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I. Rozdziat: Wstep.

Bakterie kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria), w skrécie nazywane LAB, to
od dawna znana grupa bakterii naturalnie zasiedlajgca rézne $rodowiska: spot-
ka¢ je mozna w sfermentowanych produktach mlecznych, kiszonych warzywach
i owocach.

U cztowieka wchodzq w sktad prawidtowej flory przewodu pokarmowego, na-
rzqdu rodnego, oraz wystepujq na skérze, w jamie usinej, a takze pojawiajqg sie
w mleku matki i kale niemowlgt kilka dni po porodzie (Salminen i Deighton,
1992, Kasper, 1996).

Bakterie kwasu mlekowego obejmujq duzq, heterogennq grupe Gram-dodat-
nich, katalazo-ujemnych, niesporujgcych bakterii. W ich sktad wchodzg mato
znane rodzaje Lactoccocus, Leuconostoc, Pediococcus, pewne gatunki Strepto-
coccus, Enterococcus, rzadko spotykane Weissella, Carnobacterium i Tetrageno-
coccus, a przede wszystkim rodzaj Lactobacillus, bedqgcy gtéwnym przedmiotem
niniejszej pracy (Klein i wsp. 1998).

Charakterystycznq cechq bakterii kwasu mlekowego jest zdolno$é do fermen-
tacji weglowodanéw z wytworzeniem gtéwnie kwasu mlekowego, a ponadto,
w mniejszych ilo$ciach réznych innych, kwasnych metabolitéw, takich jak: kwas
octowy, etanol, dwutlenek wegla, mréwczan, bursztynian. Jesli produkowane sq
wylgcznie pochodne kwasu mlekowego, wéwczas bakterie te okreslamy jako
homofermentacyjne. Natomiast, gdy fermentacja konczy si¢ wytworzeniem nie
tylko kwasu mlekowego, ale dodatkowo innych produktéw, wéwczas zaliczamy
takie gatunki do heterofermentacyjnych lub wzglednie heterofermentacyjnych
(Orla-Jensen, 1919, Klein i wsp. 1998).

Od przeszto 3 tysiecy lat ludzie bezwiednie wykorzystywali fermentacyjne wla-
éciwoéci bakterii z rodzaju Lactobacillus. Na przyktad gérale kaukascy, cieszqcy
sie dobrym stanem zdrowia, swoiq codziennq diete wzbogacali o sfermentowa-
ne produkty mleczne. Rosyjski uczony llia Miecznikow w pracy opublikowanej
w 1908 roku doszedt do wniosku, ze zaréwno doskonate zdrowie, jak i dlugo$é
zycia gérale ci zawdzigczajq wiasnie bakteriom z rodzaju Lactobacillus, tzw.
,dobrym bakteriom”- jak je wéwczas okreslit. Wtedy spostrzezenia te wynikaty
jedynie z jego obserwacii i intuiciji, nie byly bowiem efektem badan naukowych

(Miecznikow, 1908).



Przez ponad pét wieku intensywnego rozwoju mikrobiologii lekarskiej zupet-
nie zapomniano o bakteriach kwasu mlekowego. Wzrost zainteresowania skta-
dem prawidtowej flory ustroju ludzkiego, jaki nastgpit przed kilkunastu laty,
w naturalny sposéb spowodowat gwattowny, ilo$ciowy przyrost doniesief nauko-
wych, réwniez na temat bakterii kwasu mlekowego (Salminen i wsp. 1993).

Przewdd pokarmowy stanowi ztozony ekosystem, ktérego sktadniki pozostajg
miedzy sobq w stanie dynamicznej réwnowagi. U cztowieka w 1 gramie tredci je-
litowej zawarte jest ponad 10'! komérek drobnoustrojéw reprezentujgcych
ponad 500 gatunkéw bakterii. Wraz z tresciq pokarmowq, codziennie do nasze-
go organizmu wnikajq znaczne liczby drobnoustrojéw, z czego zdecydowana
wiekszoéé wydalana jest na zewnqgtrz w wyniku naturalnego pasazu jelitowego.
Tylko niewielka cze$é mikroorganizméw, jako tzw. lokalna flora, na state koloni-
zuje nabtonek przewodu pokarmowego.

Wiekszoéé bakterii bytujgcych w jelicie grubym cztowieka to niesporujgce
beztlenowce nalezgce do rodzajéw Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium.
Wystepuijq tu takze, w mniejszych ilosciach, laseczki Clostridium oraz beztleno-
we i tlenowe paciorkowce, gtéwnie z grupy D (Enterococcus) oraz pateczki
Enterobacteriaceae. Tak wiec laseczki z rodzaju Lactobacillus w przewodzie po-
karmowym zdrowego cztowieka nie stanowiq dominujgcej grupy bakterii. Ich
obecno$é jednak zaréwno w gérnym jak i dolnym odcinku przewodu pokarmo-
wego, nie wytqczajqc $luzéwki zotqdka, jest uwazana za szczegélnie pozqdang
(Finegold i wsp. 1983, Mikelsaar i Maendar, 1993).



II. Rozdziat: Medyczne wykorzystanie bakterii kwasu mlekowego.

Liczba doniesien naukowych méwigcych o nowych mozliwosciach wykorzysta-
nia bakterii z rodzaju Lactobacillus do celéw medycznych, szczegdlnie w ostat-
nich latach, jest imponujgca. Przeprowadzone badania kliniczne wykazaly, ze
bakterie kwasu mlekowego odbudowujqg, a nastepnie utrzymujq prawidtowy
sktad mikroflory czlowieka, po zadziataniu na niego wielu wewnetrznych
i zewnetrznych czynnikéw, do ktérych zaliczyé mozemy przede wszystkim, za Ful-
lerem i Gibsonem (1998):

* ostre (bakteryjne, lub wirusowe) zakazenia jelitowe,

$rodki farmakologiczne, w szczegélnosci antybiotyki,
* rézne postacie stresu,
* diete.

Ze wzgledu na zdolnoé¢ do produkowania aktywnych substancii (kwasy orga-
niczne, substancie hamujgce podobne do bakteriocyn, lantybiotyki, nadtlenek
wodoru), dziatajgcych antagonistycznie na wigkszo$¢ bakterii chorobotwérczych,
uwaza sie, ze w niedalekiej przysztosci bakterie LAB mogq sta¢ sie naturalng,
biologiczng alternatywq dla powszechnego i zbyt szerokiego stosowania anty-
biotykéw, tym bardziej, ze preparaty zawierajgce zywe bakterie kwasu
mlekowego, mogg byé przyjmowane bez obawy ich przedawkowania i niepozq-
danego, ubocznego dziatania (Fuller, 1991).

1. Przywracanie naturalnego sktadu flory przewodu pokarmowego po
przebytych, ostrych zakazeniach zotgdkowo-jelitowych.

Do najczestszych czynnikéw chorobotwérczych, wywotujqcych ostre zakazenia
przewodu pokarmowego, zaliczyé mozemy: enteropatogenne szczepy Escheri-
chia coli, Salmonella enteritidis, rézne gatunki Shigella, Campylobacter coli,
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, oraz rotawirusy. Problem biegunek
w sposéb szczegdlny dotyczy wezesniakéw, noworodkdéw i niemowlqt, ze wzgle-
du na gwattowny przebieg i ograniczone mozliwosci przeprowadzenia terapii
antybiotykowej. Natura sama wyposazyta nas w niezwykle prezne mechanizmy,
chronigce przed niekontrolowanym wzrostem chorobotwérczych bakterii prze-
wodu pokarmowego. Oprécz enzymow zawartych w $linie, niskiego pH soku
7otqdkowego, réwniez bakterie kwasu mlekowego, stanowiqce lokalng flore
przewodu pokarmowego przyczyniajq sig do jego obrony przed zakazeniami,



wytwarzajqc liczne, specyficzne, antybakteryjne substancije, a takie akiywnie
konkurujqc z patogenami jelitowymi o receptory na powierzchni $luzéwek prze-
wodu pokarmowego (colonisation resistance) (Salminen i wsp. 1993).

Juz w latach szeécdziesigtych podjeto pierwsze préby leczenia bakteriami
kwasu mlekowego zwierzqt doswiadczalnych zakazanych Salmonella enteritidis.
Wyniki byty bardzo obiecujqce. Zwierzeta karmione jogurtem zawierajgcym zy-
we bakterie z rodzaju Lactobacillus, wykazywatly mniejszq $miertelnosé i wieksze
przyrosty masy ciata w poréwnaniu z innymi z grupy kontrolnej (cyt za: Gorbach,
1990). Kolejne badania przeprowadzono juz na dzieciach hospitalizowanych
z powodu ostrej biegunki, wywotanej przez enteropatogenne szczepy Escheri-
chia coli oporne na szereg antybiotykéw. Dzieci podzielono na dwie grupy.
Jednej podawano w diecie wigksze iloéci jogurtu zawierajgcego Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus lactis i Lactobacillus bulgaricus, za$ drugiej - zestaw
lekéw przeciwbiegunkowych. Wyniki jednoznacznie wskazywaty, ze dzieci otrzy-
mujgce wyltgcznie jogurt szybcie] powracaty do zdrowia. Przebieg biegunki byt
u nich tagodniejszy, a czas jej trwania krétszy (Sandine i wsp. 1972).

W 1991r. Isolauri i wspdtpracownicy zastosowali szczep Lactobacillus rham-
nosus GG, w celu leczenia rotawirusowych biegunek u dzieci. Przebadano 71
dzieci w wieku 4-45 miesiecy, hospitalizowanych z powodu biegunki rotawiruso-
wej, dzielgc je na trzy grupy. Pierwszej podano Lactobacillus rhamnosus GG
w produktach mlecznych, drugiej grupie te samgq ilos¢ tego samego szczepu, lecz
w formie zloifilizowanej, a trzeciej jogurt zawierajqcy inne, martwe (pasteryzo-
wane) bakterie kwasu mlekowego. Testowane bakterie byly dodawane do nor-
malnej diety, pozbawionej wszelkich innych produktéw mlecznych, dwa razy
dziennie przez pigé¢ dni. W dwéch pierwszych grupach wyraznie zmniejszyta sie
czestotliwosé biegunek, a przebieg ich byt fagodniejszy. Autorzy sugerujq wiec
mozliwo$é modyfikowania przebiegu biegunek rotawirusowych drogg dodawa-
nia Lactobacillus rhamnosus do normalnej diety pacjentéw (Isolauri i wsp.
1991).

W 1989r. Bhatia i wspétpracownicy opublikowali prace, z ktérej wynika, ze
w warunkach in vitro, bakterie z gatunku Lactobacillus acidophilus w sposéb ak-
tywny hamujg wzrost Helicobacter pylori. Pojawito sig¢ wiec pytanie, czy bakterie
kwasu mlekowego nie stanq sie w przysztosci biologiczng broniq w leczeniu cho-
réb wrzodowych o etiologii bakteryjnej, tym bardziej, ze jest to grupa bakterii,
ktéra dobrze toleruje niskie pH soku zotqdkowego (Bhatia i wsp. 1989).
Potwierdzeniem stusznosci takiego postepowania sq prace Cocconier (1998) oraz
Kabira (1997) wykazujqce skuteczne dziatanie Lactobacillus wobec Helicobacter
pylori in vivo i in vitro (Cocconier i wsp. 1998; Kabir i wsp. 1997).



Black, zajmujqcy sie praktycznym wykorzystaniem bakterii kwasu mlekowego,
udowodnit, ze niektére szczepy LAB majq zdolno$é do znacznego tagodzenia os-
trych objawéw tzw. ,biegunki podréznych” - choroby dotykajqcej ludzi gwattownie
zmieniajqcych strefy geograficzne i diete. Szacuje sie, ze okoto 6 milionéw ludzi
tylko w 1985 roku zostato dotknietych tq chorobq. Wywotuijq jg gtéwnie enterotok-
syczne szczepy Escherichia coli, ktére po stresie zwigzanym z podrézq i spadkiem
odpornosci, namnazaijq si¢ w jelicie cztowieka, przekraczajqc prég chorobotwér-
czosci (Black, 1989).

Wymieniona powyzej praca wykazata, w oparciu o kontrolowane badania kli-
niczne, duzq skutecznosé¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus w leczeniu i profilaktyce
.biegunki podréznych”. Autorzy zalecajq wigc przyjmowanie zaréwno przed po-
drézq, jok i w czasie jej trwania, jogurtéw zawierajqcych zywe bakterie kwasu
mlekowego.

2. Przywracanie naturalnego sktadu flory ukiadu pokarmowego po
doustnym podaniu antybiotykéw.

Kazde podanie antybiotykdéw, a szczegélnie tych o szerokim zakresie dziata-
nia, niszczy nie tylko mikroorganizmy chorobotwércze, ale przede wszystkim
znacznie zubaza lokalng biocenoze przewodu pokarmowego. U wiekszosci pa-
cientéw prowadzi to do wystgpienia objawéw tzw. biegunki poantybiotykowe;,
ktérej przebieg moze byé w znacznym stopniu ztagodzony za pomocq bakterii
z grupy kwasu mlekowego, podanych na krétko po zakonczeniu kuracji antybio-
tykowej. Po zniszczeniu flory przez antybiotyk nastepuje przywieranie przyjmo-
wanych, wyselekcjonowanych szczepéw LAB do uwolnionych receptoréw na-
btonka jelitowego. Tym samym zmniejsza si¢ mozliwos¢ kolonizacji jelita przez
inne bakterie, chorobotwércze dla przewodu pokarmowego (Grahn i wsp.
1996).

W ostatnich latach duzo uwagi poswieca sie coraz czgsciej wystepujgcym, kli-
nicznym przypadkom rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego. Etiologia tej
iednostki chorobowej wynika z nadmiernego stosowania gtéwnie klindamycyny,
ale i innych antybiotykéw, powoduijqcych zwigkszenie liczby Clostridium difficile
i jego toksyn w jelicie grubym cztowieka. Gorbach wraz z wspétpracownikami
przez kilkanascie dni podawali Lactobacillus rhamnosus GG 14 pacjentom z ob-
jawami rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego. Po zakonczonej kuraciji
odnotowano zaréwno zmniejszenie ilosci toksyn wykrywanych w kale, jak réw-
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niez wyrazne ztagodzenie objawdéw rzekomobtoniastego zapalenia jelit. Ponad-
to u 10 z 14 pacjentéw objetych doswiadczeniem nie zaobserwowano ponow-
nego nawrotu choroby (Gorbach i wsp. 1987).

3. Przywracanie normalnego skiadu flory ukiadu pokarmowego zach-
wianego dziataniem czynnikéw stresowych.

Bakterie LAB przywracajg normalny sktad flory uktadu pokarmowego zabu-
rzony dziataniem réznych czynnikéw stresowych, do ktérych zaliczamy miedzy
innymi radioterapie u kobiet, skierowang gtéwnie na okolice brzucha i miedni-
cy. Wywotuje ona miejscowe stany zapalne w $wietle jelita, objawiajgce sig
zwigkszeniem ilosci §luzu, podwyzszeniem pH i spadkiem populacji wielu bakterii,
w tym szczegélnie bakterii kwasu mlekowego. Te jakosciowe i ilosciowe zmiany
sktadu flory prowadzqg w konsekwenciji do uwolnienia si¢ receptoréw na po-
wierzchni komérek jelita, ktére sq nastepnie szybko zajmowane przez typowe,
bakteryjne czynniki wywotujgce ostre biegunki i inne zaburzenia zotqdkowo-je-
litowe. Przeprowadzone badania kliniczne wykazaty, ze podanie np. Lactobacillus
acidophilus w diecie, w trakcie i po radioterapii, znacznie tagodzi dolegliwosci
ze strony przewodu pokarmowego (Salminen i wsp. 1988).

4. Dieta a bakterie kwasu mlekowego.

Duze zainteresowanie naukowcéw budzg ostatnio préby wilqczenia bakterii
kwasu mlekowego do diety oséb cierpigcych na nietolerancje laktozy. Bakterie
z rodzaju Lactobacillus wytwarzajq B-galaktozydaze - enzym rozktadajgcy za-
wartg w mleku laktoze do D-glukozy i D-galaktozy. Dziatanie -galaktozydazy
polega nie tylko obnizeniu ilosci laktozy w spozywanym produkcie, ale przyczy-
nia sie takze do metabolizowania tego cukru w jelicie chorej osoby przez kilka
godzin po spozyciu produktu, zawierajgcego zywe bakterie z rodzaju Lactobacillus
(McDonough i wsp. 1987). Obecnie uwaza sig, ze do poprawy stanu trawienia
laktozy u oséb cierpigcych na nietolerancje tego cukru, wystarczy podawanie
produktéw mlecznych zawierajgcych aktywny enzym 83-galaktozydaze pochodze-
nia drobnoustrojowego (Kuhn i wsp. 1996).

Ponadto udowodniono, ze biochemiczne przemiany réznych produktéw zyw-
nosciowych zachodzqce w trakcie bakteryjnego procesu fermentacji powoduiq:

* zwiekszenie przyswajalnosci wolnych aminokwaséw z biatek pokarmowych
zawartych w naszej codziennej diecie,

* zwiekszenie przyswajalnoéci takich pierwiastkéw jak: Ca, Zn, Fe;

11



« wzrost zawartoséci niektérych witamin.

Zaobserwowano bowiem, ze warzywa poddawane procesowi fermentacii
z uzyciem bakterii LAB stajq sie bogatym zrédtem wolnych pierwiastkéw, szybciej
i fatwiej absorbowanych przez organizmy wyzsze. Ponadto, dzieki tym bakteriom,
zwieksza sie réwniez zawarto$¢ niektérych witamin, takich, jak ryboflawina
i kwas foliowy, co moze by¢ szczegdlnie wykorzystywane w tzw. dietach niskoka-
lorycznych (Conway 1989, Deguchi i wsp. 1985, Tanaka i wsp. 1980, Tottallar-
dona i wsp. 1993).

Duze nadzieje wigze si¢ ostatnio z wynikami badan przeprowadzonych w wa-
runkach in vitro, wykazujgcymi wptyw niektérych szczepéw Lactobacillus acido-
philus na dekoniugacje soli zétci i asymilacje cholesterolu (Walker i Gilliland,
1993). Wyniki tych do$wiadczen mogly sugerowaé, ze bakterie LAB, obecne
w $wietle jelita, wychwytujq cholesterol, nie dopuszczajqgc do jego absorbcji do
krwiobiegu. W trakcie dalszych, bardziej szczegétowych badan okazato sie jed-
nak, ze dziatanie bakterii kwasu mlekowego wcale nie polega na bezposrednim
wychwytywaniu cholesterolu, lecz na ich zdolnosci do dekoniugacji soli zétci,
ktérych brak w $wietle jelita utrudnia absorpcje cholesterolu (Klaver i van der
Meer, 1993). W badaniach na zwierzetach doswiadczalnych prébowano wykazaé
zalezno$¢ pomiedzy stezeniem cholesterolu, a dietq wzbogacong o fermentowa-
ne produkty mleczne. Obnizenie poziomu cholesterolu wykazano u szczuréw
(Pulusani i Rao, 1983), krélikéw (Thakur i Jha, 1981), oraz $win (Gilliland i wsp.
1985). Bardzo ciekawqg byta préba obnizenia stezenia cholesterolu u kur, u kté-
rych przez 48 godzin stosowano diete wzbogaconqg o zliofilizowany szczep
Lactobacillus acidophilus. Stezenie cholesterolu obnizyto sie w jajach o 18%,
a w surowicy kur az o 55% (Haddadin i wsp. 1996). Niestety, jak na razie, nie
udato sie uzyskaé podobnie obiecujgcych wynikéw w doswiadczeniach przepro-
wadzonych na pacjentach z podwyzszonym poziomem cholesterolu. Ttumaczy
si¢ to btedami popetnionymi w trakcie przeprowadzonych badan klinicznych.
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111 Rozdziat. Definicja probiotykéw.

Trwata i ilosciowo istotna obecno$¢ wybranych bakterii kwasu mlekowego
w mikroflorze naszego organizmu jest zatem szalenie pozqdana. Lekarze, mi-
krobiolodzy, oraz praktycy zajmuijqcy si¢ zywieniem czlowieka zgodnie zalecaijq
przyjmowanie wraz z pokarmem tylko takich bakterii kwasu mlekowego, ktérych
wlasciwosci sq bardzo dobrze poznane i $cisle zdefiniowane jako tzw. wtagciwo-
éci probiotyczne.

Postugujqc sie definicjg Fullera (1991) ogélnie mozna powiedzie¢, ze:

Probiotyki to zywe, bakteryjne dodatki do zywnosci, stymulujqce i poprawiajg-
ce funkcjonowanie przewodu pokarmowego gospodarza.

Wymagania stawiane szczepom probiotycznym sq bardzo wysokie; a miano-
wicie powinny one:

1. pochodzi¢ ze zdrowej mikroflory ludzkiego organizmu,

2. posiadac precyzyjnie okreslony rodzaj i gatunek, potwierdzony najnow-
szymi badaniami molekularnymi,

3. wykazywaé wyjgtkowq, antagonistyczng aktywno$é wobec typowych
patogenéw przewodu pokarmowego,

4. posiada¢ zdefiniowane wilasciwosci powierzchniowe i adherencyjne, po-
twierdzone za pomocq badan przeprowadzonych przy uzyciu hodowli
tkankowe;j,

5. wykazywaé oporno$é na sok zotqdkowy i sole zétci,

6. potwierdzaé swoje probiotyczne dziatanie w prawidtowo przeprowadzo-
nych badaniach klinicznych.

Na $wiecie jest zaledwie kilkanascie, dobrze scharakteryzowanych szczepéw
probiotycznych, z czego wigkszo$é nalezy do grupy bakterii kwasu mlekowego.
(Tabela1). Probiotyki sq szczegélnie rozpowszechnione w niektérych, wysoko roz-
winietych krajach. Tak na przyktad w Japonii od lat stosuje sie preparat parafar-
maceutyczny pod nazwa handlowq Yacult, ktéry zawiera szczepy Lactobacillus
casei o $cisle zdefiniowanych wilasciwosciach, potwierdzonych badaniami kli-

nicznymi.

W USA i Finlandii w powszechnym uzyciu sq rézne preparaty probiotyczne
zawierajgce Lactobacillus rhamnosus, nazwany inicjatlami swojego odkrywcy
Goldina Gorbacha, Lactobacillus GG.
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W Polsce jak do tej pory mato wiadomo na temat probiotykéw, a preparaty

krajowe, dostepne w naszych aptekach zawierajq szczepy z rodzaju Lactobacil-

lus o watpliwych i stabo zdefiniowanych wlasciwosciach probiotycznych.

Tabelal Szczepy drobnoustrojéw o wlasciwosciach probiotycznych zasto-

sowane w praktyce.

Szczep

Dziatania udokumentowane badaniami
klinicznymi

Lactobacillus
acidophilus LC1

Stymulacja odpowiedzi immunologicznej, dziatanie adjuwancyjne
w szczepionkach doustnych, adherencja do nabfonka jelita ludzkiego,
ustalanie réwnowagi mikroflory jelitowej :

Lactobacillus
acidophilus NCFO 1748

Zapobieganie biegunkom i innym niepozgdanym dziataniom po radioterapii
i po leczeniu antybiotykami, leczenie zapar€, obnizanie poziomu enzymoéw
w kale

Lactobacillus
rhamnosus GG

Leczenie i zapobieganie biegunkom po zakazeniach rotawirusami, leczenie
nawrotowych biegunek spowodowanych przez Clostridium difficile,
zapobieganie ostrym biegunkom bakteryjnym, tagodzenie przebiegu
choroby Crohn'a, antagonista bakterii zwigzanych z préchnicg zebdéw,
zapobieganie nawrotowym zapaleniom pochwy

Lactobacillus casei
Shirota

Hamujacy wptyw na rozwdj powierzchniowego raka pecherza i jelita grubego

Streptococcus
thermophilus,
Lactobacillus
bulgaricus

Brak wyraznego dziatania przeciwbiegunkowego, brak stymulacji uktadu
odpornos$ciowego, brak wptywu na enzymy katowe

Bifidobacterium bifidum

Leczenie biegunki rotawirusowej, przywracanie rownowagi flory jelitowej,
wlasciwosci przeciwwrzodowe, eliminacja Helicobacter pylori

Bifidobacterium breve

Wiasciwosci przeciwwrzodowe

Lactobacillus gasseri
(ADH)

Obnizanie poziomu enzymdw katowych, kolonizacja przewodu
pokarmowego

Lactobacillus reuteri

Kolonizacja przewodu pokarmowego

Saccharomyces
boulardi

Zapobieganie biegunkom podréznych, zapobieganie i leczenie biegunek
spowodowanych przez C. difficile

Mieszanina L. casei GR-
1iL. Fermentum B-54

Adherencija do ludzkiego nabtonka moczowego, zapobieganie nawrotowym
zapaleniom drég moczowych

Mieszanina L. acido-
philus, B. bifidum, S.
thermophilus i L.
bulgaricus

Zapobieganie biegunkom

14



IV. Rozdziat: Cel pracy.

Celem niniejszej pracy byto utworzenie kolekcji szczepéw Lactobacillus, a na-
stepnie dokonanie wyboru tych z nich, ktére spetniatyby warunki stawiane
probiotykom nowej generacji.

Przy realizacji powyzej obranego celu postuzono sie kolejno postepujgcymi
etapami selekcji:

1. Bakteriom kwasu mlekowego okreslono doktadng przynaleznosé takso-
nomiczng.

2. Szczepom bakterii tylko z rodzaju Lactobacillus, wybranym w pierwszym
etapie, oznaczono wtasciwosci antagonistyczne.

3. Najbardziej aktywne szczepy zostaly poddane szczegétowej charakterys-
tyce pod kgtem cech powierzchniowych i adherencyjnych.

4. Szczepom z rodzaju Lactobacillus, wybranym w trzecim etapie, oznaczono
stopief opornosci na pH soku zotqdkowego i sole zétci.

Obrany powyzej sposéb postepowania miat na celu stopniowe zawezenie licz-
by badanych szczepéw z rodzaju Lactobacillus, a nastepnie dokonanie wyboru
tych z nich, ktére w sposéb optymalny spetniatyby wymagania stawiane bakte-
riom probiotycznym.

Zatem niniejsza rozprawa sktada sie z czterech odregbnych tematéw przedsta-
wionych w formie samodzielnych rozdziatéw, zakonczonych wspélng dyskusiqg.
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V. Rozdziat: Taksonomia bakterii kwasu mlekowego.

1. Wprowadzenie.

Rodzaj Lactobacillus obejmuje bakterie Gram-dodatnie, katalazo- ujemne,
niesporujgce o wydtuzonym, laseczkowatym ksztaltcie, niekiedy zblizonym bar-
dziej do pateczek, a nawet do kulistych ziarenkowcéw. Ich ksztatt jest uzaleznio-
ny od fazy wzrostu komérek, podtoza wzrostowego i poszczegédlnych gatunkow.
W warunkach naturalnych sq w stanie namnazaé sie¢ w srodowisku roslinnym
i zwierzecym w temperaturze od 20°do 53° C (optymalna temperatura wynosi
30° - 40° C), najchetniej na podtozu bogatym w weglowodany, o duzym zakwa-
szeniu, wynoszqcym optymalnie okoto pH 5.0. Jednak réwnie dobrze znoszq
bardzo niskie pH soku zotgdkowego wynoszqce 1.5, skqd byty izolowane.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus rosng w warunkach tlenowych, beztlenowych,
jak i mikroaerofilnych (w atmosferze z zawartoiciq 5% dwutlenku wegla). We-
dtug podstawowego podrecznika klasyfikacji bakterii Bergey’a (Sneath, 1986)
gatunek Lactobacillus podzielono na trzy podstawowe grupy: Thermobacterium,
Streptobacterium i Betabacterium.

Thermobacterium - (bezwzglednie homofermentacyjne) rosnqg w temperaturze
15°C, nie produkujq gazu z glukozy. Rozktadajq 6-weglowe cukry wytwarzajqc
jedynie kwas mlekowy. W grupie Thermobacterium mozemy wyréznié nastepu-
jgce, podstawowe gatunki: Lactobacillus delbruecki, L. bulgaricus, L. lactis,
L. leichmanii - ich DNA jest homologiczne w 80%. Oprécz nich mozna w tej
grupie wydzieli¢ drugi kompleks, do ktérego zalicza si¢ takie gatunki jak:
Lactobacillus acidophilus, L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii. Zgodnos¢ ich DNA
nie jest tak wyrazna, co zdecydowanie utrudnia klasyfikacie.

Streptobacterium - (gatunki wzglednie heterofermentacyjne) rosnq juz w tem-
peraturze 15°C. Produkuig, lub tez nie, gaz z glukozy, gdyz fermentacje przepro-
wadzajq w dwojaki sposéb. Podobnie jak Thermobacterium rozktadajq 6- weglowe
cukry tylko do kwasu mlekowego, lub (podobnie jak Betabacterium) rozktadajq
ie do kwasu mlekowego, octowego, etanolu i dwutlenku wegla. Podstawowe
gatunki, ktére ze wzgledu na podobienstwo zostaly zaliczone do tej grupy to:
Lactobacillus plantarum, L. casei, L. rhamnosus, L. pseudoplantarum, a ponad
to L. sake i L. curvatus. Jest to jednak grupa zdecydowanie niejednorodna.

Betabacterium - (bezwzglednie heterofermentacyjne) - do tej grupy zaliczamy
gatunki Lactobacillus o réznych wymaganiach temperaturowych, ktére produku-
iq gaz z glukozy, gdyz fermentujq heksozy z wytworzeniem kwasu mlekowego,
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kwasu octowego, etanolu i dwutlenku wegla, za$ pentozy do kwasu mlekowego
i octowego. Jednymi z wazniejszych gatunkéw zaliczanych do tej grupy sq Lac-
tobacillus reuteri, czy L. fermentum.

Ta tradycyjna klasyfikacja, oparta jedynie na cechach fenotypowych, okazata
sie by¢ nie wystarczajgcq do szczegdétowego rozrézniania gatunkéw Lactobacil-
lus wystepujqgcych w ustroju ludzkim. Dlatego tez w ostatnich latach rozwinieto
badania taksonomiczne z zastosowaniem metod molekularnych. Podstawe do
réznicowania gatunkéw stanowi badanie homologii DNA na podstawie hybry-
dyzacji DNA-DNA (Kandler i Weiss, 1986). Do metod najczeéciej stosowanych
w praktyce nalezy zaliczyé hybrydyzacje z zastosowaniem swoistej sondy DNA
skierowanej na pewne sekwencje genomu badanej komérki. Ta metoda umoz-
liwia wykorzystywanie tylko swoistych, krétkich sekwencji zamiast catego geno-
mu. W ten sposéb mozna unikngé preparatyki DNA i przeprowadzaé hybrydyza-
cie nawet bakterii rosngcych w formie kolonii. Obecnie najczesciej wykorzystuje
sie¢ sondy skierowane wobec 16S lub 23S rRNA, gdyz te czgsteczki zawierajq
najbardziej konserwatywne sekwencie w catym genomie bakterii i wystepujq
w komérce w licznych kopiach. Zastosowano je w celu réznicowania Lactobacil-
lus z réznych nisz ekologicznych (Hertel i wsp. 1991, Hensiek i wsp. 1992), czy
odrézniania od siebie nowych gatunkéw w obrebie dawnego kompleksu Lacto-
bacillus acidophilus, ktéry obecnie zawiera nastgpujgce gatunki: L. acidophilus
sensu stricto, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri i L. johnsonii
(Klein i wsp. 1998).
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2. Materiaty.

W celu utworzenia kolekcji szczepéw bakterii kwasu mlekowego pochodzg-
cych z normalnej flory ludzkiego organizmu nawigzano wspétprace z dwoma
oérodkami. Byly nimi: Oddziat Ginekologii i Potoznictwa Zespotu Zaktadéw
Opieki Zdrowotnej Zarzqdu Stuzby Zdrowia Ministerstwa Spraw Wewnetrznych
i Administracji Kraju w Krakowie, oraz Przychodnia Ginekologiczna Zespotu
Opieki Zdrowotnej dla Szkét Wyzszych w Krakowie.

Kwalifikacji kobiet i dzieci, od ktérych pobierano wymazy, dokonywat lekarz
na podstawie oceny ich stanu zdrowia i przeprowadzonego wywiadu, wyklucza-
iqc te osoby, u ktérych wczesniej przeprowadzono kuracje antybiotykowq.

Materiatami, z ktérych dokonywano izolacji bakterii kwasu mlekowego byty:
kat zdrowych noworodkéw karmionych mlekiem matki, oraz wymazy z pochwy
zdrowych kobiet. Pobierano je na specjalne podioza transportowe (Port-A-Cul
firmy BBL) i w ciggu 24 godzin wysiewano po wieloboku na state, standardowe
podioze wzrostowe MRS (Rogosa i wsp. 1951). W sktad tego podtoza wchodzit
wycigg miesny, wyciqg drozdzowy, glukoza, Tween 80 i sktadniki buforujqce.
Posiane plytki MRS inkubowano przez 24-72 godziny w temperaturze 37°C
w warunkach $cisle beztlenowych, z wykorzystaniem anaerostatéw firmy bioMe-
rieux z generatorami gazu o sktadzie H,+CO, firmy Linegal Chemicals GmbH.

Na agarowym podtozu MRS typowe bakterie kwasu mlekowego wyrastaty
w postaci biatych, szarych, a czasami kremowych kolonii z potyskiem. Bakterie
te w oparciu o kilka podstawowych metod fenotypowych wstepnie klasyfikowa-
no jako nalezqce do rodzaju Lactobacillus, a nastepnie poddano je dalszej,
szczegbtowej identyfikacji gatunkowej na podstawie cech biochemicznych. Po-
nadto przynalezno$é taksonomiczna wybranych szczepéw Lactobacillus zostata
zweryfikowana za pomocq hybrydyzacji DNA/DNA.

3. Metody okreslania przynaleznosci rodzajowej i gatunkowej bakterii
kwasu mlekowego.

3.1. Podstawowe metody fenotypowe.

W celu oznaczenia przynaleznosci badanych bakterii do rodzaju Lactobacillus
postuzono sie uproszczonym schematem klasyfikacji wg. Mackey’a i wsp. (1993),
ktory opierat sie o nastepujgce wiasnosci fenotypowe:

- morfologie mikroskopowq. Oceniano jq na podstawie preparatéw bar-
wionych metodg Grama i nie barwionych, oglgdanych w mikroskopie

kontrastowo-fazowym,
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- test na obecnos¢ katalazy. Na kolonie badanych szczepéw, wyroste na
stalym podtozu MRS, nalewano po kropli $wiezo przygotowanego roziworu
wody utlenionej (3%) i oceniano produkcje gazu,

- test na wykrywanie produkciji gazu z glukozy. Przeprowadzono go hodujge
w temperaturze 37°C badane szczepy w probéwkach z ptynnym podtozem
MRS, zawierajgcym rurki Durhama. Wydzielany gaz gromadzit sie w rur-
kach po uplywie 24 godzin,

- hydroliza argininy. Badanie to przeprowadzono hodujqc szczepy Lactoba
cillus na bulionie MRS zawierajgcym 1%-argininy i czerwien fenolowg
jako wskaznik. Po uptywie 24 godzin inkubacji szczepy hydrolizujgce argi-
ning zmienialy kolor podtoza na zétty,

- zdolno$é do wzrostu w 15°C. Badane szczepy hodowano na bulionie MRS
w specjalnym inkubatorze o statej temperaturze 15°C przez 72 godziny,
oceniajgc wzrost jako zmetnienie podtoza.

Rycina 1. Podstawowy schemat klasyfikacji bakterii kwasu mlekowego
wg. Mackey’a

Produkcja gazu w bulionie

MRS
@Homofermentacyjne @ Heterofermentacyjne
arginina arginina

& /\@ @/\@

ziarenkowce laseczki laseczki ziarenkowce ziarenkowce laseczki

PYR Lactobacillus Lactobacillus L.confusus Leuconostoc  Lactobacillug

Pirolidonylo-2naftyloamid ~ APISOCHL APISOCHL  APISOCHL API50CHL

® ©

Enterococcus  Pediococcus
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3.2. Szczegétowe metody fenotypowe (biochemiczne).

Wiadciwosci biochemiczne bakterii z rodzaju Lactobacillus okrelono za po-
mocq testéw wykazujqcych fermentacje 50 cukréw i aminocukréw. W tym celu
postuzono sie¢ gotowym zestawem testéw APl 50 CHL firmy bioMerieux. Test ten
przeprowadzono zgodnie z zaleceniem producenta, a wyniki analizowano za
pomocq komputerowego systemu, przeznaczonego do klasyfikacji bakterii kwa-

su mlekowego Apilab Plus, opracowanego réwniez przez firme bioMerieux (API
System, La Balme les Grottes, Francja).

Metody fenotypowe pozwolity na pogrupowanie zebranych szczepéw w ga-
tunkowo i rodzajowo zgodne zbiory, z ktérych wybrano po kilku przedstawicieli
w celu potwierdzenia poprawnosci tej klasyfikacji przy uzyciu metod biologii
molekularnej. Ponadto w celu okreslenia homogennosci zebranych szczepéw
wykonano analize dendrytycznqg opartq na 50 cechach uzyskanych w trakcie ba-
dan za pomocq testéw API 50 CHL. W tym celu zastosowano metode eliminagii
wektoréw przystosowanq do obiektéw opisywanych przez cechy jakosciowe (Po-
ciecha i wsp. 1988).

3.3. Metody molekularne.

Wybrane szczepy Lactobacillus reprezentujgce rézne grupy taksonomiczne,
odpowiadajqce gatunkom okreslonym za pomocq metod fenotypowych, podda-
no kontrolnemu badaniu przynaleznosci taksonomicznej za pomocq hybrydyzacji
DNA metodq dot-blot. W tym celu z badanych szczepéw wyekstrahowano chro-
mosomowe DNA za pomocq trawienia lizozymem i proteinazq K i precypitacji
izopropanolem. Chromosomowe DNA badanych szczepéw umieszczone na fil-
trach nylonowych podawano hybrydyzacji ze znakowanq digoksygening sondq
DNA skierowangq przeciwko konserwatywnym fragmentom DNA szczepéw wzor-
cowych, a produkt hybrydyzacji obserwowano za pomocq zestawu do chemilu-
minescencji i rejestrowano na btonie filmowej (Lucchini i wsp. 1999). Badania
przeprowadzono w Instytucie Mikrobiologii Wydziatu Rolnego Katolickiego
Uniwersytetu w Piacenza we Wioszech dzieki wspétpracy z Panem Profesorem

Lorenzo Morellim.

Analize polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) genéw rRNA
niektérych szczepéw Lactobacillus przeprowadzono za pomocq metody sond oli-
gonukleotydowych o sekwencjach komplementarnych do rybosomalnego RNA.
W celu uzyskania charakterystycznych dla danego szczepu fragmentéw restryk-
cyinych, wyizolowany, genomowy DNA poddano trawieniu enzymem restrykcyj-
nym Hind Ill. Powstate fragmenty DNA rozdzielono elektroforetycznie, a nastepnie
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przeniesiono na filtr nylonowy i poddano hybrydyzacji przez noc w temperaturze
68°C z fragmentem 16S rDNA wyznakowanym digoksygening - 11 - dUTP. Wy-
nik hybrydyzacji uwidoczniono na kliszy rentgenowskiej (Zakrzewska - Czerwin-
ska i wsp. 1992). Badania przeprowadzono w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
dzieki uprzejmosci Pani Docent J. Zakrzewskiej - Czerwinskie;.
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4. Wyniki wraz z oméwieniem.

4.1. W hodowlach pobranych materiatéw prowadzonych na selektywnym
agarze MRS stwierdzano obecnos¢ kolonii typowych dla bakterii z rodzaju Lacto-
bacillus. W wielu przypadkach dalsze posiewy pojedynczych kolonii uzyskanych
z hodowli wyjsciowej, ujawnity obecnos$é wariantéw réznigcych sie zabarwie-
niem, a niekiedy takze i wielkoscig kolonii. Mozna byto réwniez zaobserwowa¢
pojedyncze kolonie sktadajqce sig z sektoréw o réznym zabarwieniu i powierzch-
ni (Rycina 2). Zjawisko to uwidaczniato sie najczesiciej po hodowli trwajqcej nie
krécej niz 72 godziny. Aby uzyskaé czyste hodowle szczepéw o jednorodnej mor-
fologii kolonii, kilkakrotnie powtarzano prébe rozdzielenia szczepéw, rozsiewa-
igc je po wieloboku, az do momentu uzyskania jednorodnej hodowli, ktérq za-
mrazano.

Proces mrozenia szczepéw w -70°C okazat sie byé réwnoczesnie metodq
sprawdzajqcq prawidiowe rozdzielenie mieszaniny form morfologicznych.
Zauwazono bowiem, ze pewne hodowle szczepéw, ktére wydawaly sie byé ho-
mogenne, po zamrozeniu do -70° C i rozmrozeniu, ponownie ujawnialy swojq
morfologicznq réznorodnosé. Prawdopodobnie zaréwno czynnik fizyczny, jakim
byto mrozenie, i/lub chemiczny, jakim byt dodatek 10% glicerolu do podtoza stu-
2qcego do przechowywania szczepéw, w sposdb istotny wptywatly na powierzch-
nie bakterii, rozrywajqc ich wzajemne wiqzania i rozluzniajgc zwarty kompleks.

Rycina 2. Kolonie Lactobacillus wykazujqce zjawisko koagregacji.
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4.2. Aby sprawdzi¢, czy morfologicznie rézne kolonie nalezq na pewno do
dwéch lub wigcej, odmiennych genetycznie szczepéw Lactobacillus, czy tez repre-
zentujq warianty morfologiczne tego samego klonu, wybranym parom szczepéw
wykonano analizg polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RLFP) ge-
néw rRNA. Wyniki jednoznacznie wykazaly, ze szczepy oznaczone tym samym
numerem, a rézniqce sie zabarwieniem kolonii (tzw. ,zétte” lub ,biate”), charak-
teryzujq sie odmiennym uktadem prqzkéw, co potwierdza ich rézng strukture
genetyczng (Rycina 3). Tak wigc byly one traktowane jako osobne szczepy, co
wyrézniano literami nastepujgcymi po liczbie oznaczajgcej numer kolejnej ho-

dowli wyjsciowej.

Rycina 3. Andliza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RLFP) genéw rRNA wybranych par szczepéw Lactobacillus
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4.3. Badanie przynaleznosci taksonomicznej wyizolowanych szczepéw bakte-
rii kwasu mlekowego za pomocq podstawowego schematu identyfikacyjnego
wykazato, ze spoéréd 115 szczepéw tylko 19 nie nalezato do rodzaju Lactoba-

cillus (Tabela 2).
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Tabela 2. Wstepne badanie przynaleznosci taksonomicznej wyizolowa-
nych szczepéw bakterii kwasu mlekowego za pomocq podstawowego
schematu réznicujgcego.

Rodzaj Grupa Liczba szczepéw
Lactobacillus I. Thermobacterium - bez- 31
wzglednie homofermenta-
cyjne
Lactobacillus Il. Streptobacterium - 19
wzglednie heterofermenta-
cyjne
Lactobacillus lll. Betabacterium - bez- 46
wzglednie heterofermenta-
cyjne
Leuconostoc 2
niezidentyfikowane 17
Razem 115

Zdecydowana wiekszo$éé szczepédw nalezata do wszystkich trzech grup Lacto-
bacillus.

Natomiast identyfikacja gatunkowa przeprowadzona za pomocq 50 odczynéw
fermentacji cukréw i aminocukréw data odmienny obraz (Tabela 3), wskazujgcy
na rozbieznoéci pomiedzy zastosowanymi metodami, jako ze az 77 szczepdw
zakwalifikowanych do gatunkéw L. rhamnosus, L. plantarum i L. paracasei mu-
siatoby naleze¢ do grupy Streptobacterium, podczas, gdy szczepow nalezqcych
do tej grupy oznaczonych wedtug metody podstawowej byto tylko 19. Ponadto
az 36 szczepédw nie udato sie w pewny sposéb zakwalifikowaé do zadnego z ga-
tunkéw rodzaju Lactobacillus. Takie rozbieznosci pomigdzy metodami opartymi
na badaniu cech fenotypowych sq stwierdzane przez autorytety w dziedzinie tak-
sonomii bakterii kwasu mlekowego (Klein i wsp. 1998, Kandler i Weiss, 1986),
co powoduje koniecznoé¢ weryfikacji przynaleznosci taksonomicznej szczepow
Lactobacillus o cechach probiotycznych za pomocq metod molekularnych.
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Tabela 3. Klasyfikacja badanych szczepéw Lactobacillus za pomocq ze-
stawéw API 50 CHL

Gatunek Liczba szczepdéw
Lactobacillus rhamnosus 40
Lactobacillus plantarum 32
Lactobacillus paracasei 5
Lactobacillus acidophilus 1
niezidentyfikowane gatunki Lactobacillus 36
Razem 112

4.4. Traktujgc wynik fermentacji kazdego z 50 cukréw wystepujgcych w zesta-
wie APl 50 CHL jako niezaleznq, jakosciowq ceche réznicujqcq, wykonano ana-
lize pokrewienstwa pomiedzy badanymi szczepami Lactobacillus za pomocq me-
tody dendrytycznej (rycina 4).

Uzyskany dendrogram wskazuje na znaczng homogennosé badanych szcze-
péw, podzielonych na dwa wyraznie rézne, dominujgce zespoly, ktére mogq
reprezentowaé rzeczywiste gatunki Lactobacillus.

4.5. Jak wynika z badan potwierdzajqcych pozycje taksonomiczng wybranych
szczepéw metodq hybrydyzacji DNA, szczepy Lactobacillus reprezentujqce naj-
wieksze, homogenne zespoty w analizie podobienstwa opartej na metodach fe-
notypowych, nalezaly do kilku réznych gatunkéw Lactobacillus, jak uwidocznio-
no to w Tabeli 4.
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Tabela 4. Wyniki badania przynaleznosci gatunkowej wybranych szcze-

péw Lactobacillus metodq hybrydyzacji DNA/DNA

Szczep Nr: Gatunek Pochodzenie
7A L.fermentum pochwa ludzka
7B L.plantarum pochwa ludzka
9A L.fermentum pochwa ludzka
9B L.plantarum pochwa ludzka
12A L.gasseri pochwa ludzka
12B L.fermentum pochwa ludzka
12C L.fermentum pochwa ludzka
42A L.fermentum pochwa ludzka
42B L.casei pochwa ludzka
49A L.salivarius pochwa ludzka
49B L. acidophilus pochwa ludzka
49C L.fermentum pochwa ludzka
65A L.fermentum pochwa ludzka
71A L.plantarum pochwa ludzka
78A L.plantarum pochwa ludzka
78B L.fermentum pochwa ludzka
96 L.plantarum pochwa ludzka

133A L.fermentum pochwa ludzka
133B L.fermentum pochwa ludzka
KL20B L. acidophilus jelito noworodka
KL37C L.rhamnosus jelito noworodka
KL53A L.rhamnosus jelito noworodka
KL59D L.paracasei jelito noworodka

4.6. Przeprowadzona klasyfikacja taksonomiczna bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus pozwolita réwniez zanalizowaé czesto$é wystepowania poszczegélnych ga-
tunkéw tego rodzaju w dwéch ekosystemach ludzkiego organizmu: przewodzie
pokarmowym noworodkéw i pochwie kobiet. W przewodzie pokarmowym cze-
iciej niz inne gatunki z rodzaju Lactobacillus wystepowaly: Lactobacillus rham-
nosus, L. acidophilus i L. paracasei. Natomiast w sktadzie mikroflory pochwy do-
minowaly nastepujqce gatunki: Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. casei,

L. salivarius i L. acidophilus.
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Lactobacillus acidophilus byt gatunkiem izolowanym z duzo mniejszq czesto-
tliwosciq niz nalezatoby tego oczekiwad, opierajgc sie na tradycyjnych poglgdach
o jego udziale w biocenozie pochwy. Moze to wynika¢ albo ze zmiany metod
i kryteriéw oznaczania tego gatunku, lub tez z przemian zachodzqcych w mikro-
florze pochwy pod wplywem wielu czynnikéw, takze i cywilizacyjnych.
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z rodzaju Lactobacillus.

1. Wprowadzenie:

W organizmie zdrowego cztowieka, bakterie zasiedlajgce te¢ sama nisze eko-
logiczng wyznaczajq migdzy sobg pewien stan réwnowagi. Aby nie dopusci¢ do
niekontrolowanego, liczbowego przyrostu jednych drobnoustrojéw wzgledem
drugich, bakterie produkujq liczne substancje chemiczne, dziatajgce jak inhibi-
tory wzrostu innych mikroorganizméw (Tagg i wsp. 1976). Do substancji tych
zaliczy¢ mozemy:

I. niskoczgsteczkowe produkty metabolizmu takie jak amoniak, nadtlenek
wodoru, kwas mlekowy, kwas octowy,

ll. tak zwane ,klasyczne” antybiotyki, jak bacytracyna i polimyksyna B,
syntetyzowane na drodze wieloenzymatycznych szlakéw metabolicznych,

lll. mate peptydy o dziataniu antybiotycznym syntetyzowane w rybosomach
jako prekursory i nastepnie modyfikowane posttranslacyjnie (np. lantybio-
tyki i mikrocyny),

IV. biatkowe antybiotyki o ciezarze czgsteczkowym rzedu okoto 50.000-
100.000 daltonéw, ktére obecnie sq okreslane jako bakteriocyny
(np. kolicyny),

V. enzymy bakteriolityczne typu muramidazy (np. enzymy typu lizozymu),

VI. biatkowe egzotoksyny (np. hemolizyny, lecytynazy),

VII. defektywne czqgsteczki bakteriofagéw (niektére pyocyny).

Szczegdlne bogactwo tych aktywnych substancji uwidacznia si¢ wéréd popu-
lacji bakterii zasiedlajgcych nisze ekologiczne o duzej, zaréwno jakosciowej, jak
i ilociowej liczbie drobnoustrojéw. W licznych publikacjach zajmujqcych sig tym
zagadnieniami, duzo uwagi poswigca sig¢ takim substancjom, ktére w swoim
antybakteryjnym dziataniu przypominajq dziatanie antybiotykéw, takie jak np.
bakteriocyny, czy substancje hamujqce, podobne do bakteriocyn.

Bakteriocyny produkowane sq gtéwnie przez bakterie Gram-ujemne jako ak-
tywne biologicznie, biatkowe substancie dziatajgce na blisko spokrewnione
szczepy tego samego rodzaju, a nawet gatunku. Dzigki obecnosci swoistych
receptoréw na powierzchni wrazliwych bakterii dochodzi do adsorpcji $cisle
okreslonych bakteriocyn, ktére wytwarzajq pory w $cianie komérkowej bakterii,
przez ktére wyplywaijq niskoczgsteczkowe substancie, takie jak elektrolity zawar-
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te w cytoplazmie, co w konsekwencji prowadzi do zniszczenia komérki. Szczepy
wytwarzajqce bakteriocyny majq jednoczesnie geny zabezpieczajqce je przed sa-
mounicestwieniem (Hoover i Steenson, 1993).

Bakterie Gram-dodatnie réwniez produkujq pewne substancie hamuijqce,
przy czym nie posiadajq one cech bakteriocyn, gdyz sq peptydami dziatajgcymi
w duzo szerszym zakresie, niz obreb tego samego rodzaju, czy gatunku, a po-
nadto nie wymagajq obecnosci swoistych receptoréw na powierzchni wrazliwych
bakterii. Dlatego tez Tagg (1991) zaproponowat nazwaé je ,substancie hamuijqg-
ce podobne do bakteriocyn” (BLIS=bakteriocin-like inhibitory substances).

Bakterie kwasu mlekowego kolonizujgc przewéd pokarmowy w sposéb natu-
ralny, zmuszone zostaty réwniez do wyksztatcenia szeregu wtasciwosci, utatwia-
jgcych im kontrolowanie innych, konkurencyjnych populacji drobnoustrojéw,
przy czym sita tego oddziatywania jest rézna dla réznych bakterii kwasu mleko-
wego (Ballongue, 1993). We wczesniejsze| literaturze poswieconej bakteriom
kwasu mlekowego uwazano, ze antybakteryjne wtasciwosci tych bakterii w gtéw-
nej mierze wynikajq z produkciji bakteriocyn, jednak ze wzgledu na fakt, ze sq to
bakterie Gram-dodatnie, okreslenie bakteriocyny zastepuje sie obecnie poje-
ciem BLIS. Sq to substancie hamujgce podobne do bakteriocyn produkowane
przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, ktére zostaty cze$ciowo scharakteryzowane
joko mate lub duze peptydy, a nawet biatka, czy tez lantybiotyki. Lantybiotyki
(np. nizyna, lactocin S) to mate peptydy zawierajgce aminokwasy posiadajgce
wbudowane atomy siarki (lantionina i beta-metylo-lantionina) (Hoover i Steen-
son 1993, Sahl, 1991). Ich zakres dziatania jest stosunkowo wagski, ograniczony
do tego samego lub pokrewnych gatunkéw, ale kilka z nich wykazuje dziatanie
na Staphylococcus aureus, Clostridium i Enterococcus (lactacin F, plantaricin A).
Absolutna wigkszo$é scharakteryzowanych substancji hamujqgcych produkowa-
nych przez Lactobacillus pochodzi z szczepéw wyizolowanych z zywnosci, szcze-
gélnie warzyw i owocéw, zatem wydaje si¢ mie¢ znaczenie dla bakterii zasiedla-
igcych nisze glebowe i roslinne (Klaenhammer i wsp. 1991).

Oprécz powyzej wymienionych substancii, bakterie z rodzaju Lactobacillus
produkujq szereg aktywnych metabolitéw, takich jak: kwas mlekowy, octowy i in-
ne blizej nieokreslone kwasy tluszczowe, oraz nadtlenek wodoru (Ballongue
i wsp. 1993, Yang i wsp. 1997).

Produkcja nadtlenku wodoru byta rozwazana jako mechanizm hamowania
patogennej flory bakteryjnej pochwy przez bytujqce w tej samej niszy ekologicz-
nej bakterie z rodzaju Lactobacillus. Bakterie te ze wzgledu na brak katalazy,
mogly akumulowaé w otaczajgcym $rodowisku nie roztozony nadtlenek wodoru.
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Mechanizm dziatania nadtlenku wodoru miat polegaé¢ na niszczqgeym wplywie
uwolnionych rodnikéw tlenowych (Kandler i Weiss, 1986). Wedtug innej hipotezy
(Jack i wsp. 1990), nadtlenek wodoru powinien powodowaé redukcie tiocyjan-
kéw zawartych w plynach tkankowych do hipotiocyjankéw, ktére sq toksyczne
dla wielu drobnoustrojéw. W ostatnich latach udziat nadtlenku wodoru w me-
chanizmach antagonistycznych Lactobacillus nie jest przedmiotem szczegélne;
uwagi.

2. Materiaty.

Materiatem do badan byly bakterie z rodzaju Lactobacillus przechowywane
w temperaturze -70°C na szklanych kulkach zawieszonych w plynnym podtozu
MRS z dodatkiem 10% glicerolu. W trakcie rozmrazania kulki (4-5) z optaszczo-
nym na nich szczepem Lactobacillus przenoszono na plytki ze stalym podtozem
MRS, a nastepnie inkubowano je w temperaturze 37°C, w warunkach $cisle bez-
tlenowych z wykorzystaniem anaerostatéw firmy bioMerieux z generatorami
gazu H, + CO, firmy Linegal Chemicals GmbH. Po uptywie 72 godzin pojedyn-
cze kolonie Lactobacillus zawieszano w 2,5 ml ptynnego podtoza MRS i dalszg,
18 godzinng inkubacje przeprowadzano w tych samych, powyzej opisanych
warunkach. Ponadto postuzono sie, jako wzorcami, nastepujgcymi szczepami:
Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus acidophilus LC1, Lactobacillus casei
Shirota, a takze wykorzystano inne szczepy Lactobacillus zaliczone do bakterii
produkcyjnych.

Tak przygotowane bakterie z rodzaju Lactobacillus, okreslane jako tzw. bakte-
rie antagonistyczne testowano wobec wybranych drobnoustrojéw wskazniko-

wych.

Grupe drobnoustrojéw wskaznikowych stanowity tlenowe i beztlenowe czyn-
niki patogenne ludzkiego przewodu pokarmowego. Do tlenowych bakterii
wskaznikowych, zaliczono Gram-ujemne pateczki: Salmonella enteritidis, Shi-
gella sonnei i enteropatogenny szczep Escherichia coli, wywotujgce ostre
biegunki i inne dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego. Pateczki pocho-
dzity z kolekcji zebranej w latach 1995/96 w Panstwowym Zakltadzie Higieny.
Ponadto do tlenowych bakterii wskaznikowych zaliczono réwniez Gram-dodat-
nie ziarenkowce: Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis, pochodzqce

z kolekcji wtasnej Instytutu.

Beztlenowq grupe bakterii wskaznikowych stanowity: Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Helicobacter pylori i Clostridium difficile, pochodzqce z ma-
teriatéw klinicznych badanych w trakcie biezqcej diagnostyki Zaktadu Mikrobio-
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logii Centrum Zdrowia Dziecka oraz Katedry Mikrobiologii Lekarskiej Akademii
Medycznej we Wroctawiu i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej Akademii Medycz-
nej w Warszawie.

Tlenowe bakterie wskaznikowe hodowano w optymalnych warunkach, to zna-
czy na bulionowym poditozu Mueller-Hintona (MH) (Difco) przez 24 godziny,
w temperaturze 37°C. Po inkubacii, 1 oczko ezy przenoszono do 5 ml czystego
bulionu MH i ponownie inkubowano przez 4-8 godzin w temperaturze 37° C
w tazni wodnej. Stezenie wskaznikowych bakterii tlenowych doprowadzano do
gestosci 0.5 wedtug skali Mc Farland’a, rozcieficzajqc hodowle solq fizjologicz-
ng. Nastgpnie 0.1 ml takiego inokulum przenoszono na podtoze state MH i roz-
prowadzano je po powierzchni plytki wacikiem.

Beztlenowe bakterie wskaznikowe hodowano na odpowiednich podiozach
wzrostowych. Dla Helicobacter i Campylobacter byt to agar Brucella (Difco) z do-
datkiem krwi ludzkiej (lub konskiej), heminy oraz witaminy K1, a dla Clostridium
difficile - Columbia Agar firmy bio-Merieux z dodatkiem 5 % krwi baranie;j.
Inkubowano je w warunkach beztlenowych (Clostridium difficile) lub mikroaero-
filnych (Helicobacter i Campylobacter) stosujgc odpowiednie generatory atmos-
fery firmy bio-Merieux przez 48-72 godziny, a nastgepnie bakterie zawieszano
w soli fizjologicznej, starajgc sie¢ doprowadzi¢ gestosé zawiesiny do 3.0 w skali
Mc Farland’a. Objeto$é 0.1 ml tej zawiesiny rozprowadzano na powierzchni pty-
tek z odpowiednimi, powyze| opisanymi, agarowymi podtozami wzrostowymi.

Tak przygotowane hodowle antagonistycznych szczepéw z rodzaju Lactobacil-
lus i bakterii wskaznikowych stuzyly nastepnie do okreslania wystepujqcych
pomigdzy nimi zaleznoséci za pomocq nastepujqcych, ponizej opisanych, metod.
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3. Metody badania antagonistycznych wlasciwosci bakterii z rodzaju
Lactobacillus.

Zaproponowano wiele metod wykrywania antagonistycznych wiasciwosci
bakterii. Wigkszo$¢ z nich jest oparta na mechanizmie dyfuzji réznych substancii
hamujgcych w zelu. Zaréwno produkty fermentacii glukozy, obnizajgce znacznie
pH podtoza, substancje podobne do bakteriocyn, jak tez nadtlenek wodoru, ma-
iq mozliwo$é réwnomiernego rozprzestrzeniania si¢ w srodowisku zelowym. Wy-
bér statych podiozy do badania antagonizmu nie byt przypadkowy, udowodnio-
no bowiem, ze LAB produkujq wigkszq ilo$¢ substanciji hamujgcych na podtozach
statych, czy pétstatych, niz w podtozach ptynnych (Hoover i Steenson, 1993).

Ogélnie metody badania antagonizmu oparte na dyfuzji w zelu dzielg sie na
bezposrednie (jednoczasowe) i opéznione (Hoover i Steenson, 1993, Tagg i wsp.
1976). Metody bezposrednie polegajg na réwnoczesnym wzrosicie zaréwno
szczepdw testowych (antagonistycznych), czyli w przypadku niniejszej rozprawy,
bakterii z rodzaju Lactobacillus, jak tez i bakterii wskaznikowych, prowadzonym
na tym samym podtozu i w tych samych warunkach inkubacji. W metodach
opéznionych, wzrost, w najbardziej optymalnych dla siebie warunkach, rozpo-
czynajq szczepy antagonistyczne, a po uptywie 24-48 godzin, czyli z opdznieniem,
rozpoczyna sie wzrost bakterii wskaznikowych na odpowiednich podtozach
i w najkorzystniejszych dla nich warunkach.

Czesciej wykorzystywanymi metodami okreslajgcymi stopien i zakres antago-
nizmu bakterii kwasu mlekowego sq takie techniki opdznione, jak: metoda
krgzkowa wedtug Mc Groarty i Reida (1988), czy metoda podwéjna wedtug
Spelhauga i Harlandera (1989).

3.1 Metoda krgzkowa.

Badania z wykorzystaniem tej metody zostaly przeprowadzone wedtug opisu
McGroarty i Reida (1988), a polegaly na nasyceniu jatowego, czczego krqzka bi-
butowego o érednicy 9 mm 18-godzinng, bulionowq hodowlqg badanego szcze-
pu antagonistycznego w objetosci 5 pl. Nasycone krqzki naktadano kolejno (po
dwa), na plytke posiang uprzednio szczepem wskaznikowym. Nastepnie plytki
umieszczano w lodéwce w temperaturze 4° C na 3 godziny, po czym inkubowa-
no je w najbardziej optymalnych warunkach wzrostowych, dostosowanych do
wymagan bakterii wskaznikowych. Miarq zahamowania wzrostu bakterii wskaz-
nikowych byly érednice stref zahamowania wzrostu wokét krqzkéw nasyconych

bakteriami antagonistycznymi (podane w mm).
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3. 2. Metoda podwéijna.

W tym przypadku postuzono sig¢ klasyczng metodq podwéijng wedtug Spel-
hauga i Harlandera (1989). Plynnq, 18 godzinng hodowle badanych bakterii
antagonistycznych naktadano, w formie kropli o objgtosci 5 ul, na powierzch-
nig plytki z 10 ml agaru MRS, a nastepnie inkubowano je przez kolejne 18 godzin
w temperaturze 37°C w warunkach beztlenowych. Wyrosniete na powierzchni
agaru MRS bakterie z rodzaju Lactobacillus zalewano 10 ml rozpuszczonego
i ochtodzonego do temperatury 56°C drugiego podtoza, umozliwiajgcego
wzrost bakterii wskaZnikowych. Po zestaleniu powierzchnie plytki posiewano,
drogg wymazu, ptynnqg hodowlq bakterii wskaznikowych rozcieficzonych do ge-
stosci 0.5 wedtug skali Mc Farland’a. Inkubacje przeprowadzano w warunkach
optymalnych dla wzrostu bakterii wskaznikowych (okreslonych powyzej). Wyniki
uzyskiwano w formie stref zahamowania wokét kropli bakterii antagonistycznych
i odczytywano je, mierzqgc $rednice stref w mm.

W trakcie badania wiasciwosci antagonistycznych postuzono sie poczgtkowo
wyze| opisanymi metodami, jednak ze wzgledu na wynikie trudnosci (oméwione
ponizej), w ramach tej pracy zostata zaproponowana, opracowana i wdrozona
nowa metoda tzw. stupkowa (Strus, 1998).

3.3. Metoda stupkowa.

Bakterie antagonistyczne z rodzaju Lactobacillus hodowano w temperaturze
37° C, w warunkach beztlenowych na ptytkach z podtozem statym MRS (OXOID)
o objetoéci 40 ml. Po uptywie 18 godzin inkubacji, w ptytkach agarowych wyci-
nano korkoborem okrqgte stupki o érednicy 9 mm, ktére po 3 naktadano na
plytki z naniesionymi, za pomocqg wymazu, bakteriami wskaznikowymi, po czym
umieszczano je na 4 godziny w lodéwce w temperaturze 4°C (za wyjgtkiem bak-
terii beztlenowych). Dalszq inkubacje przeprowadzano w temperaturze 37°C
przez 24-72 godziny w warunkach tlenowych, mikroaerofilnych, lub tez beztle-
nowych w zaleznosci od wymagan bakterii wskaznikowych. Po inkubacji wokét
stupka powstawata strefa zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych, ktorej
$rednice w mm przyjmowano, jako miare stopnia antagonizmu (patrz Rycina 5).

Ponadto, w trakcie niektérych doswiadczen, mierzono pH pozostatej wokot
wycietego krgzka powierzchni agaru MRS, postugujgc sie automatycznym
pHmetrem firmy Hanna-Instruments, wyposazonym w specjalng elektrode do

pomiaru pH powierzchni statych.
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Rycina 5. Stupkowa metoda badania antagonistycznego dziatania bak-
terii z rodzaju Lactobacillus na szczepy wskaznikowe.

W celu poréwnaniu przydatnoici opisanych powyzej metod badania antagoni-
zmu wybrano trzy szczepy bakterii wskaznikowych tj. Escherichia coli, Salmonella
enteritidis i Staphylococcus aureus, a nastepnie zbadano ich wrazliwo$¢ na
dziatania losowo wybranych szczepéw Lactobacillus, stosujqc rownolegle metody:
krqzkowq, podwéing i stupkowq. Badania powtérzono trzykrotnie. W oparciu
o wyplywaijqce z tego poréwnania wnioski (Wyniki wraz z oméwieniem punkty:
4.1.1 - 4.1.6) wybrano jednq, najbardziej optymalnq metode, ktérq postuzono
sie do oznaczenia antagonistycznych wlasciwosci bakterii z rodzaju Lactobacillus
wobec wszystkich bakterii wskaznikowych, zaréwno tlenowych, jak i beztleno-

wych.
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4. Wyniki wraz z oméwieniem:

4.1. Poréwnanie trzech metod badania antagonizmu.

Wyniki opracowano w formie tabel i wykreséw.

Tabela 5. Poréwnanie stref zahamowania wybranych bakterii z rodzaju
Lactobacillus wobec Staphylococcus aureus za pomocq metod: krqiko-
wej, podwéjnej i stupkowej.

Szczep Nr Metoda krgzkowa Metoda podwéjna Metoda stupkowa
BADANIE BADANIE BADANIE

I Il M Srednia OS. |I 1 Il Srednia O.S. |I Il I Srednia O.S.

2B 7 8 5 667 153 |8 8 800 0.00 }]10 6 11 900 265
7A 7 6 6 633 05817 4 550 212 |10 7 9 8.67 1.53
8A 8 8 9 833 058\|7 7 700 0.00}(7 7 9 767 1.15
8B 108 7 833 153 |6 3 450 21217 4 9 6.67 252
9A 7 8 8 767 058 |3 3 300 0.00|9 6 10 833 208
9B 8 6 5 633 153 |4 2 300 141111 8 9 9.33 1.53
13A 8 8 5 7.00 1.73 |6 4 5.00 141 |8 4 6 6.00 2.00
16A 9 8 6 767 15317 4 550 212 |7 6 8 7.00 1.00
26A 108 6 8.00 200 |5 3 4.00 141 |12 6 6 8.00 3.46
30A 7 8 10 8.33 15317 4 560 212 |9 6 10 8.33 2.08
31B 7 6 10 767 208\}5 5 500 0.0019 6 11 867 252
32B 8 5 12 833 351 |6 3 450 21219 5 9 767 231
41B 5 2 5 400 17319 5 700 283 |9 5 10 800 265
428 105 6 7.00 2655 5 500 000 |7 7 7 7.00 0.00
65A 9 6 6 7.00 173 110 5 750 35419 6 8 7.67 1.53
71A 8 6 10 800 200 |10 4 700 424|106 9 8.33 2.08
KL37C |7 6 5 600 100 |2 9 550 49513 1 O 1.33 1.583
78B 8 0 5 4.33 404 |3 1 2.00 141 |10 5 7 7.33 2.52
81A 6 3 7 533 20815 O 250 354 |7 4 5 533 1.53
95 10 10 1 7.00 520 |14 3 350 07118 3 12 7.67 4.51
96 105 6 7.00 265 |5 2 350 212 |9 12 14 1167 252
133B 8 3 8 633 28918 5 650 21219 6 10 833 2.08
154 1 0 O 0.33 058 |6 O 3.00 42417 7 11 8.33 2.31
L.C1 0 3 2 167 153 |6 6 600 000 |5 5 5 500 0.00
L1752 |8 8 10 867 1159 3 600 42418 7 9 8.00 1.00
LShir. |5 1 4 333 208 (|5 3 400 14117 6 6 6.33 0.58
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