodnost med sevi bifidobakterij, ki so bile osamljene iz ¢revesne
sluznice otrok. Osamljeno DNA smo kot tar¢no DNA uporabili v RAPD s §tirimi razli¢nimi
zaCetnimi oligonukleotidi in sicer M13, KGT70-GC, KGT80-GC in GTG5. Po analizi
pomnozkov RAPD z gelsko elektroforezo smo dobili razlicne vzorce pomnozkov- profile
RAPD, ki jih prikazujejo slike 16 (M13), 17 (KGT70-GC), 18 (KGT80-GC) in 19 (GTG5).

19 20 21 22 23 24 28 29 30 31 32 33 34 35 36
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- .H
=1

-
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Slika 16: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13.
Legenda: N: negativna kontrola, M: molekularni oznacevalec 100 bp lestvica (Fermentas), 1-56: izolati
¢revesnih bifidobakterij
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Pri analizi vzorcev pomnozkov z zacetnim oligonukleotidom M13, smo opazili razlicne
profile RAPD. Iz slike 16 lahko vidimo, da smo pri osemnajstih sevih (2-4 in 6-20) opazili
podoben vzorec RAPD, ki je bil skladen z vzorci pomnozkov pri vseh uporabljenih
oligonukleotidih za RAPD (slike 17, 18 in 19). Naslednji potencialen in dobro viden sev bi
lahko opisali na osmih progah s sevi 24, 26, 27, 29, 30, 32, 34 in 35. Na petih sevih (52-56)
smo dobili podoben vzorec pomnozkov, iz ¢esar lahko sklepamo, da gre spet za podoben
sev. Dvakrat smo na treh progah opazili pomnozke, iz katerih lahko domnevamo da gre za
podobne seve (41-43 in 46-48). Vzorci pomnozkov na ostalih progah so si bili podobni v
najve¢ dveh (22 in 25, 38 in 39, 45 in 49) ali enem pomnozku (1, 5, 21, 23, 28, 31, 33, 36,
37, 40, 44, 50, 51).
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Slika 17: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov RAPD z zadetnim oligonukleotidom KGT70-GC
Legenda: N: negativna kontrola, M: molekularni oznagevalec 100 bp lestvica (Fermentas), 1-56: izolati
¢revesnih bifidobakterij

Tako smo z zaéetnim oligonukleotidom KGT70-GC na osemnajstih progah (2-4 in 6-20)
opazili enak vzorec pomnozkov, iz ¢esar lahko sklepamo, da gre za podoben sev. Na Stirih
progah (41, 52, 55 in 56) je bilo prav tako opaziti podoben sev. Tri proge (50, 53 in 54) so

imele spet drugacen vzorec pomnozkov od ostalih iz katerega lahko sklepamo, da gre za
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naslednji podoben sev. Ostali pomnoZzki pa so si bili podobni v najve¢ dveh progah (29 in
35; 30 in 31; 45 in 49). Zaradi slabse locljivosti pomnozkov na progah 5, 21-24, 25-28, 32-
34, 36-40, 42-44, 46-48 in 51 pa rezultate tezko komentiramo.
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Slika 18: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov RAPD z zadetnim oligonukleotidom KGT80-GC
Legenda: N: negativna kontrola, M: molekularni oznacevalec 100 bp lestvica (Fermentas), 1-56: izolati

¢revesnih bifidobakterij
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Pri zacetnem oligonukleotidu KGT80-GC smo na osemnajstih progah (2-4 in 6-20) opazili
enak RAPD vzorec iz ¢esar zaklju¢ujemo, da smo tudi z zacetnim oligonukleotidom KGT80-
GC potrdili podobnost sevov. Na osmih progah (38, 39, 41, 42, 43, 46, 47 in 51) je bilo prav
tako opaziti podobnost sevov. Dobro viden sev je bilo opaziti na Stirih progah (29-32) in na
treh progah (50, 53 in 54; 52, 55 in 56). Agarozni elektroforezni pomnozki (23, 24), (26, 27),
(28, 33) in (34, 36) so si bili podobni v najve¢ dveh progah. Ostale profile prog pa zaradi

nejasnosti pomnozkov tezko komentiramo.
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Slika 19: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov RAPD z zaéetnim oligonukleotidom GTGS5
Legenda: N: negativna kontrola, M: molekularni oznagevalec 100 bp lestvica (Fermentas), 1-56: izolati
¢revesnih bifidobakterij

Tudi z zadnjim uporabljenim zacetnim oligonukleotidom GTGS smo na osemnajstih progah
(2-4 in 6-20) od¢itali podoben RAPD vzorec in domnevamo, da gre za podoben sev. Na treh
progah (21-23) je bilo prav tako opaziti enak vzorec prog. Ostali pomnozki so bili vidni v
dveh (26-27, 31-32 in 35-36) ali eni progi (5, 24, 25, 28, 29, 30, 33, 34). Proge 37-56 pa so

zaradi slabega signala dale nelocljivo sliko pomnozkov.
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S primerjavo rezultatov profilov RAPD na slikah 16, 17, 18 in 19, ki smo jih pridobili z
uporabo razliénih RAPD zacetnih oligonukleotidov, smo opazili precej raznolike slike
pomnozkov bifidobakterij. Pri vseh profilih RAPD opazimo podoben sev na osemnajstih
progah (2-4 in 6-20). Z zacetnimi oligonukleotidi M13, KGT70-GC in KGT80-GC opazimo
Stiri proge (53-56), ki so si med seboj podobne. Podobnost prog je opaziti e na treh progah
(29, 30 in 32) z zaCetnima oligonukleotidoma M13 in KGT80-GC. Zaradi slabse vidljivosti
in jasnosti slike pa vseh izolatov nismo mogli identificirati oz. jih uvrstiti v dolo¢en vzorec
RAPD.

Da bi lahko primerjali seve smo v nadaljevanju z ra¢unalniskim programom BioNumerics
na osnovi Pearson-ovega koeficienta korelacije izdelali dendrogram, s katerim smo
primerjali profile RAPD mikrobnih zdruzb bifidobakterij, pomnoZenimi z zacetnima
oligonukleotidoma KGT80-GC in M13. Slika 20 prikazuje dendrogram relativne podobnosti

bifidobakterij osamljenih iz razli€nih vzorcev.
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Slika 20: Dendrogram relativne podobnosti bifidobakterij osamljenih iz ¢revesne sluznice otrok
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Legenda slike 20:

KGT80-GC, M13: zacetna oligonukleotida
Sev: Sevi ¢revesnih bifidobakterij (1-56)
Skupina: Skupine bifidobakterij (1-30)

Po primerjavi profilov RAPD na sliki 20 ugotovimo, da je dendrogram razdelil seve v ve¢
skupin. Z uporabo dveh razli¢nih zacetnih oligonukleotidov, KGT80-GC in M13, smo 56
sevov razdelili v kar 30 skupin pri 90 % relativni podobnosti bifidobakterij.

Vzorce pomnozkov smo primerjali med seboj in rezultat je dendrogram relativne podobnosti
testiranih bifidoakterij. Torriani in sod. (1999) so v svoji Studiji preizkusili zacetni
oligonukleotid M13 in seve bifidobakterij razdelili v skupine pri 90 % relativni podobnosti.
Za primerjavo sevov smo uporabili RAPD-profile, ki smo jih dobili z zacetnima
oligonukleotidoma M13 in KGT80-GC. Pri 90 % relativni podobnosti smo seve razdelili v
30 skupin. Sakata in sod. (2002) navajajo identifikacjjo bifidobakterij in njihovo
razporeditev v skupine sevov na podlagi genetske podobnosti pri vrednosti 95 %. Pri tej

vrednosti pa pri nas dobimo kar 42 skupin.

Z uporabo zacetnih oligonukleotidov je bilo 56 sevov bifidobakterij pri 90 % relativni
podobnosti razdeljenih v 30 skupin (slika 20). Iz dendrograma vidimo, da je v skupini 11 kar
16 sevov (2-4, 6-18). Skupine 5, 7 in 13 imajo v skupini po tri seve. Iz dendrograma so
razvidne Se skupine 6, 14, 15 in 19 s po dvema sevoma. Ostale skupine so vsebovale le en
sev. Dendrogram relativne podobnosti bifidobakterij osamljenih iz ¢revesne sluznice otrok
kaze na veliko raznolikost osamljenih bifidobakterij, saj smo pri 90 % relativni podobnosti
dobili le eno vecjo skupino sevov (skupina 11), medtem ko so bili drugi sevi razvr§ceni v
skupine s 1-3 sevi. Ker nimamo podatkov o ostalih lastnostih bifidobakterij (preglednica 5),

drugih povezav ne moremo predvidevati.
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4.3 FRUKTOZA-6-FOSFAT FOSFOKETOLAZNI TEST

Izolate bifidobakterij, osamljene iz ¢revesne sluznice otrok, smo analizirali $e s fruktoza-6-
fosfat fosfoketolaznim testom. Test je pokazatelj encimske aktivnosti bifidobakterij, saj so
edine bakterije, ki presnavljajo ogljikove hidrate po fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni poti.
Pojav rdeée vijolitne barve je znak fruktoza-6-fosfat fosfoketolazne aktivnosti. Ce
zasledimo rumeno obarvanje je test negativen. Sliki 21 in 22 prikazujeta rezultate fruktoza-

6-fosfat fosfoketolaznega testa proucevanih 52 izolatov bifidobakterij.
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Slika 21: Rezultati encimskega F6PPK testa izolatov bifidobakterij

Za kontroli v encimskem testu smo kot pozitivno kontrolo za bifidobakterije uporabili sev
B. animalis subsp. lactis Bb-12, ki se je obarval rdece ter za negativno kontrolo uporabili
sev Lactobacillus acidophilus La-5, ki se je obarval rumeno. Oba predstavnika sta iz rodov
potencialnih probiotikov. Pri F6PPK testu smo od skupno 56 vzorcev bifidobakterij
analizirali le 52 vzorcev, ker so §tirje izolati odmrli med raziskavo. Ker test ni pokazal
znadilnega rdeCega obarvanja preiskovanih vzorcev bifidobakterij, lahko zaklju¢imo, da so

testirane bifidobakterije pokazale negativen rezultat na F6PPK test.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Cloveski prebavni trakt je mikrobno zelo raznolik in dinami¢en sistem, saj ga poseljuje
razliéna mikrobiota. Crevesna mikrobiota ima $tevilne vloge kot so skrb za vzdrzevanje
Crevesne homeostaze, predstavlja naravno pregrado pred naselitvijo patogenih bakterij,
prebavlja in vpliva na resorpcijo hranil, vpliva na imunski sistem in modulira izrazanje

genov (Ventura in sod., 2012).

V ¢&revesju odraslega ¢loveka je priblizno 10'%/g bakterij, od katerih so nekatere pripete na
Crevesni epitelij, druge pa zgolj prehajajo nase ¢revo (Grmanova, 2010). Posebej zanimiva
je Crevesna mikrobiota otroka, saj je zelo raznolika in gosto naseljena. Vedno bolj se je
potrebno zavedati pomena vloge crevesne mikrobiote za razvoj Se ne popolnoma razvitega
dojen¢kovega imunskega sistema. Crevesna mikrobiota namre¢ spodbuja razvoj
dojenckovega imunskega sistema in na tak nacin pogosto prepreci pojav razlicnih bolezni

(Ventura in sod., 2012).

Crevesna mikrobiota dojenih otrok je sestavljena pretezno iz bakterij rodu Bifidobacterium.
Zanje velja, da igrajo pomembno vlogo v prvih mesecih otrokovega zivljenja (Solis in sod.,
2010). Redno uzivanje bifidobakterij u¢inkovito zmanjSa pogostnost in jakost blagih do
zmernih prebavnih motenj (predvsem driske), povezanih s poruSenjem normalne ¢revesne

mikrobiote in vzdrZzuje normalno peristaltiko ¢revesja (Vlkova in sod., 2005).

Rod bifidobakterij predstavlja eno glavnih skupin v prebavnem traktu ljudi in Zzivali.
Palicaste, kratke ukrivljene do razvejane grampozitivne bakterije so odkrili s Stevilnimi

kultivacijskimi in molekularnimi metodami (Tabasco in sod., 2007).

Pri raziskovalni nalogi smo zaceli z identifikacijo 56 izolatov bifidobakterij osamljenih iz
¢revesne sluznice otrok na selektivnem teko¢em gojis¢u MRS z dodatkom cisteina. Sledilo
je potrjevanje njihove pripadnosti rodu Bifidobacterium s PCR in rodovno specifi¢nimi
zaCetnimi oligonukleotidi. Nadaljevali smo z RAPD, s katero smo ugotavljali genetsko

raznolikost med posameznimi sevi znotraj rodu Bifidobacterium. Za konec smo opravili Se
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encimski test fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni test, s katerim smo Zeleli dokazati aktivnost
encima pri bifidobakterijah.

5.1.1 Makromorfoloske in mikromorfoloske lastnosti bifidobakterij

Tradicionalne metode osamitve in identifikacije bifidobakterij temeljijo na selektivnem
gojenju izolatov na podlagi morfoloSkih lastnosti in biokemijskih testov. Te metode so
dolgotrajnejSe za pripravo, zahtevajo daljSo inkubacijsko dobo in tezje primerjamo vecje

Stevilo vzorcev med seboj v primerjavi z molekularnimi metodami (Tannock, 1999).

Osamitev bifidobakterij je bila predhodno izvedena z nacepljanjem homogeniziranih
vzorcev Crevesnih sluznic otrok na trdno gojis¢ée MRS z dodatkom cisteina in inkubacijo v
anaerobnih razmerah (neobjavljeni rezultati, Katedra za mlekarstvo). Literatura navaja, da
je gojisée primerno za osamitev in kultivacijo bifidobakterij, dodatek cisteina, kot reducenta,
ki veZe nase kisik, pa dodatno prispeva k vzpostavitvi anaerobnih pogojev za dobro rast
bifidobakterij.

Leta 1989 sta Cheng in Sandine gojis¢u na osnovi sirotke dodala L-cistein v koncentraciji
0,05 % in kvasni ekstrakt v koncentraciji 0,3 %. Rezultat je bila dobra rast bifidobakterij v

pogojih z zmanjSano vsebnostjo kisika.

Pri makromorfoloskem pregledu (4.1) so bile kolonije na gojis¢u MRS z dodatkom cisteina
bele barve, okrogle oblike z gladkim robom in svetlee povrSine. Pri pregledu
mikromorfoloskih lastnosti (4.1) pod svetlobnim mikroskopom smo opazili modro-vijoli¢no
obarvanje celic, s katerimi smo lahko potrdili, da gre za grampozitivne bakterije. Bakterije
so bile pali¢aste do razvejane oblike in z odebeljenimi konci v obliki ¢rke Y ali V, Kar je

znacilna oblika celic rodu Bifidobacterium.

Za kultivacijo bifidobakterij je na voljo precej komercialnih trdnih gojis¢, kar je ze leta 2001
predstavil v svojem preglednem ¢lanku Roy (2001), kjer obravnava razlicna osnovna,
obogatitvena, diferencialna in selektivna trdna gojisca za osamitev in $tetje bifidobakterij iz

mlecnih izdelkov. Med drugim navaja gojis¢e RCM (ang. Reinforced Clostridial Medium
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Agar), mRCM (modificirano gojis¢e z dodatkom laktoze in ovc¢je krvi), gojis¢e BL (ang.
Glucose Blood Liver), ki vsebuje glukozo in jetrno kri, gojis¢e TPY (ang. Tryptone Phytone
Yeast), gojis¢e mMRS (modificirano gojis¢e z dodatkom cisteina) in RPM gojisée iz
rekonstituiranega posnetega mleka ter Se mnoga druga, a na koncu zakljucuje, da med vsemi
trdnimi gojis¢i Se vedno ni na voljo standardnega in predpisanega gojis¢a za zanesljivo
identifikacijo bifidobakterij. Mednarodni standard 1SO 29981/IDF 220 (2010) pa za
dolo¢anje bifidobakterij v mle¢nih izdelkih s tehniko Stetja kolonij predlaga uporabo

selektivnega gojis¢a TOS z mupirocinom.

Bifidobakterije so relativno zahtevni mikroorganizmi in zahtevajo posebne rastne pogoje,
ker pa so kot potencialno probioticne bakterije pogosto prisotne v fermentiranih mle¢nih
izdelkih, je bilo veliko raziskav namenjenih izbolj$anju njihove prezivelosti med
tehnoloskimi postopki in skladis¢enjem. Talwalkar in sod. (2001) so proucevali vpliv Kisika
na probioti¢ne bakterijske vrste iz rodu Bifidobacterium in ugotovili, da sevi bolje rastejo v
anaerobnih razmerah. Prav tako bi z uporabo razli¢nih prebiotikov lahko izboljsali gojisce

in bifidobakterijam omogo¢ili rast.

Komercialno dostopni gojis¢i RCM in MRS z dodatkom cisteina zagotovita anaerobne
razmere, omogocata pa bolj neselektivno kot selektivno izrast bifidobakterij. Vklju¢evanje
cisteina v medije za rast bifidobakterij je pomembno, saj cistein kot reducent znizuje
oksidoredukcijski potencial in tako pozitivno vpliva na rast bifidobakterij. Dodatek
oligosaharidov, kot je na primer rafinoza, sluzijo kot bifidogeni faktorji, ki spodbudijo rast
bifidobakterij (Ferraris in sod., 2010).

Obogateni gojis¢i RCM in BL naj bi bili primerni za dolo¢anje bifidobakterij v fermentiranih
mlec¢nih izdelkih, vendar so iz njunih originalnih formul umaknili nekatere dodatke, zaradi

njihove tezke dostopnosti in s tem visoke cene, kakor tudi dolgotrajne priprave gojis¢ s temi

dodatki (Roy, 2001).

.....

bifidobakterije, Ki je sestavljeno iz osnovnega Wilkins-Chalgren agarja, glukoze, agarja,

Tweena ter L-cisteina-HCI. Gojis¢e WCB zagotovlja optimalno rast za neselektivno Stetje
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bifidobakterij, ne potrebuje umeritve pH, lahko je avtoklavirano z vsemi dodatki in ne
zahteva dolge inkubacije (36-48h) (Ferraris in sod., 2010).

Novejse alternativno selektivno gojisée je tudi WCBM (Wilkins-Chalgren za rod
Bifidobacterium Mupirocin), ki je z dodatkom antibiotika mupirocina $e bolj u¢inkovito in
selektivno za doloc¢anje bifidobakterij iz vzorcev humanega blata. Njegova priprava je

enostavna, samo gojis¢e pa ucinkovito za rutinske analize (Ferraris in sod., 2010).

Hartemink in sodelavci (1999) so za osamitev bifidobakterij testirali trdna gojis¢a: PROP
(ang. Beerens propionic acid medium-gojis¢e z dodatkom propionske kisline), gojis¢e RB
(ang. Raffinose-Bifidobacterium medium- gojis¢e z dodatkom rafinoze, ki je prebiotik) in
gojis¢e NPNL (gojis¢e z neomicinom, nalidiksi¢éno kislino, litijevim kloridom in
paramomicin sulfatom). Na gojis¢a so cepili vzorce blata ljudi in zivali. Na gojis¢u RB so
bakterije tvorile rumeno-zelene kolonije, kar pa ni znacilna barva kolonij predstavnikov rodu
Bifidobacterium, ki se ponavadi obarvajo belo. Kljub vsemu se je za najbolj selektivno
izkazalo gojiS¢e NPNL, saj je bila pretezna vecina izolatov, ki so jih na njem osamili iz
vzorcev blata ljudi, pripadnikov bifidobakterij. Visoko selektivnost temu gojiScu
zagotavljajo Stevilni dodatki, ki omogocajo rast bifidobakterijam in posledi¢no zavirajo rast
drugih bakterij. Tudi mikromorfoloska analiza je potrdila vecje Stevilo bifidobakterij z
gojis¢a NPNL. Na gojis¢u RB je bilo opaziti lazno pozitivne rezultate, saj ni bilo prisotnih
tipi¢nih kolonij bifidobakterij. Opaziti je bilo prisotnost kokov, klostridijev in laktobacilov,

kar je otezilo identificiranje bifidobakterij.

Selektivna goji$¢a in fenotipska identifikacija (pregled mikro in makromorfoloskih lastnosti
bifidobakterij) omogoc¢ajo precej dobro lo¢bo bifidobakterij od morfolosko podobnih
bakterij (Tannock, 1999), vendar pa iz rezultatov teh testov ne moremo potrditi kateri vrsti

0z. rodu preiskovana skupina bakterij pripada.
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5.1.2 PCR in RAPD

Zaradi Stevilnih pomanjkljivosti konvencionalnih gojitvenih metod se cedalje bolj
uveljavljajo molekularne metode. Zato smo tudi v nasi nalogi fenotipsko identifikacijo sevov
kot potencialnih pripadnikov rodu Bifidobacterium nadgradili z genotipsko identifikacijo. V
ta namen smo uporabili PCR z rodovno specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi, poleg tega

izkazuje metoda ponovljivost, je specificna, hitra ter enostavna za izvedbo.

Pri novej$ih molekularnih metodah je za ugotavljanje sorodstvenega odnosa med bakterijami
zelo pomembna primerjava genotipskih lastnosti in analiza zaporedij genov za 16S rRNA in
23S rRNA (Ventura in sod., 2012).

DNA, osamljeno iz bakterijskih sevov, ki smo jih pridobili z nacepljanjem crevesnih
bioptov, smo kot tarcno DNA uporabili v PCR in RAPD. S PCR smo zeleli potrditi rod
Bifidobacterium, z genotipizacijsko metodo RAPD pa razlikovati seve znotraj rodu

Bifidobacterium.

Vseh 56 analiziranih sevov smo v PCR potrdili za pripadnike rodu Bifidobacterium, saj smo
z agarozno gelsko elektroforezo pri vseh potrdili prisotnost pricakovanega 520 bp velikega
pomnozka, namnozenega z za¢etnimi oligonukleotidi Bif 164-f in Bif 662-r (Satokari in sod.,
2001).

V drugem delu naloge je sledilo prouc¢evanje genetske variabilnosti sevov z RAPD. Metoda
je enostavna in hitra za izvajanje, vendar pa se njena pomanjkljivost kaze v slabsi
ponovljivosti rezultatov in moc¢i razlikovanja sevov (Li in sod., 2009). Da bi dobili veé¢jo
moznost razlikovanja sevov, smo v nalogi uporabili Stiri razlicne RAPD zacetne
oligonukleotide in sicer M13 (Torriani in sod., 1999), KGT70-GC, KGT80-GC (Institut za
mlekarstvo in probiotike) in GTG5 (Versalovic in sod., 1994).

Iz rezultatov RAPD smo ugotovili, da je vecina analiziranih bifidobakterij oblikovala take
profile RAPD, da so se, ne glede na uporabljeni zaetni oligonukleotid za RAPD, ve¢inoma

podobno razvrstile v skupine. Ugotovimo lahko, da smo z uporabo razlicnih zacetnih
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oligonukleotidov dobili ve¢jo mo¢ razlikovanja RAPD za posamezni sev. Vzorce
pomnozkov za posamezen sev smo od¢itali vizualno in pri tem nismo upostevali intenzitete

posameznega pomnozka.

Iz primerjave agaroznih gelskih elektroforez pomnozkov RAPD se pri vseh $tirih zacetnih
oligonukleotidin na osemnajstih progah (2-4 in 6-20) in znotraj posameznega zacetnega
oligonukleotida pojavljajo podobni vzorci RAPD. Ker se podobnost pojavlja na istih progah
lahko domnevamo, da gre za isti sev. S primerjavo med zaCetnimi oligonukleotidi M13,
KGT70-GC in KGT80-GC opazimo na $tirih progah (53-56) podoben RAPD vzorec.
Podobnost profilov smo zaznali Se na progah 29, 30 in 32 z zacetnima oligonukleotidoma
M13 in KGT80-GC. 1z danih rezultatov lahko zaklju¢imo, da nam je z RAPD uspelo osamiti

30 razli¢nih sevov pri 90 % relativni podobnosti.

Stevilne $tudije navajajo, da so sevi bifidobakterij, ki so bili izolirani iz &revesne sluznice
otrok, pokazali visoko raven genetske podobnosti med vrstama B.infantis in B.longum, kar
82 %. Ti sevi so genetsko zelo povezani in si med seboj podobni. Pozitivha stran RAPD je,
da omogoca razlikovanje ne samo med vrstami istega rodu in med sevi doloCene vrste,
ampak tudi med mutanti, ki pripadajo istemu klonu (Sakata in sod., 2002; Masco in sod.,
2003).

Analizirani izolati, ki se v profilu RAPD razlikujejo za eno ali ve¢ prog, se obitajno
razlikujejo v genotipu. Razlicen genotip med posameznimi sevi dolo¢amo na podlagi

prisotnosti ali odsotnosti prog RAPD (Bart-Delabesse in sod., 2001).

SlabSe izrazene proge izolatov si lahko razlagamo kot posledico prisotnosti drugih sevov
bakterij, ne le iz rodu bifidobakterij, ali pa da pogoji pri RAPD niso bili popolnoma ustrezni.
Eden izmed klju¢nih korakov predstavlja osamitev DNA iz vzorca, pri ¢emer je obcutljivost

mikrobnih celic na postopke liziranja zelo razli¢na (Smole MoZina in Jersek, 2001).

Zacetni oligonukleotid M13 je po navedbi avtorjev uspeSno uporabljen za razlikovanje med

sevi znotraj bakterijskih podvrst bifidobakterij (Torriani in sod., 1999), podobno pa je bila
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ugotovljena tudi primernost zacetnega oligonukleotida KGT-80GC za tipizacijo
mle¢nokislinskih bakterij (Rot, 2011).

Rot (2011) navaja uporabo zacetnih oligonukleotidov M13 in KGT-80GC, katere smo
preiskusili tudi v nasi nalogi. Po navedbi avtorice se je zacetni oligonukleotid KGT-80GC
najbolje izkazal pri tipizaciji sevov vrste B. animalis subsp. lactis, medtem ko je bil zacetni

oligonukleotid M13 ucinkovitejsi pri tipizaciji Sevov vrste L. acidophilus.

5.1.3 Fruktoza-6-fosfat fosfoketolazni test

Fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza je encim, znacilen za bifidobakterije. Ugotavljanje fruktoza-
6-fosfat fosfoketolazne aktivnosti je hitra in relativno enostavna metoda, ki nam omogoca
potrditev rodu Bifidobacterium iz razlicnih ekoloskih ni§, ki jih bakterije Steviléno
naseljujejo, npr. prebavni trakt ljudi in zivali, ustna votlina, odplake, kri in hrana (Grill in
sod., 1995).

Zarod Bifidobacterium je zna¢ilna posebna presnovna pot, po Kateri se razgradnja ogljikovih
hidratov razlikuje od razgradnje pri ostalin bakterijah, saj fermentacija heksoz pri
bifidobakterijah poteka po poti fruktoze-6-fosfata. Z encimskimi testi ugotavljamo

prisotnost za bifidobakterije edinstvenega encima F6PPK (Grill in sod., 1995).

Vlkova in sod. (2005) so v raziskavi ugotavljali encimsko aktivnost encima F6PPK
bifidobakterij, ki so jih osamili iz vzorcev blata 51-ih dojenih dojen¢kov, starih od 3 do 276
dni. S testom F6PPK so pri analizi bifidobakterij iz vzorcev blata 29-ih novorojenckov, Ki
S0 se znacilno rdece obarvale, ugotovili tudi visoko vrednost dveh encimov, a-galaktozidaze
in a-glukozidaze. Poleg tega se je izkazalo, da je velikost populacije bifidobakterij v vzorcih
blata novorojenckov, starih ve¢ kot teden dni, presegla 9 log KE/g blata, med njimi pa sta
bili najpogosteje zastopani vrsti Bifidobacterium longum in Bifidobacterium breve.
Predvsem Bifidobacterium breve je pogosto zastopana vrsta pri dojenih dojenckih (Vlkova
in sod., 2005). Iz raziskave so zakljucili, da se je preverjanje FOPPK aktivnosti izkazalo za

zanesljivo metodo pri potrjevanju bakterij iz rodu Bifidobacterium.
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Tudi mi smo ugotavljali aktivnost encima fruktoza-6-fosfat fosfoketolaze. Po predhodni
pripravi izolatov, liziranju in sonikaciji celic ter izpeljavi testa, smo v luknjicah mikrotitrskih
plos¢ic opazili rumeno obarvanje, kar pa je posledica neaktivnosti encima F6PPK. Kljub
veckratni ponovitvi testa po koncu reakcije nismo zaznali rdeCega obarvanja, razen pri
pozitivni kontroli, Ki bi bil pozitiven rezultat za aktivnost encima, ampak smo vedno zaznali
le rumeno obarvanje, kar je negativen rezultat. Glede na nase rezultate bi lahko zakljucili,
da je opisan encimski test morda vseeno premalo informativen oziroma prerobusten, Ki
zahteva dolgo pripravo in natan¢no izvedbo in je zato bolj redko v uporabi, ¢emur v prid pa

so govorile tudi malostevilne objave 0 uporabnosti testa.
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5.2 SKLEPI

Vsi preiskovani sevi bifidobakterij so imeli na gojis¢u MRS z dodatkom cisteina za

njih znacilne makromorfoloske lastnosti.

Vsi sevi bifidobakterij so bile grampozitivne, znacilno odebeljene in razvejane
palcke v obliki ¢rke Y ali V.

S PCR smo vse seve bifidobakterij identificirali kot bakterije rodu Bifidobacterium.

Z RAPD z dvema zaCetnima oligonukleotidoma smo seve bifidobakterij razvrstili v

30 skupin.
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6 POVZETEK

V ¢revesju novorojencka se kmalu po rojstvu vzpostavi kompleksna meSanica razli¢nih vrst
mikroorganizmov, ki jo poznamo kot normalna &revesna mikrobiota. Ceprav je ¢revesna
mikrobiota otroka precej raznolika, previadujejo predvsem bakterije iz rodu
Bifidobacterium. Zanje velja, da igrajo pomembno viogo v prvih mesecih otrokovega
zivljenja saj pripomorejo k razvoju dojenckovega imunskega sistema in pogosto preprecijo

pojav bolezni.

V magistrski nalogi smo z razli¢nimi pristopi skusali identificirati bifidobakterije, osamljene
iz ¢revesne sluznice otrok. Predhodno osamljene, precisene in zamrznjene izolate smo
najprej ozivili z nacepljanjem v tekoce gojis¢e MRS s cisteinom. Nato smo jih cepili na trdno
gojis¢e MRS s cisteinom ter po izrasti opazovali njihove makromorfoloske lastnosti, z
barvanjem po Gramu naklju¢no izbranih kolonij pa smo pod mikroskopom opazovali Se
njihove mikromorfoloSke znacilnosti. V nadaljevanju smo z molekularno metodo PCR z
rodovno specificnimi zaCetnimi oligonukleotidi ugotavljali njihovo pripadnost rodu
Bifidobacterium, z RAPD pa smo izvedli njihovo genotipizacijo. Na koncu smo izvedli $e

encimski test ugotavljanja aktivnosti encima fruktoza-6-fosfat fosfoketolaze.

Na trdnem gojis¢u MRS z dodatkom cisteina smo opazili izrast kolonij bele barve, okroglih
oblik z gladkim robom in sijajem na povrsini. Da bi se prepricali ali gre za bakterije iz rodu
Bifidobacterium smo za natan¢nejsi pregled morfologije bakterij uporabili metodo barvanja
po Gramu. Sledil je pregled mikromorfoloskih lastnosti pod svetlobnim mikroskopom.
Razvidno je bilo, da bifidobakterije sodijo v skupino grampozitivnih bakterij, saj smo opazili

kratke, odebeljene, razvejane in modro vijoli¢ne palcke v obliki ¢rke Y ali V.

S PCR smo vseh 56 preiskovanih kolonij potrdili za pripadnike rodu Bifidobacterium. Pri
tem smo uporabili za rod specificne zacetne oligonukleotide, s katerimi smo pridobili

specifi¢ne, 520 bp velike pomnoZke.
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Sledila je genotipizacijska metoda RAPD, s katero smo dolocevali genetsko podobnost
sevov. Z RAPD smo analizirali DNA 56. izolatov, ki so zrastli na gojis¢u MRS + cys.

Iz rezultatov pomnozkov RAPD z zacetnima oligonukleotidoma M13 in KGT80-GC lahko
sklepamo, da smo seve bifidobakterij razvrstili v 30 genetsko raznolikih skupin. Prav tako
je rezultat na osemnajstih progah identi¢en pri vseh stirih zacetnih oligonukleotidih. V nasem
primeru sta se za najbolj primerna zacetna oligonukleotida izkazala M13 in KGT80-GC, saj
sta podala najlepSe slike pomnoZzkov. Zaradi ¢imboljSih rezultatov pa smo uporabili Se dva
zacetna oligonukleotida, ki sta potrdila podobnost na osemnajstih progah. V primerjavi z
ostalimi progami pa so bile slike pomnozkov slab$e vidne in je iz takega rezultata tezko
sklepati, ali gre za nov sev ali ne. Z racunalniS§kim programom BioNumeric smo svoje
rezultate potrdili, saj nam je dendrogram relativne podobnosti z zafetnima
oligonukleotidoma M13 in KGT80-GC prikazal jasno sliko razporeditve sevov v 30 skupin
na podlagi 90 % relativne genetske podobnosti bifidobakterij.

Na podlagi nasih rezultatov lahko potrdimo primernost metode RAPD, saj smo iz dobljenih
profilov RAPD izolate bifidobakterij razvrstili po genetski raznolikosti v posamezne
skupine. Slabse izrazene proge izolatov so lahko posledica prisotnosti drugih
mikroorganizmov ali pa nasa nenatan¢nost pri izvajanju samega poskusa. Kljub temu pa
lahko re¢emo, da je RAPD metoda, ki je primerna za razlikovanje sevov, saj nam je v
kratkem Casu uspelo ve¢ino bakterij iz rodu Bifidobacterium, ki so bile osamljene iz ¢revesne

sluznice otrok, razvrstiti po raznolikosti v posamezno skupino.

Za konec smo opravili Se specifi¢en encimski test za bifidobakterije, s katerim smo
ugotavljali encimsko aktivnost fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza. Za pozitiven rezultat smo na
mikrotiterskih plo§¢icah pri¢akovali pojav rde¢ega obarvanja. Zal smo s testom dobili
negativne rezultate, saj je bilo prisotno zgolj rumeno obarvanje. Kljub veckratnim

ponovitvam testa lahko zaklju¢imo, da je test premalo informativen glede na dolgo pripravo.

Po skupnem pregledu vseh metod, ki smo jih izvedli, pa je jasno, da z vidika uspes$nosti
identifikacije bakterij, metode med seboj niso primerljive. Molekularne metode so nam dale

pricakovan rezultat, medtem ko smo z encimskim testom proti pricakovanjem dobili
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negativne rezultate. Bolj smo bili zadovoljni z uporabo molekularnih metod, saj so nam hitro
dale pozitivne rezultate in niso zahtevale dolge priprave. Nekatere metode, kot so izbira
primernega selektivnega gojisca za bifidobakterije in encimski test F6PPK, pa so zaradi
dolgotrajne priprave in tezko dostopnih ter dragih dodatkov precej dolgotrajnejse in
pomanjkljivejSe za potrditev pozitivnih rezultatov. Njihova zanesljivost je pomanjkljiva in

omejena.
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