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Ugotavljanje sposobnosti prilagoditve listerij na benzalkonijev klorid z
dolo¢anjem njegove minimalne inhibitorne koncentracije
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Ugotavljanje sposobnosti prilagoditve listerij na benzalkoni-
jev klorid z dolocanjem njegove minimalne inhibitorne kon-
centracije

Izvlecek: Bakterije rodu Listeria v zivilski industriji pred-
stavljajo tezavo zaradi njihove razirjenosti in dobre sposob-
nosti preZivetja v neugodnih razmerah. L. monocytogenes (E.
Murray et al. 1926) Pirie 1940 je za ¢loveka patogena bakterija,
medtem ko je v Zzivilsko-predelovalnem okolju od listerij naj-
pogosteje prisotne nepatogene bakterije vrste L. innocua Seeliger
(ATCC 33090") Namen dela je bil dolo¢iti, ali se listerije lahko
prilagodijo na razkuzilo benzalkonijev klorid (BAC). Za pri-
lagoditev smo potrebovali natan¢no dolocitev protimikrobne
aktivnosti BAC. Z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plosci-
ci (MTP) smo ugotovili minimalno inhibitorno koncentracijo
(MIK,,,,) BAC za preiskovane seve. Nato smo z rastnimi kri-
vuljami preverili, ali so tako dolo¢ene koncentracije zares naj-
manjse koncentracije BAC, ki vplivajo na rast sevov. Ugotovili
smo, da imajo inhibitorni u¢inek Ze precej manjse koncentra-
cije BAC kot je MIK,, ., saj so bile minimalne inhibitorne kon-
centracije dolocene z rastnimi krivuljami (MIKRK) le 0,1-0,5x
MIK,,, . Prilagoditev listerij na BAC smo zato izvedli tako, da
smo kot zaCetno koncentracijo BAC uporabili 0,25x MIK_ . Re-
zultati so pokazali, da se je kar 50 % sevov uspelo prilagoditi na
BAC, in pri sevu L. monocytogenes ZM500 je bila ta prilagodi-
tev celo trajna. Metoda razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici je
uporabna za priblizno dolocitev protimikrobne aktivnosti raz-
kuzila, medtem ko je za natancnej$o dolocitev aktivnosti raz-
kuzila potrebno le-to dolo¢iti z drugo metodo, kot je npr. $tetje
kolonij na trdem gojis¢u.
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Assessing of adaptation ability of Listeria to benzalkonium
chloride (BAC) by determination of its minimal inhibitory
concentration

Abstract: Bacteria of the genus Listeria pose a problem in
the food industry due to their wide distribution and their good
survival in adverse conditions. L. monocytogenes (E. Murray et
al. 1926) Pirie 1940 is human pathogen, while L. innocua Seel-
iger (ATCC 33090°) as not pathogenic bacteria is the most often
found listeria in food production environment. Disinfectants
represents an important part of Listeria management in food
processing environments and benzalkonium chloride (BAC)
is used frequently. The purpose of the work was to determine
whether strains of listeria can adapt to BAC. To carry out the
adaptation, a precise determination of antibacterial activity of
BAC was needed. Firstly minimum inhibitory concentration
(MIC,,,,) of BAC was determined with broth microdilution
method for each Listeria strain. Then, we checked whether
MIC, , was indeed the lowest concentration of BAC, which
had an influence on growth of strains with growth curves. We
found out that growth inhibitory effect (MIC__) was achieved
at concentrations of BAC that were lower than MIC, (0.1-
0.5x of MIC,,, values). Adaptation of listeria to BAC was there-
fore performed by using 0.25x MIC_. as the initial BAC con-
centration. Results showed that 50 % of the strains were able to
adapt to BAC, and in L. monocytogenes ZM500 this adaptation
was even stable. The broth microdilution method was useful
for approximate assessment of antimicrobial activity of BAC,
while for the more precise determination of disinfectant activ-
ity it is necessary to determine it by using another method such
as plate count method.

Key words: disinfectants; benzalkonium chloride; Lis-
teria; broth microdilution method; growth curve
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1 UVOD

Kvarterne amonijeve spojine (KAC) so pogosto
uporabljena razkuzila, ki se uporabljajo pri mikrobio-
loskem obvladovanju znotraj zdravstvenih ustanov, ve-
terinarskih ambulant in Zivilsko predelovalnih obratov.
Posebej primerna so predvsem zaradi majhne koroziv-
nosti in toksi¢nosti, a so kljub temu zelo protimikrobno
ucinkovita (Wu in sod., 2015). Med KAC uvrsc¢amo tudi
razkuzilo benzalkonijev klorid (BAC), ki se kot kationsko
povrsinsko aktivno sredstvo pogosto uporablja za medi-
cinsko dezinfekcijo in sanitacijo v Zivilsko predelovalnih
okoljih zaradi svoje dvojne, tako hidrofobne kot tudi hi-
drofilne, narave. Pogosto se dodaja kot biocid v izdelke
za osebno nego, kozmetiko in produkte za dezinfekcijo
koze (Liu in sod., 2017). Protimikrobno delovanje BAC
temelji na spremembi permeabilnosti celicne membrane
in motenj v naboju celi¢cne membrane, kar povzrodi izlo-
¢anje citoplazemske vsebine v zunanjost celice ter s tem
celi¢no smrt (Arias-Moliz in sod., 2015).

Stevilne $tudije kaZejo na to, da se bakterije vrste L.
monocytogenes pri izpostavitvi subinhibitornim koncen-
tracijam BAC lahko prilagodijo na vecje koncentracije
BAC, vendar mehanizem odpornosti $e ni popolnoma
raziskan. Predvideva se, da so pri razvoju bakterijske
odpornosti proti razkuzilom pomembni dejavniki mem-
branske izlivne ¢rpalke, za katere se v literaturi uporablja-
jo tudi izrazi »sistem transportnih proteinov« in »eflu-
ksne ¢rpalke« (Gadea in sod., 2017). Dolocene $tudije
nakazujejo tudi, da je eden izmed moznih mehanizmov
za razvoj odpornosti bakterij vrste L. monocytogenes pro-
ti KAS, sprememba sestave masc¢obnih kislin v bakterij-
ski membrani (Bisbiroulas in sod., 2011), kar bakterijam
omogoca rast v stresnih razmerah. Se ve¢, nekateri stro-
kovnjaki predvidevajo, da bi v teoriji pri prilagoditvi li-
sterij na KAS lahko v bakterijski celici pri$lo do aktivacije
dveh ali ve¢ mehanizmov hkrati, kot so npr. modifikacija
strukture in sestave bakterijske membrane, optimizacija
tvorbe biofilma, prekomerno izrazanje genov, ki kodirajo
membranske izlivne ¢rpalke in biorazgradnja razkuzila
(Gadea in sod., 2017).

Ob pravilni uporabi in primerni koncentraciji so
razkuzila precej u¢inkovita pri preprecevanju rasti bak-
terij. Zaradi razli¢nih razlogov, kot so nepopolno ¢isce-
nje delovnih povrsin, premajhen odmerek uporabljenega
razkuzila ali zaradi tvorbe biofilma na delovnih povrsin,
pa lahko v stik z bakterijami prihajajo tudi v manjsih
koncentracijah. V takih razmerah so bakterije izposta-
vljene sub-letalnim koncentracijam razkuzil, kar lahko
vodi do prilagoditve bakterij na razkuzila (Soumet in
sod., 2016). Zaradi prekomerne uporabe KAC se lahko
v dolocenih okoljih tako nevede vrsijo selektivni pritiski
(v smislu delovanja majhnih koncentracij KAC, ki niso
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dovolj za baktericidno aktivnost) , ki lahko prispevajo k
razvoju proti KAC odpornih bakterij. Zaradi vse vecjega
Stevila proti protimikrobnim spojinam odpornih bakte-
rij in Siroke uporabe KAG, je klju¢nega pomena oceniti,
katera metoda je najbolj primerna za dolocitev protimi-
krobne aktivnosti KAC. Trenutno ni posebej predpisane
metode za dolocitev protimikrobne aktivnosti KAC. V
ta namen se pogosto uporablja metoda razred¢evanja v
mikrotitrski plos¢ici ali metoda razred¢evanja v trdnem
gojiscu, ki sta standardizirani s strani CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (Wu in sod., 2015). Pri
metodi razred¢evanja v mikrotitrski ploéci se po inkuba-
cijskem obdobju bakterijska rast preverja bodisi z vizu-
alnim pregledom bodisi s polavtomatskimi ali popolno-
ma avtomatiziranimi sistemi. Najmanj$a koncentracija
protimikrobnega sredstva, ki zavre rast bakterij je defi-
nirana kot minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)
(Klan¢nik in sod., 2010). Prednosti omenjene metode so
predvsem v tem, da je metoda enostavna za izvedbo in jo
je mogoce enostavno standardizirati pri preiskavah med
dvema ali ve¢imi laboratoriji. Kljub temu se v literatu-
ri pojavljajo Studije, ki ugotavljajo relevantnost rezulta-
tov, pridobljenih z metodo razredcevanja v mikrotitrski
plos¢ici in katero drugo metodo, ki se danes prav tako
pogosto uporablja za dolocitev protimikrobne aktivnosti
preiskovanih spojin. Standardna metoda razredc¢evanja
v mikrotitrski plo$¢ici ima priznano natan¢nost za en
razred¢itveni interval, saj metoda za vrednost MIK npr.
1 mg I"' sprejema vrednosti med 0,5 in 2 mg ™. Lepe
in sod. (2013) so v $tudiji ugotovili Sibko korelacijo med
rezultati pridobljeni z E-testi in metodo razred¢evanja v
mikrotirski ploséici, zaradi ¢esar bi bilo zazeleno razviti
metodo za Se natan¢nej$o dolo¢anje vrednosti MIK. Tudi
Klodzinska in sod. (2018) so predpostavili, da bi Ze samo
ob kombiniranju dolo¢itve MIK in MBK (mikrobicidne
koncentracije) pridobili podrobnejsi vpogled v obcutlji-
vost bakterij za protimikrobna sredstva in bolj klini¢no
relevantne podatke.

Namen raziskave je bil dolo¢iti, kak$na je zmoznost
razli¢nih sevov bakterij rodu Listeria, da se prilagodijo
na BAC in hkrati preveriti ali za doloc¢itev protimikrobne
aktivnosti BAC ustreza uporaba metode razred¢evanja v
mikrotitrski plos¢ici.

2  MATERIAL IN METODE

2.1 SEVIBAKTERIJ RODU LISTERIA IN GOJISCA

V raziskavo smo vklju¢ili 10 sevov bakterij rodu Li-
steria iz mikrobioloske zbirke Laboratorija za Zivilsko mi-
krobiologijo na Oddelku za zivilstvo Biotehniske fakul-
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tete (oznaka sevov ZM). Uporabili smo 5 sevov bakterij
vrste Listeria monocytogenes (E. Murray et al. 1926) Pirie
1940) in 5 sevov bakterij vrste L. innocua Seeliger (ATCC
33090) (Preglednica 1). Bakterije so bile shranjene pri -20
°C v suspenziji glicerola (0,15 ml) in kulture (0,85 ml v
tekocem gojis¢u TSB (angl. Tryptic Soy Broth, Biolife,
4021552, Milano, Italija). Po revitalizaciji smo sev iz goji-
$§¢a TSB nacepili na selektivno gojisce ALOA (angl. Agar
Listeria acc. to Ottaviani & Agosti, Biolife, 4016052), kjer
so po 24 h pri 37 °C zrasle modrozelene kolonije, ki so
znacilne za bakterije vrste L. innocua, in modrozelene
kolonije s prosojno cono, ki so znacilne za bakterije vr-
ste L. monocytogenes. Po eno kolonijo smo nacepili na
gojis¢e TSA (angl. Tryptic Soy Agar, Biolife, 4021502) in
ponovno 24 h inkubirali pri 37 °C. Pred vsakim eksperi-
mentom smo za pripravo inokuluma z gojis¢a TSA vzeli
eno kolonijo izbranega seva ter jo prenesli v 4 ml gojisc¢a
TSB, vsebino premesali na vrtinénem mesalniku in 4 ure
inkubirali pri 37 °C na stresalniku (75 obratov/ minuto).
Predvidevali smo, da se je v tem ¢asu kultura namnozila
do koncentracije 10° KE (kolonijskih enot) ml™. Za na-
daljnje delo smo 150 ul tako pripravljene kulture prenesli
v 10 ml gojisc¢a TSB ter tocno koncentracijo celic dolo¢ili
z metodo $tetja kolonij na gojis¢u TSA.

2.2 BENZALKONIJEV KLORID

Pri raziskovalnem delu smo uporabili benzalko-
nijev klorid (BAC, ang. Benzalkonium chloride, Sigma
Aldrich, B6295, Saint Louis, ZDA). Pri pripravi delovne
raztopine za dolocitev protimikrobne aktivnosti BAC za
seve L. monocytogenes smo 10 mg BAC raztopili v 1 ml
gojis¢a TSB ter redc¢enje z gojis¢em TSB nadaljevali do
koncentracije 100 ug ml™'. Za dolo¢itev protimikrobne
aktivnosti BAC za seve L. innocua smo na enak nacin pri-
pravili delovno raztopino BAC (5 mg ml™) ter red¢enje
z gojis¢em TSB nadaljevali do koncentracije 500 ug ml™
saj so podatki iz literature nakazovali, da je minimalna
inhibitorna koncentracija (MIK) BAC za seve L. innocua
nekoliko ve¢ja (Korsak in Szuplewska, 2016).

2.3 METODA RAZREDCEVANJA V MIKROTI-
TRSKI PLOSCICI

Za dolocitev minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK) razkuzila BAC smo uporabili metodo razredce-
vanja v mikrotitrski plo$cici (Klan¢nik in sod., 2010) in
to koncentracijo oznacili kot MIK,, .. Po 24 h inkubaciji
pri 37 °C smo v vse luknjice mikrotitrske plos¢ice, ki so
vsebovale preiskovan sev listerij in razlicne koncentra-
cije BAC, dodali 10 pl reagenta INT (2-p-iodofenil-3-p-

-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid, 2 mg ml™ Sigma
Aldrich, 18377-56, Saint Luis, ZDA) ter mikrotitrsko
plos¢ico 1 minuto stresali na stresalniku (100 obratov/
minuto) in jo ponovno 20 minut inkubirali pri 37 °C.
Vrednost MIK, . smo dolocili vizualno glede na obar-
vanost suspenzije v posamezni luknjici, pri cemer je bila
prva neobarvana luknjica dolocena kot MIK, ., BAC, saj
je to pomenilo, da ni ve¢ metabolno aktivnih bakterijskih
celic, ki bi INT lahko reducirale v rde¢ formazan (Klan¢-
nik in sod., 2010). MIK,,, smo definirali kot najmanjso
koncentracijo, ki zavira vidno rast testnega seva bakterij
(Burt, 2004). Po dolocitvi vrednosti MIK,,, smo pri tej
koncentraciji BAC dolocili stevilo prezivelih bakterij z
metodo $tetja kolonij na trdem gojis¢u TSA. Vse prei-
skave z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici smo
izvedli v 2 ali 3 paralelkah.

2.4 RASTNA KRIVULJA

Z rastno krivuljo smo preverjali, ali je koncentra-
cija BAC dolo¢ena z metodo razred¢evanja v mikrotitr-
ski ploscici (MIK,,,,) dejansko najmanj$a koncentracija
BAC, ki zmanjsa rast posameznega seva listerij. Rastno
krivuljo smo dolo¢ili tako, da smo v epruveto z 8,5 ml
gojis¢a TSB dodali 1 ml delovne raztopine razkuzila s
tako koncentracijo, da je bila kon¢na koncentracija raz-
kuzila v 10 ml raztopine enaka doloceni MIK,, BAC, in
0,5 ml inokuluma testnega seva listerij. Vzporedno smo
v drugo epruveto z 9,5 ml TSB dodali 0,5 ml inokuluma
testnega seva listerij (kontrolni vzorec). Vzorce smo nato
24 h inkubirali pri 37 °C. Vzor¢ili smo v ¢asu 0, 4 in 24
h ter dolodili stevilo listerij, ki so rasle v gojis¢u TSB z
dodanim BAC, in $tevilo listerij, ki so rasle v gojis¢u TSB
brez dodanega BAC z metodo $tetja kolonij na trdem
gojis¢u TSA. S pridobljeni podatki smo izrisali grafe, ki
so ponazarjali rast posameznih sevov listerij pri MIK,
BAC. Rastne krivulje smo doloc¢ili tudi pri manjsih kon-
centracijah BAG, kot je bila dolocena MIK . Minimal-
no inhibitorno koncentracijo BAC smo nato dolo¢ili iz
rastnih krivulj in jo oznacili kot MIK , pri tisti najman;jsi
koncentraciji BAC, kjer je bila statisti¢no znacilna razlika
(Sekcija 2.5) med rastjo posameznega seva v gojis¢u TSB
z dodanim BAC v gojis¢u TSB brez dodanega BAC. Vse
rastne krivulje smo dolo¢ili v najmanj dveh paralelkah.

2.5 STATISTICNA OBDELAVA

Rezultate, pridobljene z rastnimi krivuljami, smo
primerjali s testom ANOVA (Microsoft Excel). Pred-
postavili smo, da velja nicelna hipoteza (H,) in izbrali
0,05 za stopnjo znacilnosti a. Iz vzorca smo izracunali
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testno statistiko in glede na to, v katero obmoc¢je je
vrednost padla, ovrednotili rezultate. V kolikor je bila
verjetnost p > 0,05, smo ni¢elno domnevo obdrzali,
kar pomeni, da rezultati niso bili statisticno znacilno
razli¢ni. V nasprotnem primeru, ko je bila p < 0,05,
smo nic¢elno domnevo zavrnili v korist alternativne
domneve (H)), kar je pomenilo, da so rezultati stati-
sti¢no znacilno razli¢ni (Kosmelj, 2007).

2.6 PRILAGODITEV LISTERI] NA BENZALKO-
NIJEV KLORID

Prilagoditev posameznega seva listerij na BAC
smo izvajali v 2 paralelkah in vzporedno v 2 para-
lelkah preverjali rast istega seva bakterij v samem
gojis¢u TSB (kontrolna vzorca). 150 pl pripravljene
prekono¢ne kulture posameznega seva listerij smo
prenesli v 10 ml tekocega gojis¢a TSB. 150 ul tako
pripravljenega inokuluma smo asepti¢no prenesli
v epruveto, kjer je bilo 9 ml gojis¢a TSB in dodali 1
ml ustrezno razredéene delovne raztopine razkuzila
BAC. Razredc¢itve delovne raztopine BAC smo izvedli
glede na predhodno dolocene vrednosti MIK tako,
da smo prilagoditev posameznega seva listerij zaceli
pri 0,25 x MIK_,. Seve smo postopoma izpostavljali
nara$c¢ajoc¢im se koncentracijam BAC vse do 16x MI-
K. 0z. do koncentracije, pri kateri se je rast bakterij
ustavila. Rast bakterij smo pri manjsih koncentracijah
BAC (0,25 x -2x MIK, ) dolo¢ili s pojavom motnosti
gojisc¢a TSB v epruveti, ki je vsebovala dodatek BAC v
primerjavi s kontrolno epruveto, ki je vsebovala goji-
§¢e TSB brez dodanega BAC. Pri ve¢jih koncentraci-
jah BAC (> MIK ) smo rast listerij doloc¢ili z metodo
Stetja kolonij na trdnem gojis¢u, saj motnost ni bila
ve¢ o¢itna. V primerih, ko ni bilo zaznane bakterijske
rasti, smo vzorce inkubirali do sedem dni ter vsak dan
preverjali, ¢e je prislo do kaks$ne spremembe v kon-
centraciji listerij. V kolikor po sedmih dneh ni bilo
zaznane rasti, smo prilagoditev zakljucili. Pri kontrol-
nem vzorcu smo v 10 ml TSB dodali 150 pl razred¢ene
prekonoc¢ne kulture izbranega seva in sev inkubirali
v enakih razmerah kot sev, ki smo ga prilagajali na
BAC.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Glavni namen raziskave je bil dolo¢iti sposobnost
prilagoditve razli¢nih sevov listerij za benzalkonijev
klorid. Prvi korak za nadaljnji poskus prilagoditve je
bil ugotoviti, katera je najmanjsa koncentracija BAC,
ki ima inhibitorni u¢inek za rast posameznega seva.
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3.1 DOLOCITEV KONCENTRACIJE BENZALKO-
NIJEVEGA KLORIDA ZA RAZLICNE SEVE
LISTERI]

Za izvedbo prilagoditve smo za posamezen sev naj-
prej dolocili protibakterijsko uc¢inkovitost BAC tako, da
smo dolo¢ili minimalne inhibitorne koncentracije z me-
todo razredcevanja v mikrotitrski ploscici (MIK,,). Ker
smo ugotovili, da so te koncentracije BAC zelo velike in
da lahko delujejo Ze baktericidno (Preglednica 1), smo
natan¢neje dolo¢ili minimalne inhibitorne koncentracije
iz rastnih krivulj (MIK_ ), pri katerih smo rast posame-
znega seva listerij spremljali pri razli¢nih manjsih kon-
centracijah BAC, kot je bila dolocena MIK, . Rezultati
so pokazali, da se MIK,,, in MIK_ med seboj zelo raz-
likujejo (Preglednica 1). To lahko pojasnimo s tem, da
gre pri metodi razred¢evanja v mikrotitrski ploscici za
»ohlapno«, manj to¢no metodo, s katero testiramo zelo
$iroko koncentracijsko obmocje razkuzila, kjer je rezultat
le priblizna minimalna inhibitorna koncentracija. Poleg
tega z reagentom INT ne moremo dolo¢iti Stevila prezive-
lih bakterij, ampak le ugotovimo pri kateri koncentraciji
je bakterij dovolj, da zaznamo spremembo v barvi goji-
$¢a zaradi redukcije barvila INT (Berridge in sod., 2005).
Na primer pri sevu L. innocua ZM39 je bila MIK,,, BAC
7,81 pg ml™, medtem ko smo z rastno krivuljo dolo¢ili,
da pride do statisticno znacilnega zmanjsanja rasti ze pri
1,95 ug ml* BAC (MIK_,) in zato smo to koncentraci-
jo upostevali kot tisto, kjer se rast tega seva bakterij ze
zmanj$a. Analogno smo za vse druge seve listerij dolo¢ili,
daso MIK,, od 2 x do 8 x manjse od MIK,, (Preglednica

1).

MTP

Rezultati MIK .. iz preglednice 1 so primerljivi z
rezultati, ki so jih pokazali Soumet in sodelavci (2005).
Pri rezultatih dobljenih z metodo razred¢evanja v mikro-
titrski ploscici so ugotovili, da je vrednost MIK za BAC
pri bakterijah vrste L. monocytogenes v obmoéju med
1,87 in 15 pg ml™', pri ¢emer so jo pri 88 sevih od 254
preiskovanih dolo¢ili pri koncentraciji 3,75 pg ml™. Tudi
vrednosti MIK, . izbranih sevov bakterij vrste L. innocua
se v naSem primeru skladajo s podatki iz literature. Kor-
sak in Szuplewska (2016) sta pri 90 % preiskovanih sevov
bakterij vrste L. innocua z uporabo metode razred¢eva-
nja v mikrotitrski ploscici doloc¢ili vrednost MIK za BAC
5 pg ml™, pri ¢emer se je obmoéje MIK za preiskovane
seve bakterij vrste L. innocua gibalo med 2,5 in 40 pg ml™',

kar je v skladu z nagimi rezultati MIK . (Preglednica 1).

3.2 PRILAGODITEV LISTERI] NA BENZALKONI-
JEV KLORID

S prilagoditvijo listerij na BAC smo zaceli pri zelo
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Tabela 1: Dolo¢itev minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici

in rastno krivuljo za seve bakterij rodu Listeria

Table 1: Determination of minimum inhibitory concentration of benzalkonium chloride by microdilution method and growth

curve for Listeria strains

Metoda razred¢evanja

v mikrotitrski plo$cici Rastna krivulja
MIK,, ., TP MIK,
(ugml') (KEml™? 0,5xMIK,,, 0,25 x MIK,, ., 0,125x MIK, ., (ug ml™)
C N C N C N
Sev (ugml™") (KEml") (ugml™") (KEml") (ugml™) (KEml™")
L. innocua ZM39 7,81 3,5x 10° 3,91 <10 1,95 2,3x10% / / 1,95
L. innocua ZM40 7,81 1,7 x 10? 3,91 <10 1,95 <10 0,98 1,0x10° 0,98
L. innocua ZM41 7,81 5,2 x 10? 3,91 <10 1,95 <10 0,98 4,2x10” 0,98
L. innocua ZM43 7,81 1,6 x 10° 3,91 <10 1,95 2,6x10* / / 1,95
L. innocua ZM68 7,81 6,0x 10! 3,91 <10 1,95 2,6 x10> 0,98 4,0x10” 0,98
L. monocytogenes ZM51 6,25 <10 3,13 1,0x10° 1,56 / / / 3,13
L. monocytogenes 7ZM58 6,25 <10 3,13 6,6 x10" 1,56 / / / 3,13
L. monocytogenes ZM69 12,5 <10 6,25 <10 3,13 1,7x107 / / 3,13
L. monocytogenes 7ZM500 6,25 <10 3,13 7,0x 10" 1,56 2,6x10° / / 1,56
L. monocytogenes 7ZM520 12,5 <10 6,25 <10 3,13 9,3x10° / / 3,13

Legenda: MIK MTP: MIK, dobljena z metodo razred¢evanja v mikrotitrski plo$¢ici; NMTP: tevilo bakterij, dolo¢eno pri metodi razred¢evanja v
mikrotitrski plo$¢ici; N: $tevilo bakterij, dolo¢eno pri rastni krivulji; KE: kolonijska enota; C: koncentracija benzalkonijevega klorida, uporabljena
pri rastni krivulji; poudarjena pisava: C in N, dolocena kot tista koncentracija (C), pri kateri je Stevilo bakterij (N) manjse kot pri kontrolnem vzorcu,
kjer so bakterije rasle v goji$¢u brez benzalkonijevega klorida (p < 0,05), pri tej koncentraciji smo C definirali kot minimalno inhibitorno koncen-

tracijo, pridobljeno iz rastne krivulje: MIK RK: dosezena MIK

majhni koncentraciji razkuzila, to je pri 0,25 x MIK_, ki
smo jo dolo¢ili glede na podatke iz rastnih krivulj (Pre-
glednica 1). S to izbiro majhne zacetne koncentracije
BAC smo listerijam omogoc¢ili postopno in tudi ¢asovno
dovolj dolgo prilagoditev.

Trije preiskovani sevi L. innocua so se uspeli prila-
goditi na 8 x MIK,, (7,84 pg ml™), saj pri 16 x MIK_
(15,6 ug ml™) ni bilo mogoce zaznati prezivelih listerij
z metodo $tetja kolonij na trdnem gojis¢u (N < 10 KE
ml™), zato smo adaptacijo zaklju¢ili (Preglednica 2). Do
prilagoditve na 8 x MIK,, (7,84 ug ml™') BAC je prislo
tudi pri treh sevih L. innocua ZM40, L. innocua ZMA41
in L. innocua ZM68. V primeru sevov bakterij vrste L.
monocytogenes sta se dva seva, L. monocytogenes ZM500
in L. monocytogenes ZM520, uspela prilagoditi na ve&je
koncentracije BAC. Rast seva L. monocytogenes ZM500
je bila pri naras¢ajo¢ih koncentracijah BAC $e vedno
zaznana pri 8 x MIK,, (12,5 ug ml™), medtem, ko se
je pri 16 x MIK_, (25 ug ml™) prilagoditev ustavila. Za
razliko od rasti seva L. monocytogenes ZM500 se je rast
seva L. monocytogenes ZM520 ustavila ze pri 4 x MIK, o
(12,5 pg ml™). Sev L. monocytogenes ZM500 se je prila-
godil na 8 x MIK, (12,5 ug ml™) in sev L. monocytogenes
ZM520 na 4 x vrednost MIK, (12,5 pg ml™) (Pregledni-
ca 2). Do prilagoditve ni prislo pri dveh sevih L. innocua

ZM39 ter L. innocua ZM43 in treh sevih L. monocytoge-
nes ZM51, L. monocytogenes ZM58 ter L. monocytogenes
ZM69.

Podobne rezultate so dobili tudi Aase in sodelav-
ci (2000), ki so ugotovili, da so se sevi, kljub razli¢nim
zacetnim MIK, med prilagajanjem uspeli prilagoditi na
priblizno enake kon¢ne koncentracije BAC. Tudi nasi re-
zultati so pokazali, da sta se tako sev L. monocytogenes
ZMS500 kot sev L. monocytogenes ZM520 uspela prilago-
diti na 12,5 pg BAC ml™, kljub temu, da so rezultati ra-
stne krivulje pokazali, da je MIK , seva L. monocytogenes
ZMS500 za polovico manj$a od MIK , seva L. monocyto-
genes ZM520. Pri tem je potrebno omeniti, da se konéna
koncentracija prilagojenih sevov v nasi raziskavi razliku-
je od koncentracij raziskave Aase in sod. (2000), saj so se
sevi L. monocytogenes v njihovi raziskavi prilagodili le na
7 pg ml™. Podobno so ugotovili tudi To in sod. (2002),
ki so pokazali, da je MIK prilagojenih sevov ostala v
obmodju med 5-8 pg ml™. Tudi v primeru prilagoditve
bakterij vrste L. innocua se je izkazalo, da so se sevi uspe-
li prilagoditi na enake koncentracije BAC, pri ¢emer je
bila kon¢na koncentracija prilagoditve 7,84 ug BAC ml™!
(Preglednica 2), kar je sicer manj$a koncentracija kot v
primeru bakterij vrste L. monocytogenes (Preglednica 2).
V nam dostopni literaturi primerljivih podatkov o prila-
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Tabela 2: Prilagoditev sevov bakterij rodu Listeria na pove¢ane koncentracije benzalkonijevega klorida
Table 2: Adaptation of Listeria strains to increased concentrations of benzalkonium chloride

C (ug ™)
Sev 0,25 x MIK RK 0,5 x MIK RK 1 x MIK RK 2 x MIK RK 4 x MIK RK 8 x MIK RK 16 x MIK RK
L. innocua ZM39 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 31,36

L. innocua ZM40 0,24 0,49 0,98 1,96 392 7,84 15,68

L. innocua ZM41 0,24 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68

L. innocua ZMA43 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 31,36

L. innocua ZM68 0,24 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68

L. monocytogenes 7ZM51 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50

L. monocytogenes ZM58 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50

L. monocytogenes 7ZM69 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50

L. monocytogenes ZM500 0,39 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25

L. monocytogenes 7M520 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50

Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MIKRK: MIK, dobljena z rastno krivuljo; poudarjeno zapisane vrednosti: najvecja koncen-

tracija benzalkonijevega klorida, do katere se je sev prilagodil

goditvi bakterij vrste L. innocua na BAC ali sorodno KAS
nismo zasledili.

3.3 STABILNOST PRILAGODITVE LISTERI] NA
BENZALKONIJEV KLORID

Po prilagoditvi petih sevov bakterij rodu Listeria
(Preglednica 2) smo preverili, ali je le-ta trajna ali za-
¢asna. Seve smo sedemkrat zapored precepili na trdno
gojis¢e TSA brez dodanega BAC (Aase in sod., 2000) in
ponovno dolo¢ili minimalno inhibitorno koncentracijo
BAC za vsak sev in vsako izmed precepitev z metodo
razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici (MIK,,,). Ze pri
prvi precepitvi se je izkazalo, da se MIK|,, ni ujemala s
koncentracijo BAC, na katero so se sevi prilagodili. Ugo-
tovili smo namre¢, da se je MIK|,, prilagojenih sevov,
dolo¢ena z metodo razred¢evanja v mikrotitrski ploscici
po adaptaciji povecala skladno faktorjem prilagoditve in
je bila 4-8 x MIK vrednosti, ki je bila sprva dolo¢ena z
metodo razred¢evanja v mikrotitrski ploscici (Pregle-
dnica 3). Z dobljenimi rezultati smo tako potrdili, da se
MIK,,,,, dolocena z metodo razred¢evanja v mikrotitr-
ski plos¢ici razlikuje od dejanske MIK dolocene z rastno
krivuljo MIK, . V nadaljevanju smo preverjali vrednosti
MIK,, prilagojenih sevov bakterij rodu Listeria za na-
daljnjih sedem precepitev. Pri $tirih izmed petih prilago-
jenih sevov bakterij rodu Listeria je MIK, ., s precepitva-
mi na trdno gojis¢e TSA pricela upadati, a je $e vedno
ostajala vecja pri vseh $tirih sevih bakterij rodu Listeria
(25 pg ml™ - 50 ug ml™) glede na dejansko koncentracijo
benzalkonijevega klorida, na katero smo prilagodili seve
(6,25 ugml™ - 12,5 ug ml™).
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Od petih prilagojenih sevov listerij je bil sev L. mo-
nocytogenes ZM500 edini, pri katerem je MIK po sedmih
zaporednih precepljanjih ostala nespremenjena. Sklepali
smo, da je pri prilagoditvi v primeru $tirih sevov bak-
terij rodu Listeria prislo do razvoja prilagojenih sevov z
zacasno povecano odpornostjo na benzalkonijev klorid,
medtem ko je v primeru seva L. monocytogenes ZM500
pri adaptaciji prislo do razvoja odpornega seva proti ben-
zalkonijevemu kloridu.

4 SKLEPI

Metoda razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici je
uporabna za priblizno dolo¢itev protimikrobne aktivno-
sti razkuzila, medtem ko je za natan¢nejso dolo¢itev ak-
tivnosti razkuzila potrebno le-to dolo¢iti z drugo metodo
(npr. dolocitev stevila prezivelih bakterij z metodo $tetja
kolonij na trdnem goji$¢u). Predvidevamo namre¢, da se
pri prilagoditvi na veéje koncentracije benzalkonijevega
klorida ne bi prilagodilo toliksno $tevilo sevov listerij, ¢e
bi prilagoditev priceli s tako velikimi koncentracijami,
kot smo jih dolo¢ili z metodo razred¢evanja v mikrotitr-
ski plos¢ici. Prikazani rezultati kazejo na sicer sprejemlji-
vo rutinsko uporabo metode razred¢evanja v mikrotitr-
ski plos¢ici, ki jo je za natan¢nej$e Studije potrebno nujno
kombinirati z drugimi metodami.
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