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POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo preizkusali, kako se ¢revesna mikrobiota v in vitro spreminja v
prisotnosti naravnih uc¢inkovin, ki naj bi pozitivno vplivale na prebavo. Za testiranje smo
uporabili feces otroka in odraslega, ki smo ju gojili v prisotnosti izbranih u¢inkovin. Nato smo
Crevesni mikrobioti odraslega, sta tako korenika sréne moci kot Cesen zvisala Stevilo
enterobakterij in laktobacilov, predvsem cesen za vec kot 10 krat. Industrijska konoplja je
bistveno znizala stevilo obeh skupin. Negativno so na rast enterobakterij vplivale tudi
borovnice, vendar je v tem primeru Stevilo laktobacilov v primerjavi s kontrolo ostalo enako.
Rezultati testiranja na otroSki mikrobioti so se z odraslo skladali le delno; Sstevilo
enterobakterij pri borovnici in industrijski konoplji je namre¢ ostalo nespremenjeno.

Laktobacilov v poskusu z otrosko mikrobioto nismo zaznali.



ZAHVALA

Iskreno bi se rada zahvalila obema mentoricama za vso pomoc¢, namenjen ¢as in trud. Hvala
tudi za vso pomo¢ pri pridobivanju literature. Zahvaljujem se tudi obema ustanovama za

omogoceno uporabo laboratorijskih prostorov.



1 UVvOD

Crevesna mikrobiota ¢loveka je kompleksna zdruzba arhej, gliv, prazivali in bakterij. Ima
pomemben vpliv na zdravje tkiva prebavnega trakta, prebavo, produkcijo hranil in vitaminov
ter nudi odpornost proti patogenim bakterijam. Crevesna mikrobiota prav tako pomembno
vpliva na gostiteljev razvoj imunskega sistema, telesno tezo in celo na vedenje (Jandhyala in

sod., 2015; Collen, 2016).

Sestavljena je iz velikega $tevila mikroorganizmov (102 bakterij/gram blata). Zanjo velja, da
je vrstno zelo raznolika z visoko zastopanostjo dveh ali treh bakterijskih debel (Firmicutes,
Bacteriodetes, Actinobacteria) in da anaerobne bakterije v ¢revesni mikrobioti prevladujejo
nad fakultativno anaerobnimi bakterijami (bakterije, ki lahko rastejo v prisotnosti ali
odsotnosti kisika) (Buffie in Pamer, 2013; Zalig in Rupnik, 2014). V &revesni mikrobioti se
nahajajo tudi laktobacili (predstavniki Firmicutes) in enterobakterije (predstavniki manj
zastopanega debla Proteobacteria). Za laktobacile velja splosna domneva, da so v prebavnem
traktu prisotni v velikem Stevilu in da so bakterije s pozitivnim u¢inkom, vendar njihova vloga
in poloZaj v ¢revesni mikrobioti zaenkrat ostajata slabo poznani (Tannock in sod, 2000). Kot
omenjeno, so bakterije iz debla Proteobacteria v mikrobioti praviloma zastopane v nizkem
delezu (do 4,6 %). Dokler so v manj$ini ne povzrocajo ve¢jih tezav. Pod dolo¢enimi pogoji se
lahko namnoZijo, postanejo Skodljive in povzrocijo vnetje. Dolgotrajni razrast proteobakterij

v ¢revesju nakazuje na neuravnotezeno ¢revesno mikrobioto (Shin in sod. 2015).

Dejavniki, ki so v sodobni druzbi vedno pogostejsi (stres, nezdrava prehrana in nezdrav nacin
zivljenja, jemanje razli¢nih zdravil ...) lahko v ¢revesni mikrobioti povzrocijo spremembe.
Tako neuravnotezena mikrobiota nato lahko vodi do slabSega delovanja $tevilnih organov in
lahko dolgotrajno vodi tudi v bolezni, zato je dobro poznati tudi alternativne pristope za
ponovno vzpostavitev ravnovesja v ¢revesni mikrobioti. Na to naj bi vplivali tudi prehranski
izdelki, ki vsebujejo prebiotike ali druge aktivne sestavine, kot so rastlinske mascobne kisline
in fitokemikalije (sekundarni produkt metabolizma rastlin). Te naj bi imele sposobnost
zaviranja nekaterih Skodljivih bakterij in spodbujale rast koristnih bakterij (Bifidobacterium
spp. in Lactobacillus spp.; Laparra in Sanz, 2010). Zadnje ¢ase se v alternativni medicini vse
bolj promovira industrijska konoplja, ki naj bi imela zaradi vsebnosti vsebnosti celuloze
nekaterih mascobnih kislin, kanabinoidov, alkaloidov in fenolov pozitiven ucinek tudi na
¢revesje (Hieng, 2011; Khan in sod., 2014).



Za raziskavo smo se odlocili, ker smo Zeleli prispevati k razumevanju delovanja in obsega
ucinka naravnih u¢inkovin na ¢revesno mikrobioto oz. dvoje predstavnikov: laktobacile in
enterobakterije. Vecje poznavanje tega podro¢ja bi lahko vodilo v pogostejSo uporabo
naravnih u¢inkovin za vzdrZevanje zdrave ¢revesne mikrobiote. Zaradi velikih razlik v sestavi
Crevesne mikrobiote otrok (do treh let) in odraslih ljudi smo delovanje testirali na dveh

razli¢nih fekalnih mikrobiotah iz teh starostnih skupin.

1.1 Raziskovalno vprasanje

V nalogi nas je zanimalo, kako vplivajo ¢esen, korenika sréne moci, borovnice in industrijska
konoplja na Stevilo laktobacilov in enterobakterij v ¢revesni mikrobioti zdravega otroka in
zdravega odraslega Cloveka. Prav tako nas je zanimalo, katera gojiS¢a bodo za dolocanje
njunih Stevil najbolj primerna: MRS ali LAMB (z in brez antibiotika) za laktobacile, ter XLD,
MacConkey ali ENDO za enterobakterije.

1.2 Hipoteze

1. Glede na teorijjo o koristnih vplivih naravnih ucinkovin na c¢revesno mikrobioto
predpostavljamo, da bo vsaj pri nekaterih u¢inkovinah $tevilo bakterij, ki jih povezujemo z
uravnoteZeno crevesno mikrobioto (laktobacilov), v primerjavi s kontrolo povecano oz.

nespremenjeno.

2. Predpostavljamo, da bodo nekatere naravne ucinkovine negativno vplivale na rast

potencialno Skodljivih enterobakterij.

3. Ker se sestavi ¢revesne mikrobiote odraslega in otroka razlikujeta, predpostavljamo, da se

bodo vplivi u¢inkovin na otrosko in odraslo ¢revesno mikrobioto nekoliko razlikovali.



2 TEORETICNO OZADJE

2.1 Crevesna mikrobiota in njena vloga

Cloveska ¢revesna mikrobiota je kompleksna zdruzba bakterij, arhej, gliv in prazivali. Ima
pomemben vpliv na zdravje tkiva prebavnega trakta, prebavo, produkcijo hranil in vitaminov
ter nudi kolonizacijsko odpornost. Slednja pomeni zascito pred kolonizacijo zunanjih
mikroorganizmov in zaviranje prekomerne rasti posameznih ¢lanov mikrobiote, ki so v

prebavnem traktu normalno prisotni v nizkem delezu.

Crevesna mikrobiota prav tako pomembno vpliva na gostiteljev razvoj imunskega sistema,
saj je ravno v Cloveskem crevesju ve¢ imunskih celic kot v vsem preostalem telesu. Bolezni
21. stoletja, ki so povezane z imunskim sistemom, kot so celiakija in revmatoidni artritis, zato
pogosto nastanejo prav v crevesju (Buffie in Pamer, 2013; Zalig in Rupnik, 2014; Collen,
2016). Crevesna mikrobiota alergiénih ljudi se razlikuje od mikrobiote zdravih. Prvi imajo v
¢revesju manj bifidobakterij, te pa delujejo spremenjeno, saj vnetja spodbujajo namesto, da bi

jih zmanjSevala (Koji¢, 2006).

Crevesna mikrobiota ima na telesno tezo dosti vedji ucinek kot nasi geni. Bickhed in
sodelavci porocajo, da je koli¢ina kalorij, ki jo pridobimo iz hrane, odvisna od nasih
prehranjevalnih navad, saj se glede na njih spreminjajo tudi bakterije, ki poseljujejo nase
crevesje. Clovek, ki uziva zelo malo maséob, ima zelo malo mikrobov, specializiranih za
metabolizem mascob, zato bakterije ob ob¢asni mastni hrani ne bi pridobile toliko kalorij, kot

pri ¢loveku, ki se z mas¢obami prehranjuje vsakodnevno (Collen, 2016).

Bakterije naj bi imele velik vpliv tudi na vedenje cloveka ter klju¢no vlogo pri razvoju
mozganov v prvih letih zivljenja. PodrobnejSe raziskave na tem podrocju Se potekajo, saj je

ugotovitev o0 povezavi vedenja in mikrobiote Se relativno mlada (Collen, 2016).

2.2 Sestava ¢érevesne mikrobiote

Ceprav se med odraslimi posamezniki &revesna mikrobiota lahko moéno razlikuje, pa zanjo
splosno velja, da je sestavljena iz velikega 3tevila mikroorganizmov (102 bakterij/gram

blata), da je vrstno zelo raznolika z visoko zastopanostjo dveh ali treh bakterijskih debel
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(Firmicutes, Bacteriodetes, Actinobacteria) in da anaerobne bakterije prevladujejo nad
fakultativno anaerobnimi bakterijami (bakterije, ki lahko rastejo v prisotnosti ali odsotnosti
kisika, kot so npr. enterobakterije in enterokoki) (Buffie in Pamer, 2013; Zalig in Rupnik,
2014).

Na sestavo Cloveske crevesne mikrobiote v veliki meri vplivajo nasa prehrana, starost in
antibiotiki. Deblo Firmicutes zajema pomembne bakterijske rodove, vklju¢no z rodovi kot so
Clostridium ter Lactobacillus (s sevi tega rodu, ki veljajo za probiotike). Znano je, da se nasa
¢revesna mikrobiota z nami razvija in da lahko imajo spremembe velike posledice, tako

koristne, kot zdravju skodljive (Ley in sod., 2008).

S porusenjem ravnovesja v Crevesni mikrobioti se vse zgoraj navedene karakteristike
spremenijo, to pa lahko vodi v razne okuzbe in bolezni. Do poruSenja ravnovesja v ¢revesni
mikrobioti lahko pride po terapiji z antibiotiki, zaradi nezdrave prehrane, jemanja moc¢nih
zdravil, stresnega in nezdravega nacina zivljenja ali okuzbe s patogeno bakterijo (Buffie in

Pamer, 2013; Zalig in Rupnik, 2014).

Neravnovesje v ¢revesni mikrobioti naj bi bilo povezano s stanji kot so debelost (Zhang in
sod., 2009), podhranjenost (Kau in sod., 2011), sistemske bolezni kot je diabetes (Qin in sod.,
2012) in kroni¢nimi vnetnimi boleznimi (KVCB), ki vkljuéujejo ulcerativni Kolitis in
Kronovo bolezen (Frank in sod. 2007). V neuravnoteZeni mikrobioti slednjega so raziskovalci
dolo¢ili zmanjSan delez predstavnikov debla Firmicutes in povecanje predstavnikov skupine

Enterobacteriaceae (Sokol in sod., 2010).

2.3 Vpliv starosti na ¢revesno mikrobioto

Crevesna mikrobiota dojenckov je manj kompleksna kot mikrobiota odraslega ¢loveka
(Jimenez in sod., 2008; Fouhy in sod., 2012). Dojenckovo ¢érevo naseljujejo enterobaktri in
enterokoki, ki jim sledijo bifidobakterije, Kklostridiji, bakteriodete, streptokoki in
enterobakterije (Alderberth in Wold, 2009). Crevesna mikrobiota se razvija do tretjega leta,
nakar postane podobna mikrobioti odraslega ¢loveka (Palmer in sod., 2007). Mikrobiota
zdravega Cloveka je raznolika in stabilnejSa. S staranjem c¢loveka se za¢ne spreminjati tudi
sestava Crevesne mikrobiote. Pri starejSih ljudeh se raznolikost ¢revesne mikrobiote spet

zmanj$a, prav tako opazamo zmanjSanje deleza predstavnikov Firmicutes (vklju¢no
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laktobacili) in bifidobakterij (aktinobakterije). Nasteto poveca dovzetnost za bolezni. Ravno
nasprotno pa se s starostjo poveca delez fakultativnih anaerobov kot so streptokoki,

enterokoki in enterobakterije (Marx, 2015).

2.4 Vpliv prehrane na ¢revesno mikrobioto

V splo$nem Velja, da sestavo ¢revesne mikrobiote izboljSamo z rednim in pogostim uzivanjem
vlaknin, sadja in zelenjave. Ze vsaka manjsa sprememba v &lovekovi prehrani ima lahko na
sestavo njegove mikrobiote znaten uéinek. Ce se oseba, ki redno uziva meso odlo¢i za striktno
vegetarijansko prehrano, se lahko njena mikrobiota opazno spremeni Ze v 24-ih urah. Zaradi
razlike v prehranjevanju se sestava ¢revesne mikrobiote razlikuje tudi med ljudmi, ki Zivijo

na geografsko oddaljenih obmog;jih (Jandhyala in sod., 2015; Collen, 2016).

2.5 Vpliv antibiotikov na ¢revesno mikrobioto

Vpliv zdravljenja z antibiotiki ima na ekologijo ¢revesne mikrobiote kratkotrajne ali
dolgotrajne ucinke, saj antibiotiki ne uni¢ijo samo patogenih bakterij, kot bi bilo zazeleno,
ampak prav vse bakterije, ki na uporabljeni antibiotik niso odporne. Ze sedemdnevna terapija
povzro¢i v Crevesni mikrobioti tako izrazite spremembe, da se ta v prvotno stanje uspe
povrniti Sele Cez dve leti, s tem da raznolikost bakterij iz nekaterih rodov nikoli ve¢ ni tako

pestra, kot je bila pred terapijo z antibiotikom (Jandhyala in sod., 2015).

2.6 Laktobacili in enterobakterije v ¢revesni mikrobioti

2.6.1 Rod Lactobacillus

Bakterije iz rodu Lactobacillus so fakultativni anaerobi, velikosti priblizno 0,5-1,2x1,0-10 um
in so paliaste oblike. Pal¢ke se lahko zdruzujejo v verige, daljSe palCke lahko opazimo
samostojne. So po Gramu pozitivne bakterije (v procesu barvanja po Gramu ostanejo
vijoli¢no oz. modro obarvane, saj imajo v celi¢ni steni ve¢ peptidoglikana in manj lipidov kot
po Gramu negativne bakterije). Odporne so na zelo nizek pH, zato jih lahko najdemo med

drugim tudi v nasem ¢revesju (Kocjan, 2015).
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Za laktobacile velja splosna domneva, da so v prebavnem traktu prisotni v velikem Stevilu, Se
zlasti v tankem crevesu, kjer se vezejo na epitelij. Vendar je kljub temu zelo malo
eksperimentalnih podatkov, ki bi to potrjevali. Vloga in polozaj laktobacilov v crevesni
mikrobioti zaenkrat ostajata slabo poznani. Pri anaerobnem gojenju ¢revesne mikrobiote,
laktobacili predstavljajo zelo majhen del mikrobiote, ki jo je mogoce gojiti in redko presezejo
vrednost 108 enot, ki tvorijo kolonije (CFU) na gram fecesa (Tannock in sod., 2000). To
predstavlja 0,01 % vseh CFU. Stevilo se spreminja od &loveka do ¢loveka ter jih pri okrog 25
% vzorcih blata pri ¢loveku ne zaznamo (Finegold in sod., 1983; Tannock in sod., 2000).
Nizko Stevilo laktobacilov potrjujejo tudi raziskave mikrobiote na osnovi DNA. Veéina
laktobacilov, ki jih zaznamo v fecesu zelo verjetno izvira iz ustne votline ali hrane (Berg,
1996). V crevesju bi laktobacili lahko privzemali enostavne ogljikove hidrate, ki so jih iz
kompleksnih razgradili drugi mikroorganizmi. Nekatere vrste (L. acidophilus, L. plantarum,
and L. paracasei) so zmozne privzemanja tudi kompleksnih ogljikovih hidratov. Stevilo
laktobacilov v fecesu niha; delimo jih na prehodne (zauziti s hrano, iz ustne votline) in trajne

seve. Trajni sevi se v ¢revesju ohranjajo dalj ¢asa (Walter, 2008).

V c¢revesni mikrobioti veljajo za bakterije s pozitivnim ucinkom. Nekatere vrste se uporabljajo
kot probiotiki. So mle¢nokislinske bakterije in tako kot glavni produkt mlec¢nokislinske
fermentacije proizvajajo mle¢no kislino. Mle¢na kislina ustvari okolje, ki je do drugih bakterij
neprijazno, poleg tega laktobacili ustvarjajo svoje antibiotike, ki v ve¢ini delujejo na sorodne
po Gramu pozitivne bakterije, dokazano pa delujejo tudi na nekatere po Gramu negativne
bakterije (npr. salmonele) (Collen, 2016). Tvorijo Se nekatere druge spojine, ki delujejo
protimikrobno: vodikov peroksid, mravljicno kislino in kratkoverizne mascobne Kisline.
Vendar je o ucinku teh sestavin na ¢lane ¢revesne mikrobiote in vpliv na sestavo mikrobiote
Se veliko neznanega. Delovali naj bi tudi protivnetno. Koli¢ino laktobacilov v nasi ¢revesni
mikrobioti lahko pove¢amo z uzivanjem zivil, ki vsebujejo laktozo, polifenole (podskupino

fitokemikalij), prebiotike in probiotike (Singh, in sod., 2017).

2.6.2 Enterobakterije

Enterobakterije so po Gramu negativne bakterije palicaste oblike in spadajo v druZino
Enterobacteriaceae, deblo Proteobacteria. So fakultativni anaerobi. Veliko vrst iz druzine
Enterobacteriaceae je del normalne ¢loveske mikrobiote in jih lahko izoliramo iz razli¢nih

okoljskih virov. Najdemo pa tudi takSne, ki povzro¢ajo bolezni. Najbolj pogosto izolirana

13



bakterija v klini¢cnem laboratoriju je Escherichia coli, ki je prisotna pri vseh ljudeh (Guentzel,
1996).

Stevilne raziskave so pokazale, da razcvet proteobakterij v &revesju odraza neuravnoteZeno
¢revesno mikrobioto. Tovrstne bakterije ne povzrocajo vecjih tezav, dokler so v manjsini.
Vendar pa pod dolocenimi pogoji lahko postanejo Skodljive in povzrocijo vnetje.
Proteobakterije so med ostalimi debli v ¢revesni mikrobioti najmanj stabilne skozi Cas. Pri
zdravem posamezniku lahko njihov deleZz prehodno naraste celo do 45% (normalno so
zastopane v 2,5%-46 %:; Slika 1). Sklepamo, da so zelo obcutljive na okoljske dejavnike kot
je prehrana (npr. hrana z nizko vsebnostjo vlaknin). Vendar dolgotrajno povecanje za ¢loveka
lahko pomeni neravnovesje v ¢revesni mikrobioti ali pojav dolo¢ene bolezni (Slika 1). V
zdravem cCrevesu ima komenzalna mikrobiota zas¢itno vlogo proti okuzbam ali vnetju z
vzpodbujanjem protivnetnih faktorjev. V primeru vnetja lahko enterobakterije te dele naselijo
(anaerobno dihanje s pomocjo nitrata, ki se tvori pri vnetju) in izpodrinejo firmikute in
bakteriodete, ki so odvisne od fermentacije in v tem okolju tezje uspevajo. Uspesnost jim zelo
verjetno poveca tudi hitra medsebojna izmenjava genov. Nenadzorovana razrast
proteobakterij in zmanjS$ana kolonizacijska odpornost mikrobne zdruzbe tako dalje spodbuja
vnetje in omogoc¢a okuzbo z zunanjimi patogenimi bakterijami (Shin in sod., 2015).

Zdrav Dojenéek Zelodéni Metabqlne Vnetje inrak
obvod motnje

Legenda:
B Proteobacteria Ostali

Ravnovesje mikrobiote Nizko

Zdravje gostitelja Bolezen

TRENDS in Biotechnology

Visoko
Zdravj

Slika 1: Delez proteobakterij pri razli¢nih stanjih gostitelja (Vir: Shin in sod., 2015)
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2.7 Metode, ki jih uporabljamo za raziskave ¢revesne mikrobiote

Za raziskave Crevesne mikrobiote obicajno uporabljamo vzorce fecesa, saj naj bi dobro
odrazali stanje ¢revesne mikrobiote. Vecina raziskav se osredotoca na bakterijske populacije,
njihovo koli¢ino in vrste pa lahko dolo¢imo na dva nacina: z gojenjem in molekularnimi
metodami (na osnovi analize dolocenih DNA ali RNA). Oba nacina sta v zadnjem desetletju

zelo napredovala (Jandhyala in sod., 2015).

2.7.1 Gojisca, ki jih uporabljamo za gojenje ¢revesne mikrobiote

2.7.1.1 Wilkins-Chalgren anaerobe broth

Wilkins-Chalgren anaerobe broth je obogateno tekoce gojisce (bujon), ki se uporablja za rast
anaerobnih organizmov. Vkljuéuje peptone, glukozo in ekstrakt kvasovk, ki mikroorganizme
oskrbuje z vitamini in nekaterimi drugimi snovmi, ki so nujno pomembni za dobro rast.
Vkljuuje Se aminokisline, vitamine, soli, vire Zeleza (hemin), da omogocCa tudi rast

zahtevnejsih bakterij.

2.7.1.2 Gojisca za osamitev in gojenje laktobacilov

Za osamitev laktobacilov se uporabljajo bogatitvena gojis¢a z nizko pH vrednostjo, kot so
trdna gojis¢a (agarji) MRS, LAMVAB, LBS in Rogosa (Hartemenik in Domenech, 1997).

MRS je bogatitveno gojis¢e za bakterije iz rodu Lactobacillus. Rast bakterij iz drugih rodov je

.....

pojavijo Se bifidobakterije, streptokoki in enterokoki (Hartemenik in Domenech, 1997).

Gojis¢e LAMVAB ali Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and Bromocresol
green je selektivno gojis€e za laktobacile. Osnova za pripravo gojis¢a je gojis¢e MRS,
kateremu so dodani cistein-hidroklorid, glikopeptidni antibiotik vankomicin ter barvilo
bromkrozol zeleno kot indikator vrednosti pH (Hartemenik in Domenech, 1997). Zaradi
nizkega pH je rast po Gramu negativnih bakterij, kot so enterobakterije in klostridiji, zatrta.
Vankomicin zavira rast vseh Gram pozitivnih bakterij, razen laktobacilov, ki so na
vankomicin odporni oz. lahko rastejo v prisotnosti vankomicina, a jim vseeno bolj ustreza rast
na gojiScu brez prisotnosti vankomicina, saj so nekateri laktobacili na ta antibiotik obcutljivi.

LAMVAB je tako uporaben za osamitev bakterij iz rodu Lactobacillus iz ¢loveskega fecesa.
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Kolonije laktobacilov na gojiscu LAMVAB privzemajo barvilo bromkrezol zeleno,

posledi¢no so kolonije modro-zelene barve. Nekatere vrste in sevi tega ne morejo, zato so

.....

.....

odporni na vankomicin (Hartemenik in Domenech, 1997; Kocjan 2015).

2.7.1.3 Gojisca za osamitev in gojenje enterobakterij

Za gojenje enterobakterij se lahko uporabljajo gojis¢a MacConkey, XLD ali ENDO.

MacConkey agar je diferencialno trdno gojis€e za osamitev po Gramu negativnih ¢revesnih
bacilov iz vode, mle¢nih produktov in bioloskih vzorcev in njihovo razlikovanje na osnovi
fermentacije laktoze. Zaradi indikatorja se gojis¢e ob fermentaciji laktoze obarva rdece
(E.coli). V nasprotnem primeru je rumeno. Vsebuje tudi kristal vijolicno in Zol¢ne soli, ki
zavirata rast po Gramu pozitivnih bakterij, s ¢emer gojis¢u omogocata selekcijo za rast po

Gramu negativnih bakterij (Anderson, 2013).

XLD agar je trdno selektivno gojisce, v prvi vrsti namenjeno izolaciji salmonele in Sigele iz
kliniénih vzorcev ali hrane (Oxoid, 2007). Med salmonelami, Sigelami in koliformi lahko
razlikujemo na osnovi barve kolonij: salmonela tvori rdece kolonije, nekatere s ¢rnim

centrom, Sigela tvori rdece kolonije in koliformi rumene do oranzne (Nye in sod., 2002).

ENDO agar je trdo gojisce (agar) roza barve. Splosno se uporablja za izolacijo koliformnih
bakterij. Na agarju dobro raste vecina po Gramu negativnih organizmov, rast po Gramu
pozitivnih je zavrta. Razlikuje med organizmi, ki so sposobni fermentirati laktozo (tvorijo
kolonije metalne barve; E. coli) od tistih, ki je niso. Slednji tvorijo brezbarvne kolonije (npr.
vrste rodu Salmonella) (Oxoid, 2007).

2.8 Naravne ucinkovine z moZnim vplivom na ¢revesno mikrobioto

Na ponovno vzpostavitev ravnotezja v crevesni mikrobioti lahko vplivamo z uZivanjem
izdelkov, ki vsebujejo prebiotike ali druge aktivne sestavine. To vkljucuje tudi naravne
ucinkovine, kot so Cesen, borovnice in korenika sréne moci. Zadnje Case se v alternativni
medicini vse bolj promovira industrijska konoplja, ki naj bi imela zaradi vsebnosti vsebnosti

celuloze nekaterih mascobnih kislin, kanabinoidov, alkaloidov in fenolov pozitiven uc¢inek
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tudi na crevesje (Laparra in Sanz, 2009; Khan in sod., 2014; Hieng, 2011). Najbolje
karakterizirane prehranske aktivne sestavine so prebiotiki, nenasicene mascobne kisline in
fitokemikalije. Prebiotiki delujejo tako, da jih bakterije fermentirajo, pri tem pa nastajajo
kratkoverizne masScobne kisline z razlicnim bioloskim delovanjem. Nenasi¢ene mascobne
kisline vkljuujejo omega-3 in omega-6 masScobne kisline, ki vplivajo na imunost in
metabolizem c¢loveka (v cCrevesju navzkrizno delujejo s prebiotiki). Fitokemikalije so
nehranljive bioaktivne rastlinske spojine, ki so lahko antioksidanti, antiestrogeni. Delujejo
protivnetno, v nekaterih primerih tudi protirakavo, vzpodbujajo pa tudi imunski sistem.
Fitokemikalije in njihovi produkti lahko prav tako zavirajo rast patogenih bakterij in
vzpodbujajo rast koristnih bakterij. Najve¢ pozornosti izmed fitokemi¢nih spojin so delezni
fenoli in flavonoidi (Laparra in Sanz, 2009). Fenoli, ki so prisotni v olivah, borovnicah, vinu
in ¢aju delujejo protimikrobno. Npr. fenoli, ki jih vsebuje ¢aj zavirajo rast vrst Bacteroides,
Clostridium, E. coli in Salmonella Typhimurium. Nekateri flavonoidi, ki jih najdemo v vinu
vzpodbujajo poveCanje bakterij Stevila Bifidobacterium in Lactobacillus ter zavirajo rast in
delovanje dolocenih patogenih bakterij. Omenjene uc¢inkovine lahko spreminjajo tudi sestavo
¢revesne sluzi in tako vplivajo na pritrjevanje in kolonizacijo bakterij na ¢revesno steno

(Laparra in Sanz, 2009).

2.8.1 Cesen

Cesen je ena najstarej§ih zdravilnih rastlin. Raziskave so potrdile, da ima protimikrobno
delovanje, stimulira imunski sistem in je antioksidant. Deluje negativno na razna ¢revesna
obolenja (kolera, tifus, paratifus, gripa), preprecuje napenjanje in bolece krée v telesu,
tveganja za hude kroni¢ne bolezni. Z njim zdravimo akutne in kroni¢ne katarje v tankem in
debelem crevesu. Ljudsko zdravilstvo za zdravljenje in preventivo uporablja ¢esnovo
tinkturo, ¢esnov sok se daje otrokom v boju proti glistam (ASi¢, 2008). Rezultati testiranj na
predstavnikih ¢revesne mikrobiote so pokazali, da ima c¢esen potencial spreminjanja
mikrobiote, saj ima na nekatere predstavnike zac¢asno protimikrobno delovanje. Laktobacili so

bili proti njegovemu delovanju odporni (Filocamo in sod., 2012).
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2.8.2 Borovnice

Suhe jagode ustavljajo drisko, medtem ko sveze delujejo odvajalno in tako pomagajo zoper
zaprtje. Borovnicev sok zdravi katar zelodca in Crevesja, pomaga pri prebavnih motnjah in

nejescosti (ASic, 2008).

Borovnice poviSujejo Stevilo Bifidobakterij v c¢revesju, te pa mikrobioto krepijo in
preprecujejo vnetje Crevesja (Robertson, 2016). Zaradi aktivnih spojin imajo sposobnost

zaviranja rasti nekaterih patogenov (Salmonella, Heliobacter pylori, Bacillus cereus).

Semena borovnic vsebujejo veckrat nenasi¢ene macobne kisline, ki v visokih koncentracijah
zavirajo rast in oprijemljivost na mukus razlicnih sevov laktobacilov (Ho, et al., 2013;

Laparra in Sanz, 2009).

2.8.3 Sréna mo¢

Za zdravljenje uporabljamo le koreniko. Caj iz korenike sréne moci zaradi Creslovin
(rastlinske polifenolne spojine trpkega, grenkega okusa) zelo dobro zdravi kroni¢ne kuzne
bolezni ¢revesja, grize, katarja in vnetje debelega Crevesja ter je eno najboljSih zdravil za
¢revesno tuberkulozo. Ker uni¢uje bakterije, se obnese tudi pri tistih obolenjih, pri katerih se

menjavajo driske in zaprtje (ASi¢, 2008).

2.8.4 Konoplja

Konoplja zaradi visoke vsebnosti celuloze na naSe Crevesje deluje pozitivno, saj celuloza
predstavlja hrano za probiotike, prav tako tudi aminokisline, ki jih v telo dobimo z uZivanjem

konopljinega olja.
Vsebuje omega 3 in omega 6 mascobne kisline, ki vplivajo na ¢revesno mikrobioto, saj visoke

koncentracije teh zavirajo rast in oprijemljivost na mukus razli¢nih sevov laktobacilov.

Konopljino olje se priporoca pri vnetjih crevesja (Hieng, 2011; Laparra in Sanz, 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Gojisca

3.1.1.1 Bujon WIikins-Chalgren (WCAB; angl. Wilkins-Chalgren Anaerobe
Broth)
Bujon smo pripravili po navodilih proizvajalca, kjer smo najprej natehtali 8,25 g dehidrirane

podloge za bujon WCAB (Oxoid), ga raztopili v 250 mL destilirane H>O (dH20) in
sterilizirali z avtoklaviranjem 15 minut na 121 °C. Bujon smo ohladili na sobno temperaturo
in ga preko noci pustili na sobni temperaturi. Do uporabe smo ga hranili na 4 °C, najve¢ 1

teden. Pred uporabo smo gojisce premesali.

3.1.1.2 Trdno gojis¢e MRS
K 52,2 g MRS dehidrirane podloge za bujon (Merck) in 15 g agarja (Biolife) smo dolili dH20

do kon¢nega volumna 1L in sestavine raztopili. Tako pripravljeno raztopino smo avtoklavirali
pri 121 °C, 15 min. Gojis¢e smo ohladli na 48 °C +/- 2°C, premesali in ga razlili v sterilne

petrijevke (priblizno 18 mL na petrijevko).

3.1.1.3 Trdno gojis¢e LAMB

Sestavine:
- 52,2 g MRS dehidrirane podloge za bujon (Merck)
- 0,25 g cistein hidroklorida

- 0,025 g barvila brom krezol zeleno
Nastete sestavine smo raztopili v 900 mL dH20O ter umerili vrednost pH na 5,0 +/- 0,2.

Raztopini smo nato dodali Se agar (15 g/L) in jo sterilizirali z avtoklaviranjem pri 121 °C, 15
min. Gojis¢e smo ohladili na 48 °C +/- 2°C. Ohlajenemu gojis¢u smo po potrebi dodali
ustrezno koncentracijo antibiotika vankomicin (LAMVAB; 1 pg/mL ali 20 pg/mL), dobro

premesali in ga razlili v sterilne petrijevke. Plos¢e smo do uporabe hranili na 4 °C.
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3.1.1.4 Trdna gojis¢a MacConkey, XLD in ENDO
Ustrezno koli¢ino posameznega dehidridriranega gojisca (51,5 g Sorbitol MacConkey agarja

(Oxoid); 55,0 g XLD agarja (Merck); 41,5 g ENDO agarja (HiMedia)) smo raztopili v 1000

mL dH20. Gojis¢e smo nato avtoklavirali pri 121°C, 15 minut. Po kon¢anem avtoklaviranju

smo ga ohladili na 48 °C +/- 2°C, premesali in razlili v sterilne petrijevke. Plos¢e smo do

uporabe hranili na 4 °C.

3.1.2 Ostalo:

Materiali in oprema

Centrifugirke

Mikrocentrifugirke

Vrecke za gnetilnik

Cepilna zanka

Mikrotitrska plos¢ica

Plinski gorilnik

Anaerobna komora

Avtomatska pipeta 0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl
Centrifuga

Komercialni sistem za identifikacijo
MALDI-TOF

Stresalnik

Laboratorijsko mesalo

Laboratorijska tehtnica

3.1.2.1 Raztopine

Model/Proizvajalec

50 mL, Sarstedt

1,5 mL, 5,0 mL, Eppendorf
BagPage F, Interscience

Golias

(6 luknjic), Sarstedt

Campingaz

Whitley A35, Don Whitley Scientific
Eppendorf

Mini spin plus, Eppendorf

Maldi Biotyper, Bruker Daltonics
Bruker

BioRad

Vibromix 10, Tehtnica

Kern EWB, Sysmatec

e 70 % mravlji¢na kislina (k 7 mL 98-100% mravlji¢ne kisline (Merck) dodamo 3 mL

dH20)

e HCCA matriks za dolocanje bakterijske vrste z MALDI-TOF (ready-for-use HCCA;

Bruker)

¢ Fizioloska raztopina (FR)
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Skupno 4,25 g NaCl (Merck) smo raztopili v 500 mL dH20 in sterilizirali s 15
minutnim avtoklaviranjem pri 121°C. Do uporabe smo raztopino hranili na sobni

temperaturi.

3.2 Metode
3.2.1 Priprava ucinkovin

3.2.1.1 Borovnicev ¢aj (Flora)
3.2.1.1.1 Opisizdelka

Naziv produkta: Borovnica plod zeli§¢ni ¢aj 80g — Flora
PriloZzena navodila za uzivanje: 3 cajne zlicke rastline prelijemo z 250 ml hladne vode,
zavremo in po 10 minutah precedimo. Mlacen ¢aj pijemo nesladkan po 1 do 2 skodelici

dnevno.

3.2.1.1.2 Priprava ufinkovine v laboratoriju
Skupno 3 ¢ajne zlicke plodov u¢inkovine smo prelili s 25 mL hladne dH20, zavreli in po 10

minutah teko¢ino odpipetirali v 50 mL sterilno centrifugirko.

3.2.1.2 Kaonopljino olje (Hemptouch)

3.2.1.2.1 Opisizdelka

Amber konopljine kapljice Hemptouch vsebujejo Sirok spekter kanabinoidov (5%), terpenov
in drugih fitofarmacevtskih sestavin v hladno stiskanem olj¢nem olju. Pridobljene so iz
vrsickov konopljinih rastlin, sorte Cannabis sativa, gojenih povsem brez pesticidov in
herbicidov. Ekstrakt je pridobljen brez prisotnosti topil ali alkohola. Konopljine kapljice so

testirane na prisotnost bakterij, gliv, kvasovk, pesticidov, tezkih kovin in toksinov.

3.2.1.2.2 Priprava ucinkovine v laboratoriju

Za testiranje uporabimo ustrezno koli¢ino (50 pL) originalne raztopine.

3.2.1.3 Cesen
3.2.1.3.1 Opisizdelka

Cesen jesenski, poreklo: Majcan Stefan, Rankovci 32, 9251 Tisina, Slovenija.

3.2.1.3.2 Priprava ucinkovine v laboratoriju

Cesen v vrecki za testiranje zivil (Interscience) zdrobimo in sok odpipetiramo v epico.
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3.2.1.4 Caj korenike sréne moti (Flora)

3.2.1.4.1 Opis izdelka
Naziv produkta: Sréna mo¢ (Tormentillae radix) zelis¢ni ¢aj (100g, Flora). PosuSena in rezana

korenika sréne moci.

Za pripravo Caja 1 do 3 jedilne Zlice rastline prelijemo z 250 mL hladne vode, zavremo in
kuhamo 15 minut, nato ¢aj precedimo. Pijemo 2 do 3 krat dnevno po 1 skodelico. Uporabimo

ga tudi za mokre povoje ali za grgranje.

3.2.1.4.2 Priprava u€inkovine v laboratoriju
Priprava v laboratoriju: 3 jedilne Zlice rastline prelijemo z 25 ml hladne vode, zavremo in

kuhamo 15 minut. Po 5 min teko¢ino odpipetiramo v sterilno 50 mL centrifugirko.

3.2.2 Optimizacija gojis¢

3.2.2.1 Optimizacija selektivnih gojis¢ za laktobacile in enterobakterije
Za ucinkovito dolocitev Stevila laktobacilov smo testirali gojis¢a MRS, LAMB, LAMBVAB

(s koncentracijo vankomicina 1 mg/L in 20 mg/L). Za dolocitev Stevila enterobakterij smo
testirali gojis€a XLD, ENDO in MacConkey. To smo naredili tako, da smo na gojis¢a nanesli
ustrezne redcine fekalne suspenzije ali gojene Crevesne mikroiote (dvodnevna) ter na njih
presteli Stevilo kolonij laktobacilov oziroma enterobakterij. Porasle kolonije smo pri teh

testiranjih preverili s sistemom za dolo¢anje vrst organizmov (MALDI-TOF, Bruker).

3.2.3 Dolocanje vrst osamljenih organizmov z aparatom MALDI-TOF (Bruker)

Na ploscico smo nanesli kulturo iz ene kolonije in jo razmazali po enem od doloc¢enih krogov
na kovinski plos¢ici ter pustili na sobni temperaturi, da se posusi. Na te smo nanesli po 1 pL
70 % mravljicne kisline, posusili in nanesli Se matriks (komercialni reagent, Bruker) ter
ponovno posusili. Plos¢ico smo nato vnesli v aparat, ki nam je na osnovi analize naboja

proteinov dolo¢il vrsto organizma.
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3.2.4 Testiranje u¢inkovin

Izbrane uc¢inkovine smo testirali na 2 dnevni gojeni ¢revesni mikrobioti, pripravljeni v bujonu
WCAB (Slika 2). Delo je vsebovalo 3 klju¢ne korake: 1.) priprava fekalne suspenzije (to), 2.)
priprava 2-dnevne gojene Crevesne mikrobiote (t1), 3.) testiranje uéinkovin (t2). Pri vsaki od
tock smo v suspenziji dolocili $e Stevilo enot, ki tvorijo kolonije (CFU) enetrobakterij in
laktobacilov (Slika 2). Do priprave red¢in in nacepitve na agarjeve plosée je delo potekalo v

anaerobni komori (Don Whitley Scientific).

3.2.4.1 Priprava fekalne suspenzije
Skupno 0,2 grama fecesa smo resuspendirali v 2 mL prereduciranega bujona Wilkins-

Chalgren (10-kratna red¢ina fecesa) (Slika 2). V nalogi smo uporabili:

e feces odraslega (> 15 let) zdravega prostovoljca in

o feces zdravega otroka starega 2,5 let.

3.2.4.2 Priprava dvodnevne gojene ¢revesne mikrobiote
Suspenzijo iz prej$nje tocke (3.2.3.1) smo nato Se 100-krat red¢ili tako, da smo 100 pL te

suspenzije prenesli v 9,9 mL prereduciranega bujona Wilkins-Chalgren. Tako pripravljeno

kulturo smo potem inkubirali pri anaerobnih pogojih 48 ur pri 37°C (Slika 2).
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0.2 gfecesa

=]
=
100 pL 0.2 g fecesa (1 grahovo zrno) v 2 mL prereduciranega bujona
— | ‘Wiikins-Chalgren
\
2mL W-CH 8.9 mL W-CH - :
100 pL te suspenzije prenesemov 9 900 pL prereduciranega
Inkubacija 48 ur, 37°C, bujona Wihikins-Chalgren (100 X redéimo)
anasrobni pozoji
. =
i redéenje =1
e
48-urna kultura Redcenje 48-urne kulture 100-krat v
svezem prereduciranem
W-CH (250 pL. v 24 750 pL)
Meritvene tocke:
- to: Stevilo bakterij v fecesu
- ty:Stevilo bakterij v 48-umi kulturi
- ty:Stevilo bakterij po 3-dnevni inkubaciji (z'brez uéinkovine)
Alikvotiramo po 3 mL in
dodamo 30 pr\?ch\O\me v 100 . R
Iuknjico + S00uLFR ava redcin McConkey agar (2 ploséi‘rediino)
Blato odraslega ) oo S
1 2 3 - =]
N/ (OO ROy ot =
AA/I \' 1. ) : . 2
L AN 101 _ / &
/ \ / \ 7\ b4 20 =
)\ ) 102 E / g
\ A oo AN o g — /== =:
Dodatek  Kontrola 107 ) g /) == e
5 =4 /
Blato otroka 104 = 7 ;
= LAMB agar (2 plosét redéino)
/ } / N \ =
Al 1 \ 13 u K ) 105 > S
NN < N A _ = _
/ \ 7N\ 8 =
)( k) 10 )—Z z
\ N\ AN : g
Dodatek Kontrola 500 uL FR 2

Slika 2: Shema poteka dela

3.2.4.3 Testiranje ucinkovin
Za testiranje ucinkovin smo dvodnevno kulturo najprej 100 krat red¢ili (Slika 2) tako, da smo

300 pL suspenzije prenesli v 29,700 mL prereduciranega bujona Wilkins-Chalgren

alikvotirali v ploscico s Sestimi luknjicami (v vsako luknjico 5 mL). Pri poskusu 1 smo v prvi
dve luknjici na ploscici 1 dodali 50 pL konopljinih kapljic, v drugi dve 50 pL borovnicevega
Caja, v zadnji dve (kontroli) pa 50 pL destilirane vode z namenom ohranitve volumna.
Podobno smo naredili za ¢esen in ¢aj korenike sréne moci (Slika 3). Napolnjene plos¢ice smo

inkubirali 3 dni na stresalniku (Slika 4), da so se tekom inkubacije poskusa bakterije v
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meSanici meSale z raztopino (u¢inkovino in gojis€em). Po treh dneh smo ploscice vzeli 1z
anaerobne komore in kulture z dodano u¢inkovino dobro premesali z namenom, da smo dobili
mesanico z enakomerno koncentracijo (homogeno raztopino). Nato je sledila priprava red¢in,

ki je opisana v naslednjem poglavju (3.2.4.4).

W7

3 \ W4
r 4 A,
\srcne moc.
y \\2 f

¢« Slika 3: Mikrotitrski plos¢ici s 6 luknjicami z zaporedjem
testnih u¢inkovin, ki smo jih vnesli

Slika 4: Plos¢ice na mesalu v anaerobni komori

3.2.4.4 Doloc¢anje CFU enterobakterij in laktobacilov
Kot omenjeno, smo po vsakem od zgoraj nastetih korakov (3.2.4.1, 3.2.4.2, 3.2.4.3) dolocili

Se Stevilo CFU enterobakterij in laktobacilov.

Iz prvotne fekalne suspenzije oziroma gojene Crevesne mikrobiote sSmo najprej pripravili
ustrezne razredc¢ine (Preglednica 1, Slika 2). To smo naredili tako, da smo s pipeto v epice (v
4, 6 ali 7 - odvisno od tocke testiranja; Preglednica 1) najprej vnesli po 900 pL fizioloske
raztopine. Nato smo v prvo, prazno epico, prenesli 700 pL izvorne raztopine (oznaka
nered¢eno). Iz te smo 100 pL prenesli v prvo epico s fiziolosko raztopino (oznaka 107,

Preglednica 1) epico zaprli, in s pomo¢jo mesala premesali. V epici 1 je tako nastala red¢ina

25



101, 1z te epice smo prenesli 100 pL redéine v epico 2, v kateri je tako nastala red&ina 1072,
Postopek smo ponavljali do nastanka red¢ine 107, Po 100 pL pripravljenih redéin iz epic smo
nato s pipeto nanasali na agarjeve plosce v duplikatih. Na gojis¢e MacConkey smo nanasali
nereddeno suspenzijo in redéine v razponu od 102 do 107 (odvisno od meritvene tocke). Na
gojis¢e LAMB smo nanasali neredéeno suspenzijo in redéine v razponu od 10 do 10™* (prav

tako odvisno od meritvene tocke).

Preglednica 1: Dolo¢anje CFU iz fekalne suspenzije v toc¢kah to (fekalna suspenzija), ti
(dvodnevna gojena Crevesna mikrobiota) in t» (3-dnevna gojena Crevesna mikrobiota z

ucinkovinami). Znak X oznacuje red¢ino, ki smo jo nanesli na plosc¢o.

Vrsta fekalne | Red¢ine Neredéeno 101 10 103 104 10 106 | 107
meSanice
Fekalna suspenzija | MacConkey X X X X
(tocka to)
LAMB X X X
2-dnevna  gojena | MacConkey X X X X X
érevesna mikrobiota
(tocka t1) LAMB X X X X X
3-dnevna  gojena | MacConkey X X X X X X
érevesna mikrobiota
z ucinkovinami LAMB X X X X X
(toéka tp)

Ko smo red¢ine prenasali iz epic na agarjeve plos¢e, smo red¢ine s tem Se 10 krat redcili in to

upostevali pri izraCunu koncentracije CFU v enem mililitru kulture oziroma gramu fecesa.

Po nanosu red¢ine smo plosce postavili v inkubator za 2 (agar MacConkey) oz. 3 (agar
LAMB) dni, odvisno od hitrosti rasti bakterij.

3.24.4.1 Racunanje CFU v 1 mL kulture oziroma v 1 gramu fecesa

Na osnovi prestetih kolonij na plos¢ah (4.3.1 Preglednica 4) smo izracunali koncentracijo
CFU/mL za fekalno suspenzijo in tekoc¢o kulturo gojene ¢revesne mikrobiote po enacbi 1 in

koncentracijo CFU/g fecesa po enacbi 2.

Y. vseh kolonij x 10

X redcina vV epici

... Enacba 1.
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Stevilo kolonij  Stevilo kolonij

na ploici 2 z na plosci 1 z Stevilo kolonij

odii -4 odEi -5 N
) redgino 107 redéino 10 na plogéi 2 7 Stevilo CFU/L
Stevilo kolonij na & redéino 107

plo_f}éi 1z rcdéino\79+71+5+8‘/ .
10 T X 106 =@X 106

. . Suspenzijo
Stevilo plos¢ z  Stevilo plos¢ z fecesa smo
redgino 10™*  redéino 1075 zredéili 10° krat

Slika 5: Primer ra¢unanja Stevila CFU/mL na gojis¢u MacConkey na katere smo nacepili po
100 pL red¢in 10# in 10”° v duplikatih. Stevilo prestetih kolonij na plod¢i 104:79 in 71CFU in
na plos¢i 10°: 5 in 8 CFU. Pri pomnozku z 10° smo upostevali redé¢ino v epici (10°-krat) in

redCenje, ki smo ga napravili, ko smo red¢ino nanesli na plos¢o 100 pL (10-krat)

Y vseh kolonij x 5x10
N

X redéina v epici

... Enacba 2.

Stevilo kolonij $Stevilo kolonij

na plos¢i 2z naplosci | z Stevilo kolonij "
izvorno redéino 10~1 na ploséi 2 z “‘"".'V'I" .
raztopino redtino 101 CFU/gram fecesa
Stevilo kolonij na A A - ol
plo&ci 1 z izvorno (66+88+6+11)X(5) 2 3
raztopino 22 \’X 10 =<3,9 X 10 )
—_— Suspenzijo
Stevilo plod¢ z - Grevilo plosé z  V gojistu smo  fecesa smo
izvorno redé¢ino 1071 resuspendirali zredeili 102 krat
raztopino samo 0,2 g

fecesa, zato
pomnozimo s 5,
da dobimo
Stevilo CFU na 1
gram fecesa

Slika 6: Primer racunanja Stevila CFU/mL na gojis¢u LAMB, na katerga smo nacepili po 100
uL redéin izvorne suspenzije in 10" v duplikatih. Stevilo prestetih kolonij na ploséi z izvorno
suspenzijo: 66 in 88 CFU in na plos¢i 10°%: 6 in 11 CFU. Pri pomnozku z 10? smo upostevali
red¢ino v epici (10-krat) in redCenje, ki smo ga napravili, ko smo red¢ino nanesli na plosco

100 pL (10-krat)
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4 REZULTATI

4.1 Primerjava gojis¢ za laktobacile

Za gojenje laktobacilov smo testirali tri razlicna gojis¢a, in sicer MRS, LAMB (brez
vankomicina), LAMVAB (1 mg/L; LAMB 1 mg/L vankomicina) in LAMVAB (20 mg/L;
LAMB z 20 mg/L vankomicina).

.....

Ugotovili smo, da tako na gojis¢u MRS kot na gojis¢cu LAMVAB 1 mg/L rasteta obe vrsti
laktobacilov, medtem ko L.acidophilus na LAMVAB s koncentracijo vankomicina (20 mg/L)

ni rastel.

Ker na LAMVAB (z 20 mg/L vankomicina) eden od kontrolnih sevov ni rastel, smo to
gojis¢e odstranili iz nadaljnjih testiranj. Pri teh smo dolocali ustreznost gojis¢a za izolacijo
laktobacilov iz vzorcev fecesa in dvodnevne gojene &revesne mikrobiote (Slika 7). Stevilo
dodanega antibiotika bilo primerljivo v obeh primerih (Preglednica 2). Vecina dolo¢enih
kolonij so bile bakterije vrste Lactobacillus rhamnosus, izolirali smo se L. acidophilus in L.
paracasei. Na plos¢ah LAMB so v velikem Stevilu porasle tudi drobne, zelenkaste kolonije,

kasneje dolocene kot Enterococcus faecium (Slika 5).
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Slika 5: Rast laktacilov na gojis¢éu LAMB. Kultura na sliki izvira iz dvodnevne gojene
¢revesne mikrobiote v bujonu WCAB. Kolonije laktobacilov (ve¢ina vrste Lactobacillus
rhamnosus) so sprva bele, potem pri¢nejo postajati zelene. Na plosci stari 3 dni zato vidimo
bele kolonije, bele z zelenim centrom in zelene. Drobne kolonije, ki v ozadju prerascajo

plosco so kolonije Enterococcus faecium

Preglednica 2: Stevilo CFU laktobacilov na gojis¢ih LAMB in LAMVAB (1 mg/L).
Testiran Vrsta fecesa Vrsta gojisca Stevilo CFU
vzorec Neredéeno 101 103
Fekalna Odrasel LAMB 53, 65 15,17 /
suspenzija LAMVAB (1 | 66,88 6,11 /
mg/L)
Otrok LAMB 3,2 0,0 /
LAMVAB (13,3 0,0 /
mg/L)
Dvodnevna Odrasel LAMB >300 >300 165, 145
gojena LAMVAB (1 | >300 >300 171, 146
¢revesna mg/L)
mikrobiota*

*v gojeni otroskim mikrobioti nismo zaznali nobenih kolonij laktobacilov, /- ni delano.

4.2 Primerjava gojis¢ za enterobakterije

Za detekcijo enterobakterij smo testirali tri razli¢na gojis¢a: ENDO, MacConkey ter XLD
(Slika 8) pri razli¢nih atmosferskih pogojih (anaerobna atmosfera/na zraku). Pri tem smo
uporabili dvodnevno gojeno &revesno mikrobioto. Stevilo CFU na plo¢ah, ki smo jih
inkubirali na zraku in v anaerobnih pogojih, se ni izrazito razlikovalo. Najmanj CFU je v
vecini poraslo na XLD, rast na MacConkey in ENDO je bila v vecini zelo primerljiva

(Preglednica 3).
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dvodnevne gojene &revesne mikrobiote. Stevila so navedena za red¢ini 10 in 10, ostale so

bile v vecini nestevne (> 300 CFU).

ENDO MacConkey XLD
Vrsta Atmosferski 10° 10® 10 10 10 106
fecesa pogoji
Odrasel Anaerobi 41 / 29 / 8 /
Aerobni 29 / 34 / 18 /
Otrok Aerobni >300 47 >300 47 >300 54
/-ni delano.

MacConkey

ENDO

Slika 6: Primer rasti gojene Crevesne mikrobiote na selektivnih plos¢ah za po Gramu
negativne bacile. Na plosc¢ah lahko razlikujemo med bakterijami, ki fermentirajo laktozo in
tistimi, ki je ne. Na plos¢ah so ve¢inoma porasle E. coli, ki fermentirajo sladkorje v gojis¢u
(kovinska barva kolonij na ENDO, roza gojis¢e okrog kolonij pri MacConkey in rumeno

gojis¢e na XLD)

4.3 Vpliv naravnih u¢inkovin na ¢revesno mikrobioto

Pri testiranju smo najprej dolo€ili Stevilo CFU laktobacilov in enterobakterij v zacetnem

materialu — fecesu in v teko¢i kulturi gojene ¢revesne mikrobiote.

4.3.1 Stevilo laktobacilov in enterobakterij v fecesu otroka in odraslega ¢loveka
Stevilo laktobacilov in enterobakterij smo dologili ob dveh logenih priloznostih (Poskus 1 in

Poskus 2, Preglednica 4). Stevilo CFU se je med testiranji nekoliko razlikovalo.

V fecesu odraslega ¢loveka smo dolodili visje Stevilo laktobacilov kot pri otroku, medtem ko

je bilo v fecesu otroka prisotno visje Stevilo enterobakterij kot pri odraslem ¢loveku.
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Preglednica 4: Stevilo CFU/g laktobacilov in enterobakterij v fecesu otroka in odraslega

Cloveka.
Stevilo CFU/gram fecesa
Poskus 1 Poskus 2
Skupina bakterij Odrasel Otrok Odrasel Otrok
Enterobakterije 2,0 x 10° 8,0 x 10° 1,5x 10* 2,5 x10*
Laktobacili 3,5x10° 5 2,8 x10° 5

4.3.2 Stevilo CFU na izbranih selektivnih plo$¢ah po 48 urah inkubacije fekalne
suspenzije v bujonu Wilkins Chalgren

V gojeni ¢revesni mikrobioti odraslega ¢loveka je bilo, tako kot pri fecesu, prisotno visje

Stevilo laktobacilov kot pri otroku. V gojeni ¢revesni mikrobioti v bujonu Wilkins Chalgren

smo prav tako dolocili visje Stevilo enterobakterij kot v gojeni mikrobioti odraslega ¢loveka

(Preglednica 5).

Preglednica 5: Stevilo CFU/mL laktobacilov in enterobakterij v gojeni ¢revesni mikrobioti

otroka in odraslega ¢loveka.

Stevilo CFU/mL
Poskus 1 Poskus 2
Skupina bakterij Odrasel Otrok Odrasel Otrok
Enterobakterije 9,1x 107 3,2x 108 7,6 x 107 3,6 x 108
Laktobacili 1,6 x 10° 0 8,0 x 107 10

4.3.3 Vplivi izbranih udinkovin na ¢revesno mikrobioto

4.3.3.1 Vpliv uéinkovin na enterobakterije
Stevilo CFU enterobakterij v &revesni mikrobioti odraslega ¢loveka, ki smo jih gojili v
prisotnosti konopljinega olja je bilo za 23,6 krat nizje kot Stevilo CFU enterobakterij v
kontroli (gojeni ¢revesni mikrobioti brez dodane ucinkovine) (Slika 7, Priloga 1, Priloga 9).
Pri testiranju z borovnicami pa je bilo Stevilo CFU v testnem vzorcu od kontrolnega manjse za
veé kot polovico (0,7 krat) (Slika 7, Priloga 1, Priloga 9). Stevilo enterobakterij se pri poskusu
z otroSko mikrobioto s tema dvema uéinkovinama ni bistveno razlikovalo (Slika 7, Priloga 3,

Priloga 10). Ravno nasprotno, se je Stevilo enterobakterij v mikrobioti odraslega, ki smo jo
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gojili s cajem korenike sréne moci in ¢esnom v primerjavi s kontrolo povecala; pri koreniki
sréne moci za 2,5 krat in pri ¢esnu za ve¢ kot 100 krat (Slika 7, Priloga 5, Priloga 9). Podoben
ucinek smo opazili pri testiranju z otrosko mikrobioto, kjer se je Stevilo CFU enterobakterij
pri koreniki sréne mo¢i povecalo za 2,7 krat, pri ¢esnu pa prav tako za ve¢ kot 100 krat (Slika

7, Priloga 7, Priloga 10).

4.3.3.2 Vpliv u¢inkovin na laktobacile
Stevilo CFU laktobacilov se je v gojeni kulturi odraslega ¢loveka v prisotnosti konopljinega
olja v primerjavi s kontrolo (brez dodane ucinkovine), znizalo za priblizno 100 krat, medtem
ko je pri borovnicah ostalo nespremenjeno (Slika 7, Priloga 2, Priloga 11) . Pri testiranju s
koreniko sréne moci in ¢esnom pa se je zvisalo, in sicer za 9,6 krat pri koreniki sréne moci in

10 krat pri ¢esnu (Slika 7, Priloga 6, Priloga 11).

Na plos¢ah LAMB tako v primeru kontrole (fekalne kulture brez dodane ucinkovine) kot v
primeru kulture z dodanimi ucinkovinami pri otroski mikrobioti ni zrasla nobena kolonija
(Prilogi 4 in 8).
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Stevilo enterobakterij v érevesni mikrobioti odraslega Stevilo laktobacilov v érevesni mikrobioti odraslega

1,00E+09
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+08 T
—_ 1,00E+07
o
-
& 3 1,00E+06
= oo
= 1,00E+07 2 1,00E+05
5 :
g = 1,00E+04
1,00E+06 & 1,00E+03
1,00E+02
i 1,00E+01
1,00E+05 . ] ) ) B . 1,00E+00
Konoplja Borovnica Korenika sréne moci Cesen . X X . -«
Konoplja Borovnica Korenika sréne Cesen
moci
Laktobacili v otroSki mikrobioti niso porasli.
Stevilo enterobakterij v crevesni mikrobioti otroka
Legenda:
1,00E+09
T 7l Kontrola
1,00E+08 B Rast v bujonu z dodatkom
- konoplje
o
2 M Rast v bujonu z dodatkom
—E' 1,00E+07 borovnice
~
2 M Rast v bujonu z dodatkom
o korenike sréne moéi
1,00E+06
Rast v bujonu z dodatkom
tesna
1,00E+05
Konoplja Borovnica Korenika sréne Cesen

moci

Slika 7: Prikaz vpliva u¢inkovin na enterobakterije in laktobacile glede na tip fecesa. Oznaka 1,00 E+n pomeni 1 krat 10 na potenco n



5 DISKUSIJA

Primerjava ploSc¢ za laktobacile

Na ploscah LAMVAB (1 mg/L) je bila rast laktobacilov primerljiva z rastjo na plosc¢ah

LAMB tako v primeru fekalne suspenzije otroka kot v primeru fekalne suspenzije odraslega.

Na plos¢ah LAMB (brez vankomicina) so nam, kot Ze omenjeno v literaturi o preizkuSanju
teh plos¢ (Hartemenik in Domenech, 1997), porasli enterokoki, vendar na rast laktobacilov
niso vidno vplivali, prav tako so se po izgledu in velikosti kolonij lo¢ili od laktobacilov.
Laktobacili na plos¢ah so sprva bili beli, vos¢ene barve in so s¢asoma pridobili zeleni center
0z. so se po ve¢ kot 3 dneh rasti obarvali zeleno, kar je posledica tega, da imajo nekateri
laktobacili sposobnost privzemanja barvila bromkrezol zeleno, ki je bilo dodano v gojisce.
Sposobnost privzemanja zelenega barvila so imeli tudi enterokoki. Ti so bili pri otroski
mikrobioti $tevilnejsi, a laktobacilov v vecini primerov pri testiranju z otroSko mikrobioto
nismo zasledili oz. smo jih v zelo majhnem Stevilu, zato nam enterokoki pri delu niso

povzrocali tezav.

Na koncu smo za glavni poskus (5.3) izbrali plos¢e LAMB brez vankomicina, ker nam
kontrolni sev L. acidophilus pri visokih koncentracijah vankomicina ni rastel in ker po
predhodnih porocilih nekatere vrste laktobacilov na vankomicin sploh niso odporne. K
odlocitvi je doprineslo opaZanje, da nam na LAMB plos¢ah ne porascajo ostale bakterije v

takSnem obsegu, da bi motile dolocanje Stevila laktobacilov.
Primerjava plos¢ za enterobakterije

Za detekcijo enterobakterij smo uporabili ve¢ plos¢ (XLD, MacConkey in ENDO), vse pa se
v splosnem uporabljajo za izolacijo po Gramu negativnih bacilov ter nam omogocajo
razlikovanje med njimi na osnovi metabolizma sladkorjev in detekcijo doloCenih bakterij (kot
npr. Salmonella pri XLD agarju). Gojitev enterobakterij smo preizkusili tako pri anaerobnih
kot pri aerobnih pogojih in ugotovili, da je rast med plos¢ami in atmosferskimi pogoji zelo
primerljiva. Najmanj CFU nam je poraslo na plos¢ah XLD pri aerobnih pogojih, medtem ko
je rast na ENDO in MacConkey agarju bila skoraj identi¢na, a vendarle za malenkost boljsa

na plos¢ah MacConkey, zato smo se pri izvajanju glavnega poskusa (5.3) odlo¢ili za te.

Vecina CFU na ploscah je predstavljala E. coli. Tekom dela so plos¢e MacConkey ob¢asno

porasli tudi enterokoki, z MALDI-TOF doloc¢eni kot Enterococcus hirae. Ker so ti porasli pri



nizkih red¢inah, kjer so enterobakterije bile neStevne, nas kolonije enterokokov pri delu niso

motile.
Hipoteza 1 — vpliv u¢inkovin na laktobacile

V prvi hipotezi smo predpostavili, da bo pri nekaterih uéinkovinah Stevilo bakterij, ki jih
povezujemo z uravnotezeno ¢revesno mikrobioto (laktobacilov), v primerjavi s kontrolo
povecano oz. nespremenjeno. O vlogi avtohtonih laktobacilov v Crevesni mikrobioti je Se
veliko neznanega, a v sploSnem veljajo za bakterije s pozitivnim u¢inkom (Tannock in sod.,
2000). Ker naravne u¢inkovine na ¢revesno mikrobioto delujejo pozitivno in jo uravnovesajo,

smo sklepali, da se bo Stevilo laktobacilov v njihovi prisotnosti povecalo.

Po predhodnih raziskavah med stalne prebivalce ¢loveske ¢revesne mikrobiote spada zelo
majhen delez laktobacilov. Vecina laktobacilov je alohtonih in pridejo v Crevesje iz ustne
votline ter fermentirane hrane. Najpogosteje zaznane vrste laktobacilov v fecesu ¢loveka so:
L. acidophilus, L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii, L. salivarius, L. ruminis, L. casei, L.
paracasei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. reuteri, L. fermentum, L. brevis, L. delbrueckii, L.
sakei, L. vaginalis in L. curvatus (Tannock in sod., 2000). V veéini nam je na plosc¢ah porasel
L. rhamnosus. Za to vrsto je znacilno, da ji ustreza zZivljenje v zelo kislem zelodcu. Nekateri
sevi te vrste se uporabljajo kot probiotiki (zivi mikroorganizmi, ki v zadostnih koli¢inah
pozitivno vplivajo na zdravje gostitelja). Vrsta L. rhamnosus spada med alohtone (Crevesje
samo prehaja) (Tannock in sod., 2000). Zanimivo je, da laktobacili niso vedno povezani z
zdravim stanjem pri ¢loveku ampak so jih v pove¢anem Stevilu nasli pri nekaterih bolezenskih
stanjih kot je okuzba CDI (v primeru te okuzbe je prisotno povecanje laktobacilov in

enterobakterij) (Vincent in Manges, 2015).

V nasprotju s splo§nim prepri¢anjem je laktobacilov v fecesu malo (redko presezejo 102 CFU
na gram fecesa pri odraslem, pri otroku pa je Stevilo Se nizje; v nekaterih raziskavah jih sploh
niso zaznali). Tako nas neporaslost plos¢ LAMB pri otroku ni zelo presenetila (Tannock in
sod., 2000).

Kot smo omenili ze prej, veljajo laktobacili za bakterije s pozitivnim ucinkom, zato
zmanjSanja Stevila laktobacilov pri gojenju mikrobiote odraslega s konopljo nismo
pricakovali. Iz istega razloga nas je presenetilo nespremenjeno Stevilo laktobacilov pri

dodatku borovnice, za katere so Ze pokazali, da vzpodbujajo rast drugih koristnih bakterij,
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npr. bifidobakterij (Laparra in Sanz, 2009). Vendar pa industrijska konoplja in borovnice
vsebujejo nenasi¢ene mascobne kisline, ki po nekaterih poro¢ilih v visokih koncentracijah
zavirajo rast laktobacilov in njihovo pritrjanje na sluznico (Ho, in sod., 2013; Laparra in Sanz,
2009). Ker pri¢akujemo v konopljinem olju vi$je koncentracije nenasi¢enih mas¢obnih kislin,
bi to lahko razlozilo zmanjSanje rasti laktobacilov. Pri borovnicah se te nahajajo v semenih,
zato se pri ¢aju najverjetneje ne pojavljajo v zadostnih koli¢inah, da bi imele kakSen negativen
vpliv na rast laktobacilov. Vendar pa je potrebno imeti v mislih, da naj bi bila vrsta
laktobacila, ki je predstavljal veliko vecino CFU na ploscah alohtona bakterija, ki le prehaja
skozi Crevesje, zato njena vloga v Crevesju nima nujno pomembnega pozitivnega vpliva na

ohranjanje ali vzpostavljanje ravnovesja v ¢revesni mikrobioti.

V fekalni kulturi odraslega se je Stevilo laktobacilov ob prisotnosti ¢esna povisalo. PoviSanje
smo pricakovali zaradi podatkov predhodne raziskave, ki omenja, da Cesen vzpodbuja rast

laktobacilov (Filocamo in sod., 2012).

O ucinku korenike sr¢ne moci na predstavnike Crevesne mikrobiote nismo nasli nobenih
objavljenih raziskav. Nasi rezultati nakazujejo, da na laktobacile deluje vzpodbujevalno,

¢eprav v manjSem obsegu kot Cesen.

Ucinka naravnih u€inkovin na laktobacile otroka ne moremo komentirati, saj ga v poskusu

nismo zaznali niti pri kontroli.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko hipotezo 1 delno potrdimo; pri nekaterih testiranih

ucinkovinah se je Stevilo laktobacilov povecalo ali ostalo nespremenjeno.
Hipoteza 2 — vpliv u¢inkovin na enterobakterije

V hipotezi 2 smo predvidevali, da se bo v primeru dodanih naravnih ucinkovin Stevilo
enterobakterij vsaj v nekaterih fekalnih kulturah zmanjsalo, saj smo povezali podatka, da
imajo naravne ucinkovine pozitiven vpliv na ravnovesje v crevesni mikrobioti in da
enterobakterije pod doloenimi pogoji (¢e njihovo Stevilo v ¢revesni mikrobioti enormno
naraste) lahko postanejo Skodljive in povzro¢ijo vnetje (Shin in sod., 2012). Tako bi se po

naSem sklepanju moralo Stevilo enterobakterij ob dodanih naravnih u¢inkovinah zmanjsati.

V primeru dodane konoplje v fekalno kulturo odraslega se je Stevilo enterobakterij, kot smo
pri¢akovali, zmanj$alo. Studije so pokazale veliko antibakterijsko delovanje konoplje, zaradi

vsebnosti kanabinoidov (CBD, CBC, CBG ...), alkaloidov in fenolov. Konoplja zavira
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patogene kot je E. coli, ki je v nasih preiskovanih vzorcih fecesa z veliko vecino prevladovala

(Khan in sod., 2014).

Pri¢akovane rezultate smo dobili tudi pri fekalni kulturi odraslega z dodanim cajem iz
borovnic, saj se je Stevilo enterobakterij v prisotnosti borovnic zmanjsalo, te pa ze omenjajo

tudi kot zaviralce urinarnih okuzb z dolo¢enimi enterobakterijami (Ofek in sod. 1996).

Na enterobakterije v ¢revesni mikrobioti otroka ne konoplja in ne borovnica nista imeli
vpliva. Verjetno je to povezano z dejstvom, da se crevesni mikrobioti otroka in odraslega po

sestavi razlikujeta. Mozna je razlika tudi v sevih znotraj dolocenih vrst.

Nepri¢akovano sta korenika sréne moci in ¢esen znatno zvisala Stevilo enterobakterij tako pri
otroski mikrobioti, kot pri odrasli. Ena predhodnih raziskav ze omenja, da cesen lahko
spreminja sestavo Crevesne mikrobiote z zaviranjem nekaterih bakterij in vzpodbujanjem
drugih (vklju¢no z laktobacili). Vendar v omenjeni raziskavi niso delali poskusov konkretno
na enterobakterijah, ampak na c¢revesnih izolatih bifidobakterij, klostridijev in laktobacilov.
Vpliv ¢esna, skupaj s koreniko sréne moci je po nasih podatkih do danes bil Se neraziskan. V
bodoce bi bilo priporocljivo tovrstne raziskave nadaljevati in pogledati Se ucinek na drugih

fekalnih vzorcih.

Hipotezo 2 lahko na podlagi rezultatov potrdimo, saj so nekatere naravne ucinkovine

zmanjSale Stevilo enterobakterij v ¢revesni mikrobioti.
Hipoteza 3 — testiranje u¢inkovin na razli¢nih tipih fecesa

Ker starost vpliva na sestavo Crevesne mikrobiote smo predpostavili, da se bodo vplivi
ucinkovin na otroSko in odraslo ¢revesno mikroioto nekoliko razlikovali, saj je aktivnost
ucinkovin lahko odvisna tudi od presnavljanja ucinkovin s strani ¢revesne mikrobiote.
Konoplja in borovnica na enterobakterije v fecesu otroka nista imeli vpliva, v mikrobioti
odraslega pa smo zaznali znizanje Stevila enterobakterij. To lahko morda pojasnimo s tem, da
kot receno presnova ucinkovin ni potekala na enak nacin, ali pa se v mikrobioti otroka ne
nahajajo isti sevi, z istimi lastnostmi in dovzetnostjo za ucinkovino, kot v mikrobioti

odraslega.

Hipotezo 3 lahko na podlagi dobljenih rezultatov potrdimo, saj so se razlike v u¢inku naravnih
ucinkovin na laktobacile in enterobakterije pri otroku in pri odraslem v nekaterih primerih

pojavile.
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Pomen dobljenih rezultatov

Z raziskavo smo s pomoc¢jo znanstvenih metod pokazali, da naravne uc¢inkovine lahko imajo
vpliv na dolocene predstavnike Crevesne mikrobiote (laktobacile in enterobakterije) in s tem
prispevali k poznavanju vpliva uzivanja konoplje, borovnic, ¢esna in korenike sréne moci. S

tem smo naredili tudi majhen korak naprej v zdravljenju neravnovesja v ¢revesni mikrobioti.
Mozne izboljSave

Raziskavo bi izboljsali, ¢e bi opravili ve¢ ponovitev poskusa z razlicnimi vzorci fecesa, saj se
lahko ¢revesna mikrobiota med posamezniki zelo razlikuje. Prav tako bi dobili natan¢nejSo
srednjo vrednost, ¢e bi eno red¢ino nanesli na ve¢ plosc, ne pa samo na dve, kot smo naredili
v naSem primeru. BoljSe bi bilo, ¢e poskusa ne razdelili na dva dela (v prvem delu smo
preucevali vpliv borovnice in konoplje, v drugem delu poskusa pa vpliv ¢esna in korenike
sréne moci). Kontrola bi bila tako v vseh primerih enaka, prav tako fekalna suspenzija, saj se
sestava mikrobiote lahko Ze znotraj enega vzorca nekoliko razlikuje. A da bi bilo to izvedljivo
bi bilo potrebno ve¢ oseb, ki bi izvajale poskus, saj je Cas dela z bakterijami izven
optimalnega okolja omejen in bakterije po dolocenem ¢asu lahko za¢nejo odmirati, kar bi se

odrazalo v napac¢nih rezultatih.
Vrednotenje metode dela

Metoda dela je bila za preliminarne raziskave vpliva u¢inkovin popolnoma primerna. Da smo
za izbran nacin testiranja (klasicna mikrobioloska metoda, ki vkljucujejo gojenje) zagotovili
ustrezno kvaliteto metode, smo jo najprej optimizirali s preizkusanjem razli¢nih variant
(gojisca, atmosferski pogoji, kontrolni sevi). Rezultate bi v primeru nadaljnjega dela lahko
potrdili Se z molekularnimi metodami (osnovane na DNA/RNA analizi mikrobiote) in v delo

vkljudili analize ostalih bakterij (npr. bifidobakterij) ter vkljucili poskuse v in vivo.
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6 ZAKLJUCEK

Namen te raziskave je bil ugotoviti vpliv doloCenih prehrambnih ucéinkovin (industrijske
konoplje, borovnic, korenike sréne moci in Cesna) na izbrane predstavnike crevesne
mikrobiote: enterobakterije in laktobacile ter analizirati vpliv nanje v ¢revesni mikrobioti

zdravega otroka in v ¢revesni mikrobioti zdravega odraslega ¢loveka.

Rezultati raziskave so pokazali, da tako korenika sréne moci kot ¢esen vplivata na zviSanje
Stevila enterobakterij in laktobacilov v ¢revesni mikrobioti (odrasli in otroski). Industrijska
konoplja je delovala ravno nasprotno, pri ¢emer smo dolocili bistveno znizanje enterobakterij
in laktobacilov v mikrobioti odraslega ¢loveka. Borovnica je imela vpliv samo na zniZanje
Stevila enterobakterij, medtem ko je Stevilo laktobacilov ostalo nespremenjeno. Laktobacilov
v otroS$ki mikrobioti nismo zaznali z gojitvenimi metodami, Stevilo enterobakterij pa je pri
dodatku borovnice in konoplje ostalo nespremenjeno. To kaze na razlien vpliv naravnih
ucinkovin na bakterije v fecesu otroka in na bakterije v fecesu odraslega. Na podlagi

dobljenih rezultatov smo lahko potrdili vse nase hipoteze.

Z raziskavo smo s pomocjo znanstvenih metod pokazali, da naravne u¢inkovine lahko imajo
vpliv na dolocene predstavnike Crevesne mikrobiote (laktobacile in enterobakterije) in s tem
prispevali k razvoju ukrepanja pri neuravnotezeni v ¢revesni mikrobioti s pomo¢jo naravnih

uéinkovin.
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7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Pri izbiri teme raziskovalne naloge in eksperimentalno pridobljenih rezultatih smo upostevali

osnovna nacela druzbene odgovornosti.

Vsi poskusi so bili izvedeni v in vitro, za rezultate pridobljene na ta nacin pa ni nujno, da so
popolnoma primerljivi z dogajanjem v in vivo. Mozno je, da naravne ucinkovine v ¢loveskem

¢revesju vplivajo nekoliko drugace, kot lahko to ponazorimo v in vitro.

Eksperimentalnega dela smo se lotili odgovorno in vse kontaminirane materiale (uporabljene

agarjeve plosce, epice, centrifugirke ...) primerno odstranili.
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9 PRILOGE

Priloga 1: Stevilo enot, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojis¢u MacConkey iz fekalne kulture odraslega ¢loveka, ki smo jo
namnozili v prisotnosti konopljinega olja in borovnicevega ¢aja.

Stevilo CFU
Red¢ina Nered¢eno | 107 102 103 10 10° 10 107 Stevilo
CFU/mL
Pozitivna kontrola 1 / / >300 >300 55, 41 6, 8 Ni rasti 0,0 5,0x10°
kontrola CFU CFU
kontrola 2 / / >300 >300 70, 68 10, 13 0,1 0,0 7,3x10°
CFU CFU
Rast v bujonu | konopljal / / 179,193 | 17,14 1,1 0,1 0,0 0,0 1,8x10°
z dodatkom konoplja2 |/ / 315,355 | 29,45 3,4 0,0 0,0 0,0 3,4x10°
konopljinega
olja
Rast v bujonu | borovni¢ev |/ / >300 116, 66 3,13 0,1 0,1 0,0 9,0x10°
z dodatkom ¢aj 1 CFU
borovni¢evega | borovniéev |/ / >300 99, 95 2,6 0,0 2,0 0,0 9,2x10°
Caja ¢aj 2 CFU

/-dolocena red¢ina ni cepljena na plosco

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole

vseh vzorcev na plos¢ah niso podale nobene rasti.
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Priloga 2: Stevilo enot laktobacilov, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojiséu LAMB iz fekalne kulture odraslega ¢loveka, ki smo jo

namnozili v prisotnosti konopljinega olja in borovnievega ¢aja.

Stevilo CFU
Red¢ina NeredcCeno 10t 1072 103 10 Stevilo
CFU/mL

Pozitivha kontrola 1 >300 CFU 227, 252 31, 31 3,6 0,0 2,5x10%
kontrola kontrola 2 >300 CFU 275, 352 31, 36 13,2 5,2 3,0x10*
Rast v bujonu | Konopljal 20, 22 2,0 0,0 0,0 0,0 2,1x10?
z dodatkom konoplja 2 40, 31 9,3 0,0 0,0 0,0 3,8x10°
konopljinega
olja
Rast v bujonu | borovnic¢ev >300 CFU 173, 237 15, 32 2,5 1,3 2,1x10%
z dodatkom ¢aj 1
borovni¢evega | borovni¢ev | >300 CFU 168, 177 32,15 2,5 3,1 1,8x10%
Caja Caj 2

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu.
vseh vzorcev na plos¢ah niso podale nobene rasti.

Negativne kontrole
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Priloga 3: Stevilo enot, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojis¢u MacConkey iz fekalne kulture otroka, ki smo jo namnozili v
prisotnosti konopljinega olja in borovnievega ¢aja.

Stevilo CFU
Red¢ina Neredéeno 101 102 1073 10 10° 10° 107 Stevilo
CFU/mL
Pozitivna kontrola 1 / / >300 CFU | 69, 85 3,6 1,1 0,0 0,0 7,4x10°
kontrola kontrola 2 / / >300 CFU | 80, 87 8,7 0,1 0,0 0,0 8,3x10°
Rast v bujonu | Konopljal / / >300 CFU | 82, 111 10, 14 1,2 0,0 0,0 9,9x10°
z dodatkom konoplja2 |/ / >300 CFU | 90, 88 8,11 0,2 0,1 0,0 9,0x10°
konopljinega
olja
Rast v bujonu | borovni¢ev |/ / >300 CFU | 81, 89 12,7 1,0 0,0 0,0 8,6x10°
z dodatkom ¢aj 1
borovnicevega | borovni¢ev |/ / >300 CFU | 80, 78 2,13 1,0 0,0 0,0 7,9x10°
Caja caj 2

/-dolocena redcina ni cepljena na plos¢o
Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole
vseh vzorcev na plos¢ah niso podale nobene rasti.
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Priloga 4: Stevilo enot laktobacilov, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojiséu LAMB iz fekalne kulture otroka, ki smo jo namnozili v
prisotnosti konopljinega olja in borovnievega ¢aja.

Stevilo CFU
Redcina Neredceno 10t 1072 103 10 Stevilo
CFU/mL
Pozitivna kontrola 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
kontrola kontrola 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
Rast v bujonu | Konopljal 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
z dodatkom konoplja 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
konopljinega
olja
Rast v bujonu | borovni¢ev | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
z dodatkom ¢aj 1
borovnicevega | borovnicev 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
Caja caj 2

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu.

vzorcev na ploscah niso podale nobene rasti.

Negativne kontrole vseh
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Priloga 5: Stevilo enot, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojis¢u MacConkey iz fekalne kulture odraslega ¢loveka, ki smo jo
namnozili v prisotnosti ¢aja korenike sréne moci in Cesna.

Stevilo CFU
Red¢ina Neredc¢eno 10t 1072 103 10 10° 10 10”7 Stevilo
CFU/mL

Pozitivna | kontrolal |/ / >300 CFU | 199, 175 22,26 1,4 1,0 0,0 2,4x10°
kontrola kontrola2 |/ / >300 CFU | >300 CFU | 49, 57 0,9 0,0 0,0 5,2x10°
Rast v korenika / / >300 CFU | >300 CFU | 93, 78 16, 8 3,0 0,0 8,9x10°
bujonuz | sréne moci
dodatkom |1
Caja korenika / / >300 CFU | >300 CFU | 73, 64 7,5 1,3 0,0 9,6x10°
korenike | sréne modi
sréne 2
moci
Rast v éesen 1 / / >300 CFU | >300 CFU | >300 CFU | 259, 273 | 21,24 0,4 2,6x10°8
bujonu z éesen 2 / / >300 CFU | >300 CFU | >300 CFU | 274,278 | 34,30 3,5 2,8x108
dodatkom
¢esna

/-doloc¢ena redcina ni cepljena na plosco

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole vseh
vzorcev na plos¢ah niso podale nobene rasti.
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Priloga 6: Stevilo enot laktobaciov, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojiséu LAMB iz fekalne kulture odraslega ¢loveka, ki smo jo
namnozili v prisotnosti ¢aja korenike sréne moci in ¢esna.

Stevilo CFU
Redcina Neredceno 10t 1072 103 10 Stevilo
CFU/mL

Pozitivna kontrola 1 >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU 38, 46 4,2x10°
kontrola kontrola 2 >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU 50, 24 3,7x10°
Rast v bujonu | korenika >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300
z dodatkom sréne modi 1
¢aja korenike | korenika >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU 378, 380 3,8x10’
sréne moci sréne moci 2
Rast v bujonu | ¢esen 1 >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU 543, 587 5,7x10’
z dodatkom ¢esen 2 >300 CFU >300 CFU >300 CFU >300 CFU 224, 237 2,3x107
cesna
Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole vseh
vzorcev na ploscah niso podale nobene

rasti.
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Priloga 7: Stevilo enot, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojiséu MacConkey iz fekalne kulture otroka, ki smo jo namnozili v
prisotnosti ¢aja korenike sréne moci in ¢esna.

Stevilo CFU
Red¢ina Nered¢eno 10t 1072 10’3 10 10° 10° 107 Stevilo
CFU/mL

Pozitivna kontrola 1 / / >300 CFU 283, 273 26, 31 4,3 0,0 0,0 2,8x10°
kontrola kontrola 2 / / >300 CFU 278, 246 31, 30 Ni rasti 0,1 0,0 2,7x10°
Rast v korenika / / >300 CFU >300 CFU 72,78 10,5 0,1 0,0 7,5%10°
bujonu z sréne modi 1
dodatkom korenika / / >300CFU | >300CFU | 79,71 5,8 0,2 0,0 7,4x10°
caja sréne moci 2
korenike
sréne moci
Rast v Cesen 1 / / >300 CFU >300 CFU >300 CFU 218, 239 24,16 6,5 2,3x108
bujonu z cesen 2 / / >300 CFU >300 CFU >300 CFU 258, 310 34, 27 3,5 2,9x108
dodatkom
Cesna

/-dolocena red¢ina ni cepljena na plosco

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole vseh
vzorcev na ploS¢ah niso podale nobene rasti.
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Priloga 8: Stevilo enot laktobacilov, ki so tvorile kolonije (CFU) na selektivnem gojis¢u
LAMB iz fekalne kulture otroka, ki smo jo namnozili v prisotnosti ¢aja korenike sréne moc¢i

in ¢esna.
Stevilo CFU
Redgina Neredéeno | 10% 102 1073 Stevilo
CFU/mL
Pozitivna kontrolal |0,0 0,0 0,0 0,0 0
kontrola kontrola2 |0,0 0,0 0,0 0,0 0
Rast v korenika 0,0 0,0 0,0 0,0 0
bujonu z sréne moci
dodatkom 1
Caja korenika 0,0 0,0 0,0 0,0 0
korenike sréne moci
sréne moc¢i | 2
Rast v desen 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0
bujonu z éesen 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0
dodatkom
c¢esna

Tabela vsebuje rezultate dveh ponovitev posameznega vzorca in pozitivne kontrole v
enem neodvisnem poskusu. Negativne kontrole vseh vzorcev na plosc¢ah niso podale
nobene rasti.

Priloga 9: Kolonije na MacConkey agarju, ki so porasle iz gojene ¢revesne mikrobiote
odraslega v prisotnosti u¢inkovin in njihove kontrole. K-kontrola, Bor-borovnica, Kono-
industrijska konoplja, Kor-korenika sréne mo¢i, Ce-Gesen. Vse so bile narejene v duplikatih

(1,2)

104

10+

Bor 1

Bor2 Konol

Kono2




Priloga 10: Kolonije na MacConkey agarju, ki so porasle iz gojene Crevesne mikrobiote
otroka v prisotnosti ucinkovin ter njihove njihove kontrole. K-kontrola, Bor-borovnica,
Kono-industrijska konoplja, Kor-korenika sréne moci, Ce-¢esen. Vsi so bili narejeni v

duplikatih (1, 2)

10 10* 10°

K1

K2
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K1
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Kol
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Priloga 11: Kolonije na LAMB agarju, ki so porasle iz gojene ¢revesne mikrobiote odraslega
v prisotnosti ué¢inkovin ter njihove kontrole. K-kontrola, Bor-borovnica, Kono-industrijska
konoplja, Kor-korenika sréne mogi, Ce-Eesen. Vse so bile narejene v duplikatih (1, 2)

N 10t 102 10° 104

Ko2
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K2
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