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I. WSTEP - OGOLNA CHARAKTERYSTYKA RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

I.1. KLASYFIKACJA

Bakterie, ktore obecnie zaliczamy do rodzaju Bifidobacterium, zostaly po raz pierwszy
wyizolowane z katu noworodkdéw karmionych mlekiem matki w Instytucie Pasteura w 1899 roku
przez Tissier’a i zidentyfikowane jako Bacillus bifidus communis. Pod wzgledem morfologicznym
byty to Gram-dodatnie, niepsporujace laseczki, o bardzo nietypowych rozgatezionych komorkach,
nie posiadajace zdolno$ci poruszania si¢. Niemalze w tym samym czasie, bo 1900 roku Moro we
Wiloszech odkrywajac te bakterie, zaliczyt je do istniejacego juz wowczas rodzaju Lactobacillus.
Zgodnos¢ taksonomiczng probowat wprowadzi¢ kolejny mikrobiolog, Holand, ktory zaproponowat
dla nich nazwe Lactobacillus bifidus. Przez wiele kolejnych lat bakterie te byly wiec wlaczane do
rodzaju Lactobacillus 1 dopiero w 1935 roku Eggerth wydzielit w taksonomii nowy rodzaj, ktoremu
nadat nazwe Bifidobacterium [1, 2, 3, 4, 5]. Stuszno$¢ tego podzialu potwierdzity nowe, jak na
owczesne czasy, metody taksonomiczne oparte gldwnie na wlasciwosciach biochemicznych, ktore
pomogly udowodnic, ze poszczegolne gatunki tych polimorficznych bakterii nie mozna zaliczaé
do rodzaju Lactobacillus, poniewaz w inny sposob fermentuja cukry. Zawieraja bowiem enzym
fruktozo-6-fosforano-fosfoketolaze (ang. Fructose-6-Phosphate-PhosphoKetolase - FOPPK), ktory
nie wystepuje u zadnych innych, morfologicznie zblizonych bakterii [2, 6, 7].

Taksonomia rodzaju Bifidobacterium jest wciaz sprawa dyskusyjng i budzaca wiele
kontrowersji. Do tej pory opisano trzydziesci sze$¢ gatunkoéw Bifidobacterium kolonizujacych
organizm czlowieka, zwierzeta, lub wystepujacych w Srodowisku naturalnym. Czesto
przedstawiciele tego rodzaju blednie zaliczani sa do bakterii kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid
Bacteria - LAB), z powodu wytwarzania kwasu mlekowego jako jednego z produktéw fermentacji
glukozy. Obecnie, za prawidlowe uwaza si¢ zaliczenie rodzaju Bifidobacterium do rodziny

Actinomycetaceae, wedtug nastepujacej klasyfikacji [2, 8, 9].

Kroélestwo: Procaryotae

Gromada: Firmicutes (Bakterie Gram-dodatnie)
Klasa: Thallobacteria (Bakterie rozgalezione)
Rodzina: Actinomycetaceae

Rodzaj: Bifidobacterium

Gatunki: Kolonizujace czlowieka

1. B. adolescentis [10]; probki katu od dorostych
2. B. angulatum [11]; probki katu od dorostych
3. B. bifidum [12]; probki katu od dzieci i dorostych, pochwa
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breve [10] syn.: B. parvolulorum; probki katu od dzieci, pochwa
catenulatum [11]; prébki katu od dzieci i dorostych, pochwa
denticolens [13]; jama ustna

dentium [11]; jama ustna, probki katu od dorostych

gallicum [14]; probki katu od dorostych

infantis [10] syn.: B. liberorum lub B. lactentis; probki katu od dzieci, pochwa

10. B. inoptinatum [13]; jama ustna

11. B. longum [10]; probki katu od dzieci i dorostych, pochwa

12. B. pseudocatenulatum [15]; probki katu od dzieci
13. B. scardovii [16]; probki katu od dorostych

Gatunki: Wystepujgce w sSrodowisku naturalnym i zywnosci
1. B. lactis [17, 18]; sfermentowane mleko

2. B. minimum [2]; $cieki

3. B. subtile [2]; Scieki

4. B. thermacidophilum subsp. thermacidophilum [19]; odpady
Gatunki: Kolonizujace zwierzeta

1. B. animalis [20]; odchody szczurdéw, kurczat, krolikow i cielat
2. B. asteroides [21]; pszczoly

3. B. boum [15]; zwacz i odchody $win

4. B. choerinum [15]; odchody $win

5. B. coryneforme [21]; pszczoty

6. B. cuniculi [15]; odchody krolikow

7. B. gallinarum [22]; odchody kurczat

8. B. indicum [21]; pszczoly

9. B. magnum [23]; odchody krolikow

10. B. merycicum [24]; zwacz

11. B. pseudolongum subsp. pseudolongum [20]; odchody szczurdéw, kurczat, $win i cielat
12. B. pseudolongum subsp. globosum [25]; odchody szczuréw, kurczat, §win i cielat, zwacz
13. B. psychraerophilum [26]; odchody $win

14. B. pullorum [27]; odchody kurczat

15. B. ruminantium [24]; zwacz

16. B. saeculare [28]; odchody krolikow

17. B. suis [29]; odchody $win

18. B. thermacidophilum subsp. porcinum [30]; odchody $win
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19. B. thermophilum [20] syn.: B. ruminale; odchody kurczat, swin i cielat

W btlonie cytoplazmatycznej szczepow Bifidobacterium znajduja si¢ izozymy réznych
enzymow (np. transaldolazy), ktére w rozdziale elektroforetycznym wykazuja przynaleznos¢ do
czterech roznych grup, umozliwiajgc tym samym, rozréznienie badanych gatunkow na cztery grupy:

szczepy ludzkie, zwierzece, pszczele oraz srodowiskowe [31].

I.2.  MORFOLOGIA

Rodzaj Bifidobacterium charakteryzuje si¢ bardzo duzym polimorfizmem pod wzgledem
ksztaltu komorek, ktoére w zaleznosci od gatunku moga by¢: krotkie, regularne, cienkie z
zaostrzonymi koncami; ziarniakowate; wydluzone o rdznie rozgalezionych zakonczeniach lub  z
charakterystycznymi dla nich zgrubieniami na jednym lub obu koncach komorki. W preparacie
wykonanym wedlug metody Grama, bakterie te barwig si¢ Gram-dodatnio lub Gram-chwiejnie 1
uktadajg si¢ w rozmaity sposob: pojedynczo; w uktady przypominajace swym ksztattem palisade
lub litere ,,V”, ,,Y”, ,,X’; w fancuszki ztozone z wielu komorek; a takze w agregaty przypominajace
gwiazde [2, 5].

Nazwa Bifidobacterium sugeruje, ze bakterie te wystepuja w rozdwojonej formie. To
moze by¢ jednak bardzo mylgce w poczatkowej identyfikacji wyizolowanych szczepéw, gdyz np.
jeden gatunek B. bifidum w zalezno$ci od warunkow hodowli i rodzaju zastosowanych podtozy,
moze wystgpowa¢ w rozmaitych formach, od bardzo matych do wielkich, z r6znym stopniem
rozgalezienia komorek [2, 5].

Pod wzgledem morfologii szczepy Bifidobacterium moga by¢é mylone z bakteriami
nalezacymi do takich rodzajow jak: Lactobacillus, Actinomyces, Propionibacterium i

Eubacterium [32, 33].

I.3. WYSTEPOWANIE

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium wchodza w sktad naturalnej mikroflory organizmu
cztowieka, wystepujac szczegoélnie licznie w przewodzie pokarmowym, a takze w jamie ustnej i
narzadzie rodnym kobiet. Wystgpowanie jakosciowe, jak i iloSciowe rdéznych gatunkow
Bifidobacterium w organizmie zalezy zaréwno od miejsca kolonizacji, wieku gospodarza, jak
i spozywanej przez niego diety (Tabela 1, 2 i 3). Bakterie te kolonizuja rowniez przewod pokarmowy
roznych zwierzat, m.in: pszczot, §wini, bydta, krolikow, kurczat i szczuréw. Spotykane sa takze w

srodowisku, m. in.: w gnijacym blocie lub $ciekach [2, 5, 34].

I.4. WYMAGANIA WZROSTOWE
Bakterie z rodzaju Bifidobacterium to auksotrofy o zréznicowanych wymaganiach

pokarmowych. Wigkszos¢ szczepdw do prawidlowego wzrostu wymaga ryboflawiny, cysteiny



i kwasu pantotenowego. Niektore gatunki potrzebuja dodatkowo kwasu nikotynowego, tiaminy,
pirydoksyny, kwasu p-aminobenzoesowego, a takze czynnikow wzrostu oraz zasad kwaséw
nukleinowych [5, 35]. Wiekszos¢ gatunkow potrafi wykorzystywac sole amonu jako zrodto azotu,
jednakze niektére gatunki izolowane od zwierzat nie moga rosna¢ bez dostepu azotu organicznego
[1, 5].

Wykazano, ze obecnos$¢ tak zwanych czynnikéw bifidogennych (ang. bifidogenic factors)
znacznie wplywa na zwigkszenie populacji Bifidobacterium we florze ludzkiego przewodu
pokarmowego. Czynniki te s3 definiowane jako komponenty, zazwyczaj o charakterze
weglowodanowym, ktore przechodza przez przewod pokarmowy cztowieka w postaci niezmienionej
i docierajg do jelita grubego lub $lepego, gdzie sa nastepnie metabolizowane przez bakterie z rodzaju
Bifidobacterium, stanowigc dla nich zrédlo energii. Czynniki bifidogenne w $wietle najnowszych
koncepcji moga by¢ wykorzystywane jako prebiotyki, czyli produkty nie ulegajace strawieniu w
przewodzie pokarmowym czlowieka, stymulujace jednocze$nie wzrost i aktywno$¢ jednego lub
wigkszej liczby gatunkow bakterii korzystnie oddziatywujacych na organizm gospodarza [36].

Badania kliniczne wykazaly dziesigciokrotny wzrost populacji bakterii z rodzaju
Bifidobacterium wystepujacych w jelicie grubym cztowieka po wzbogaceniu diety osdb badanych
w fruktooligosacharydy w dawce 15 g/dzien. Zaobserwowano rowniez wzrost uwalniania kwasow
thuszczowych, spadek pH o 0.3 jednostki oraz redukcje liczby bakterii 2z rodziny
Enterobacteriaceae z 1x10° do 4x107 j.t.k. (j.t.k. - jednostki tworzace kolonie, ang.
c.fu. - colony formining units) na gram tresci jelitowej [36].

Wykazano, ze niektore skltadniki, takie jak N-acetyloglukozamina oraz wybrane biatka
stymulujg wzrost gatunku B. bifidum w warunkach in vitro [2, 37]. Gatunek ten jest jednym z
dominujacych sktadnikéw flory przewodu pokarmowego niemowlat, szczegdlnie tych, ktore sa
karmione mlekiem matki. Obecno$¢ Bifidobacterium w tym ekosystemie zwigzana jest z
ich wysokim wymaganiem w stosunku do N-acetyloglukozaminy (ang. bifidus factor), ktora
wystepuje w mleku ludzkim, brak jej natomiast w mleku krowim [37, 38].

Optymalna temperatura wzrostu dla Bifidobacterium to 37 - 41°C. Minimalna temperatura
wzrostu miesci si¢ w granicach 25 - 28°C, za$ temperatura maksymalna, w ktorej potrafig rosngé
tylko nieliczne gatunki kolonizujace zwierzeta, to 43 - 45°C [2].

Optymalne pH dla rozwoju tych bakterii miesci si¢ w przedziale wartosci pomiedzy 6.5 -
7.0. Zahamowanie wzrostu nastepuje w pH o wartosci 4.5 - 5.0, a takze 8.0 - 8.5 [2].

Pod wzgledem wymagan gazowych rodzaj Bifidobacterium zaliczany jest do bezwzglednych
beztlenowcow, jednakze okazuje si¢, ze wrazliwos¢ na obecnos¢ tlenu w Srodowisku jest

rozna w zalezno$ci od gatunku lub szczepu. Zaobserwowano, ze niektore



gatunki izolowane od zwierzat, takie jak: B. globosum, B. thermophilum oraz B. suis sa
aerotolerancyjne, niemniej jednak do wzrostu potrzebuja atmosfery zawierajacej co najmniej 10%

dwutlenku wegla [2, 5, 39].

I.5. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA I METABOLIZM

Wigkszos¢ gatunkow Bifidobacterium jest katalazo-ujemna, za wyjatkiem B. indicum oraz
B. asteroides, ktore w atmosferze zawierajacej tlen (mieszanina: 90% powietrza i 10% CO,) sa
katalazo-dodatnie. Bakterie te potrafig rozktada¢ amoniak 1 wykorzystuja go jako zrodio azotu, nie
sg jednak w stanie zredukowa¢ azotanow [2, 40].

Do rodzaju Bifidobacterium naleza bakterie o fermentacyjnym metabolizmie
weglowodandw. Kluczowym enzymem biorgcym udziat w tym szlaku biochemicznym jest fruktozo-
6-fosforano-fosfoketolaza (ang. Fructose-6-Phosphate PhosphoKetolase - FOPPK). Produktami tych
przemian sg kwas octowy i kwas mlekowy w teoretycznych proporcjach 3:2 [4, 41].

Heterofermentacja glukozy przebiega zgodnie z rOwnaniem:

2 CsH1206 + 5 ADP + 5 Pi --- 3 CH3-COOH + 2 CH3-CHOH-COOH + 5 ATP
Fermentacja ta odbywa si¢ w szlaku fosfoketolazowym, gdyz Bifidobacterium nie posiadaja ani
aldozy, ani dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, wykorzystujg natomiast fosfoketolazy, ktore
rozszczepiaja fosfo-6-fosforan 1 ksylulozo-3-fosforan, odpowiednio: do acetylofosforanu i
erytrozo-4-fosforanu lub aldehydu 3-fosfoglicerynowego, a koncowym produktem rozktadu heksozy

jest kwas octowy i1 kwas mlekowy [38, 42].

I.6. BUDOWA GENOMU ORAZ WYSTEPOWANIE PLAZMIDOW

Poznanie budowy genomu bakterii stato si¢ mozliwe dzigki wprowadzeniu do mikrobiologii
metod z zakresu genetyki molekularnej. Jednym z najczeSciej stosowanych parametrow,
wykorzystywanym do okreslania ewolucyjnego podobienstwa pomig¢dzy poszczegdlnymi rodzajami,
jest okreslenie molekularnej zawartosci zasad (w procentowym odsetku) guaniny (G) i cytozyny (C)
w calej ilosci DNA izolowanego z komorki [43]. Genomowa zawarto§¢ par G+C w DNA
bakterii z rodzaju Bifidobacterium waha si¢ w granicach 57.2 - 64.2 mol % ze $rednig
wartoscig 60.1 mol %. Odroznia to bakterie nalezagce  do tego rodzaju od innych bakterii, z ktérymi
czesto Bifidobacterium sa mylone. 1 tak na przyktad, bakterie z rodzaju Lactobacillus zawieraja w
swoim genomie 33.0 - 52.5 mol % par zasad G+C, za$ bakterie z rodzaju Propionibacterium 66.4 -
70.4 mol % [1, 2, 5].

Udowodnienie pokrewienstwa genetycznego stanowi najlepsza podstawe do sporzadzenia
filogenetycznego schematu klasyfikacji bakterii. W roku 1970 Scardovi i wsp. oraz Crociani i

wsp. opublikowali dane dotyczgce pokrewienstwa pomigdzy wybranymi gatunkami



Bifidobacterium. W tym celu przeprowadzili hybrydyzacj¢ DNA 179 szczepow reprezentujacych 13
roznych gatunkow Bifidobacterium. Metoda ta pozwolita na wykrycie podobienstw oraz homologii
pomiedzy poszczegdlnymi sekwencjami polinukleotydowymi w DNA badanych szczepow.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze rodzaj Bifidobacterium pomimo stosunkowo duzego podobienstwa
pod wzglgdem cech fenotypowych, nie jest az tak homogenny pod wzgledem genetycznym, jak by
na to wskazywaly dane dotyczace genomowej zawartosci par zasad G+C (57.2 - 64.2 mol %). Wyniki
te sugerujg duza r6znorodnos$¢ ewolucyjng w rodzaju Bifidobacterium. W badaniach tych wykazano
migdzy innymi, ze: B. bifidum 1 B. adolescentis naleza do dwoch réznych genetycznie grup; B.
bifidum biotyp A i B sa bardzo blisko spokrewnione, podobnie jak cztery biotypy B. adolescentis;
gatunki B. dentium, B.angulatum,

B. pseudocatenulatum i B. catenulatum trudne do odroznienia od B. adolescentis na podstawie wzoru
fermentacji, sg pod wzgledem genetycznym rozne, zarowno od siebie nawzajem, jak i od

B. adolescentis; zkolei B. longum 1 B. infantis sa bardzo blisko spokrewnione ze soba, gdyz wykazuja
az 50% homologii; podobnie B. breve i B. infantis z 40 - 50% homologii [44, 45].

Pod koniec lat 90-tych XX wieku oszacowano wielkos¢ genomu dla catego rodzaju

Bifidobacterium, przy czym nie wykazano znaczacych réznic w jego wielkosci pomiedzy
poszczego6lnymi gatunkami. Badania wykonano przy uzyciu metody PFGE (ang. Pulsed Field Gel
Electrophoresis) na 25 szczepach Bifidobacterium, reprezentujacych siedem gatunkow:
B. angulatum, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. breve, B. bifidum, B. infantis,
B. adolescentis. Wykazano, ze wielko$¢ genomu Bifidobacterium miesci si¢ w przedziale wartosci
1.5 - 2.1 Mb, z czego 1.8 Mb to najczesciej spotykany rozmiar. W poréwnaniu z innymi rodzajami
bakterii nalezacymi do rodziny Actinomycetaceae, np.: Streptomyces 6.5 - 8.2 Mb, Corynebacterium
glutamicum 2.98 Mb, wielko§¢ genomu Bifidobacterium jest stosunkowo duza [46, 47, 48].

Wykazanie obecnosci plazmidow w komorkach bakterii jest bardzo interesujace, miedzy
innymi ze wzgledu na konsekwencje jakie niesie za sobg ich obecnos$¢. Plazmidy przyczyniaja  sie
do wzrostu zmienno$ci genetycznej i ewolucyjnej mikroorganizméw. Z wystepowaniem plazmidow
zwigzane jest posiadanie przez bakterie takich cech jak: oporno$¢ na antybiotyki, produkcja toksyn i
bakteriocyn, modyfikacja zjadliwosci bakterii oraz wzrost zdolnosci metabolicznych. Poza tym,
plazmidy moga by¢ przekazywane na szeroka skale innym mikroorganizmom na drodze
transformacji, transdukcji lub koniugacji. Plazmidy obok kodowania i przenoszenia informacji
genetycznej maja rowniez znaczenie podczas identyfikacji réznych szczepow bakterii oraz sa
wykorzystywane do typowania molekularnego (ang. molecular fingerprinting). Pod wzgledem
budowy plazmidy to koliste czasteczki DNA o podwdjnej helisie, replikujace si¢ niezaleznie

od replikacji chromosomow. Ich masa
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czgsteczkowa miesci sie w granicach 3x10° - 1x10® Da, co wystarcza na zakodowanie 5 - 160
polipeptydow o przecigtnej dugosci [42, 43, 49, 50].

Sgorbati i wsp. w 1982 roku przeprowadzili badania na 1461 szczepach, reprezentujacych
24 gatunki Bifidobacterium, w ktorych to wykazali obecno$¢ plazmidéw tylko u czterech
z posrdd badanych gatunkéow (20% z badanych). Plazmidy udalo si¢ im wyizolowaé od:
B. longum - dominujacy gatunek w przewodzie pokarmowym cziowieka; B. pseudolongum syn.
B. globosum - najczesciej izolowany gatunek z przewodu pokarmowego roéznych kregowcow;
B. asteroides i B. indicum - gatunki izolowane wylacznie z przewodu pokarmowego pszczot. Ponadto
wykazali, ze gatunek: B. longum posiadal plazmidy zakwalifikowane do trzynastu modeli,
tworzacych w rozdziale elektroforetycznym charakterystyczny wzor (1.25-9.5 MDa);
B. globosum posiadal plazmidy nalezace do kazdej z trzech kategorii wagowych (13.5, 24.5 i 46
MDa).; B. asteroides posiadal czternascie typow plazmidow, ktore pod wzgledem strukturalnym
bardzo réznily si¢ pomiedzy soba (1.2 - 22 MDa); oraz 60% z badanych szczepow B. indicum
wykazywalo obecnos¢ jednego plazmidu (22 MDa) [2, 49, 50]. Z kolei badania prowadzone przez
Iwata i wsp. w 1989 roku wykazaly obecnos¢ plazmidéow u 40% badanych szczepow
B. bifidum, istnienie ktorych podwazal Sgorbati i wsp. [34, 51].

Jak do tej pory nie wiadomo jeszcze, jakie cechy fenotypowe sa zwigzane z
wystepowaniem plazmidéw w komorkach Bifidobacterium. Wykazano, ze szczepy B. longum po
naswietlaniu promieniami UV lub po zastosowaniu mitomycyny uwalniajg czasteczki faga, jednak

nie jest to zwigzane z ich sktadem plazmidowym [2].

L. 7. UDZIAL. W PRZEWODZIE POKARMOWYM CZIL.OWIEKA

Przewod pokarmowy cztowieka stanowi bardzo zlozony ekosystem, w sktad ktdrego wchodzi
ponad 400 gatunkow bakterii, z ktérych 99% stanowia bakterie bezwzglednie beztlenowe, miedzy
innymi zaliczane do rodzajow: Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium 1 wzglgdnie
beztlenowe, takie jak rodzaj Lactobacillus, a tylko 1% to bakterie tlenowe, migdzy innymi: E. coli i
Streptococcus [4, 52]. Liczba bakterii beztlenowych zalezy od miejsca ich wystgpowania i osigga w
okreznicy i jelicie kretym liczbe 10' - 102 j.tk./g treSci jelitowej [53]. Przedstawiciele
Bifidobacterium rzadko sa spotykani w zoladku, w jelicie czczym wystepuja w ilosci 0 - 103
j.tk./g tresci, w jelicie kretym jest ich 10% - 107 j.t.k./g, za§ w okreznicy 10® - 10'% j.t.k./g. [34, 53,
54, 55].

Sktad jakosciowy 1 ilosciowy mikroflory przewodu pokarmowego cztowieka jest
determinowany wiekiem, stanem zdrowia, sposobem zywienia, jak réwniez cechami osobniczymi
oraz warunkami $rodowiska. Tak bogaty zespdt mikroorganizmdéw prezentuje ogromny potencjat
katalityczny w organizmie cztowieka, ktorego skutki moga nie$¢ zardwno korzys¢ jak i moga

stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia gospodarza (Ryc. 1) [53].
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Rola bakterii z rodzaju Bifidobacterium w przewodzie pokarmowym nie jest jak dotad
dobrze poznana, ale uwaza, ze mogg one oddzialywaé w korzystny sposéb na organizm gospodarza
za pomocg wielu mechanizmow.

Udowodniono, ze Bifidobacterium wykazuja silne dzialanie antagonistyczne wzgledem
innych patogennych mikroorganizmow. Istniejg dwie hipotezy, tlhumaczace to zjawisko. Pierwsza
z nich méwi o tzw. opornosci kolonizacyjnej i kompetycyjnym wykluczaniu patogenow dzigki
wigzaniu si¢ Bifidobacterium z receptorami komorek wyscielajacych jelita oraz dzigki
wspotzawodniczeniu o sktadniki pokarmowe. Druga hipoteza mowi, ze za antagonistyczne dzialanie
Bifidobacterium odpowiada obnizenie pH $rodowiska na skutek produkcji kwasu mlekowego i
octowego przez te bakterie. Niska kwasowo$¢ hamuje wzrost niektorych mikroorganizmoéow,
szczegolnie bakterii beztlenowych oraz zwigksza perystaltyke jelit, co umozliwia usunigcie
potencjalnych patogenow [34, 56].

W 1990 roku Meghrous wykazat, ze niektore szczepy Bifidobacterium sa zdolne do produkcji
substancji o wlasciwosciach antybakteryjnych przypominajacych swa budowa oraz dziataniem
bakteriocyny. Z komorek B. bifidum 1452 wyizolowano zwigzek nazwany ,,Bifidin”, ktory
wykazywal stabilno$¢ w 100°C przez 30 minut, oraz w pH 4.8 do 5.5, poza tym dawat pozytywna
reakcje¢ ninhydrynowa, byl zbudowany glownie z fenyloalaniny i kwasu glutaminowego, a takze
wykazywal wlasciwos$ci antybakteryjne wzgledem Micrococcus flavus oraz Staphylococcus aureus
[34, 57, 58].

Nektére szczepy Bifidobacterium potrafia modyfikowaé receptory obecne na komorkach
nablonkowych wyscielajacych jelita. Rezultatem tego moze by¢ zablokowanie przylegania i
wigzania si¢ z §luzéwka jelit potencjalnie patogennych mikroorganizmoéw, ktore wykorzystuja w
tym celu te receptory [58].

Poza tym, Bifidobacterium przyspieszaja dojrzewanie enterocytow, a tym samym, zwiekszaja
predkos¢ réznicowania si¢ i odnawiania §luzowki pokrywajacej jelita [34].

Bakterie te maja rowniez znaczacy wptyw na uktad immunologiczny czlowieka zwigzany z
przewodem pokarmowym (ang. Gastrointestinal Associated Lymphoid Tissue - GALT). Wykazano,
ze B. longum ma zdolno$¢ wzmacniania bariery immunologicznej, dzigki oddzialywaniu zaréwno
na odpowiedz humoralng jak i komdrkowa gospodarza [34, 59].

Przedstawiciele rodzaju Bifidobacterium, jako jedne z nielicznych bakterii kolonizujacych
przewdd pokarmowy czlowieka, maja zdolnos¢ do fermentowania oligosacharydow. Przyktadem
tych zwiazkow jest: galakto-oligosacharyd, frukto-oligosacharyd, malto-oligosacharyd, gento-
oligosacharyd, ksylo-oligosacharyd oraz laktuloza [36]. Zwiazki te, nazywane czynnikami
bifidogennymi (ang. bifidogenic factors), sa konwertowane do krotkotancuchowych kwasow

thuszczowych (ang. Short Chain Fatty Acids - SCFA), takich jak:

12



kwas mlekowy, octowy, mastowy, propionowy. SCFA dostarczajg energii po wchlonigciu z jelit 1
spaleniu w watrobie oraz mie¢$niach, jak rowniez sa substratem energetycznym dla nabtonka
jelitowego. Poza tym regulujg prawidtowg perystaltyke i ruchy robaczkowe jelit, a takze dziataja
przeciwbiegunkowo, gdyz utatwiaja wchtanianie wody i jonow sodu z przewodu pokarmowego
cztowieka [60, 61, 62].

Rodzaj Bifidobacterium ma takze duze znaczenie odzywcze, gdyz bakterie nalezace do niego

syntetyzuja pewne zwigzki wykorzystywane przez organizm cztowieka. Gatunki takie jak:
B. breve, B. infantis, B. longum, B. bifidum, B. adolescentis sa zdolne do produkcji nastgpujacych
witamin: tiaminy (B1), ryboflawiny (B2), pirydoksyny (B6), kwasu foliowego (B9), kobalaminy
(B12), kwasu askorbinowego (C), kwasu nikotynowego (PP) oraz biotyny (H) [34, 63, 64, 65]. Poza
tym bakterie te syntetyzuja niektore aminokwasy, migdzy innymi: alaning, waling i treonine. Schell
i wsp. w 2002 roku wykazali, ze gatunek B. longum posiada geny odpowiedzialne za synteze 19
aminokwasow [48]. Bifidobacterium produkujg takze izomer L+ kwasu octowego, ktory w catosci
jest metabolizowany przez czitowieka. Co wigcej, w badaniach prowadzonych na zwierzgtach
laboratoryjnych wykazano, ze bakterie te zwigkszaja przyswajalno$¢ jonéw wapnia, magnezu,
cynku i zelaza [34, 65]

Bifidobacterium uczestniczag w zmniejszeniu nietolerancji na laktoze pochodzacg z
produktow mlecznych, dzigki rozkladaniu jej na glukozg i galaktoze. Dlatego tez sa czesto
wykorzystywane w produkcji produktow mlecznych zalecanych szczegélnie osobom cierpiagcym na
nietolerancje laktozy [34].

Rodzaj Bifidobacterium wzmaga takze metabolizm bialek i aminokwaséw spozywanych
wraz z dieta. Bakterie te posiadaja aktywna fosfatazg fosfoproteinows, dzieki ktorej, poprzez rozktad
kazeiny, zwigkszajg absorpcje bialek z mleka ludzkiego [65].

Bifidobacterium maja zdolno$¢ do dekonjugacji kwasow zotciowych, do redukcji
nitrozoamin oraz do zmniejszenia rozktadu azotanow [34].

Wykazano, ze spozywanie produktow mlecznych poddanych fermentacji i dodatkowo
wzbogaconych bakteriami z rodzaju Bifidobacterium, prowadzi do zmniejszenia stezenia
cholesterolu obecnego w surowicy. Podanie pacjentom z hypercholesteriemia sfermentowanego
mleka z dodatkiem Bifidobacterium w iloéci 10° j.t.k./g, obnizylo poziom catkowitego cholesterolu
z 3 do 1.5 g/ml [34].

Na podstawie badan prowadzonych w ciggu ostatnich dwudziestu lat, gtdéwnie na zwierzetach
laboratoryjnych, wykazano, ze bakterie z rodzaju Bifidobacterium posiadaja wlasciwosci
przeciwnowotworowe, zabezpieczajace przed powstaniem nowotwordw zarowno jelita grubego jak
i innych narzagdow. Zahamowanie rozwoju raka watroby u myszy potwierdzono w przypadku

gatunkow B. longum i B. infantis. To dzialanie antykancerogenne
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moze by¢ wynikiem: (1) ukierunkowanej supresji prokancerogenow, poprzez blokowanie niektorych
enzymoéw, takich jak: P-glukoronidaza, azoreduktaza i nitroreduktaza, katalizujacych reakcje
przemiany prokancerogenow w kancerogeny (potwierdzono to w badaniach klinicznych
prowadzonych na Iudziach w przypadku gatunku B. bifidum); (2) aktywacji ukladu
immunologicznego gospodarza; (3) redukcji pH wewnatrz jelit [34, 65, 66, 67].

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium moga wykazac¢ skutecznos$¢, zarowno w prewencji, jak
i leczeniu zaburzen uktadu pokarmowego. Bakterie te byly stosowane w przypadku biegunek o
réznym podtozu np. biegunka poantybiotykowa, biegunki wywotane przez rotawirusy oraz tzw.
biegunki podroznych, a takze przy wzdeciach i w przewlektych zaparciach szczeg6lnie czestych u
osOb starszych jaki i u kobiet w ciazy, jednakze ich warto§¢ wymaga udokumentowanych

kontrolowanych badan klinicznych [34, 54, 55, 68, 69].

I.8. KONCEPCJA PROBIOZY

Ogromne znaczenie w utrzymaniu zdrowia i prawidlowego funkcjonowania organizmu
cztowieka ma zar6wno nablonek, dziatajacy jak naturalna bariera dla patogendw, antygendow
i toksyn (obecnos$¢ Scistych potaczen pomiedzy komoérkami, sekrecja §luzu, produkcja przeciwciat
klasy IgA oraz wielu antybakteryjnych substancji, takich jak laktoferryna), jak réwniez naturalna
mikroflora, zasiedlajaca powierzchnie nabtonkowe i zapewniajaca tym samym tzw. ,,opornosé
kolonizacyjng” [43, 70, 71, 72]. W momencie zniszczenia komorek nabtonkowych lub zachwiania
rownowagi prawidlowej mikroflory, zakloceniu ulegaja mechanizmy obronne organizmu oraz
wzrasta przepuszczalnos$¢ sluzoéwek, co powoduje inwazj¢ patogendw, a w konsekwencji zakazenie
[73].

Korzystny wptyw prawidtowej flory jelitowej na czynno$¢ przewodu pokarmowego oraz
przemiany ogoélnoustrojowe jest szeroko poznany (m.in. synteza witamin, uczestnictwo w
procesach trawienia i wchlaniania, ochrona przed patogenami i ich toksynami, pobudzanie uktadu
immunologicznego oraz dziatanie antykancerogenne). To wielokierunkowe, korzystne
oddziatywanie prawidtowej flory bakteryjnej na czynno$¢ jelit sprawilo, ze w ostatnich latach
znacznie wzrosto zainteresowanie profilaktyka i terapig chorob przewodu pokarmowego przez
przywrocenie rownowagi mikrobiologicznej organizmu [52, 74, 75, 76]. Korzystny efekt mozna
osiaggna¢ poprzez podanie preparatow w sklad ktorych wchodzg zywe mikroorganizmy, tzw.
probiotyki, jak rowniez, poprzez podanie substancji stymulujacych rozwdj naturalnej mikroflory
gospodarza, tzw. prebiotykow, ktorych przykladem moze by¢ fruktooligosacharyd (FOS), lub
transgalaktozydaza. Stosuje si¢ roéwniez specjalnie spreparowane mieszaniny zlozone z
probiotykow, jak i prebiotykéw, nazywane synbiotykami [73, 76, 77, 78, 79, 80]. Naturalnym
wzorcem synbiotyku jest pokarm kobiecy, gdyz zawiera obok bakterii z rodzaju Bifidobacterium

znaczng ilo$¢ oligosacharydow ($rednio 15.5 g/1) [61, 81]. Rozwaza si¢ rowniez uzycie nie tylko
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catych zywych mikroorganizméw jako probiotykéw, ale takze odpowiednio zabitych szczepow

bakterii, a nawet tylko niektérych fragmentéw wyizolowanych z ich komorek np. kwaséw

lipotejchowych [82].

Juz w 1892 roku Ddderlein wskazat na ochronne dziatanie bakterii kolonizujacych pochwe,
dzi¢ki wydzielaniu przez nie kwasu mlekowego [83]. Z kolei w 1908 Miecznikow wykazal, ze uzycie
pewnych gatunkow bakterii, moze mie¢ zastosowanie zarowno profilaktyczne, jak i lecznicze w
przypadku niektorych chorob nekajacych czlowieka [84].

Termin probiotyk pochodzi z jezyka greckiego i oznacza ,,dla zycia”. Po raz pierwszy termin
ten uzyli Lilley i Stillwel w 1965 roku do opisu substancji wytwarzanych przez mikroorganizmy,
stymulujacych wzrost zwierzat 1 cztowieka. Fuller w 1989 roku zdefiniowat probiotyki jako ,,zywe,
mikrobiologiczne uzupetienie pokarmu”, ktore wywiera korzystny efekt na organizm gospodarza,
przez podniesienie jego rownowagi mikrobiologicznej [85, 86, 87, 88]. Obecnie probiotyki definiuje
si¢ jako pojedyncze lub zlozone hodowle zywych mikroorganizmow, ktore wprowadzone do
organizmu, wywotuja korzystny efekt przez przywrocenie rownowagi miejscowej mikroflory [73,
81].

Pomimo bezpiecznego stosowania juz od ponad 3 tysiecy lat w diecie cztowieka
sfermentowanych produktow mlecznych, dopiero w latach 60-tych XX wieku podjeto pierwsze
proby leczenia ludzi odpowiednimi produktami zawierajacymi szczepy bakterii probiotycznych [82].
Wobec wzrastajacej liczby powiktan w przebiegu antybiotykoterapii od lat 70-tych obserwujemy
rozw0j wiedzy i profilaktyki w zakresie stosowania probiotykow [67, 81].

Aby dany szczep bakterii zostal uznany za probiotyk powinien spelnia¢ okreslone
wymagania:

1. Zgodno$¢ gatunkowa - probiotyki stosowane dla ludzi powinny by¢ ludzkiego pochodzenia, gdyz
probiotyki izolowane od zwierzat i zastosowane u czlowieka sa znacznie mniej efektywne [88].

2. Precyzyjne okreslenie rodzaju i gatunku, potwierdzone najnowszymi badaniami molekularnymi
[88, 89].

3. Zdolno$¢ do przezycia w niekorzystnych warunkach przewodu pokarmowego badz moczowo-
plciowego, a zatem podwyzszona oporno$¢ na niskie pH, na obecno$¢ zoétci, lub réznego typu
kwasy organiczne [82, 90, 91, 92].

4. Zdolno$¢ do adherencji (przylegania) do komoérek nabtonkowych gospodarza i Sluzu je
pokrywajacego; kolonizacja oraz stabilizacja naturalnej mikroflory [88, 91, 93, 94, 95, 98].

5. Stymulowanie odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego cztowieka [59, 92, 96].
Wykazano pobudzanie odpowiedzi zapalnej przez niektére szczepy probiotyczne, na drodze

aktywacji komoérek NK 1 makrofagow (wydzielanie TNF-a i IL-1), a takze poprzez
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zwigkszenie ekspresji genéw dla IL-8, TNF-a i GMCSF, pobudzanie limfocytow do
produkcji INF-y oraz stymulacje odpowiedzi humoralnej ustroju (wzrost produkcji IgA
wydzielniczej) [67, 97, 98, 99].

6. Aktywno$¢ antagonistyczna w stosunku do drobnoustrojow patogennych polegajaca na
produkcji substancji antagonistycznych, hamujacych ich rozwdj. Wsrod tych zwigzkow za
najwazniejsze uwaza si¢: kwasy organiczne, aldehyd octowy, nadtlenek wodoru oraz
bakteriocyny [73, 92, 100, 101].

7. Catkowity brak patogennos$ci szczepdw probiotycznych w stosunku do organizmu gospodarza.
Nie wytwarzanie substancji toksycznych, zwigzkéw mutagennych lub kancerogennych oraz nie
wywolywanie reakcji alergicznych w organizmie cztowieka [88, 92].

8. Potwierdzone dziatanie probiotyczne w prawidtowo przeprowadzonych badaniach klinicznych
[88, 92].

Bakterie probiotyczne, szczegdlnie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium, znalazly
szerokie zastosowanie, zardwno w przemysle spozywczym (miedzy innymi w produkcji jogurtow,
roznego rodzaju seréw, kapusty kiszonej), jak i farmaceutycznym (produkcja preparatow
zawierajacych szczepy wybranych bakterii) [3, 52].

Probiotyki mozna stosowa¢ profilaktycznie, w celu zapobiegania kolonizacji organizmu
gospodarza przez drobnoustroje patogenne, jak i leczniczo w celu przywrdcenia naturalnego sktadu
mikroflory, migdzy innymi: po przebytych zakazeniach jelitowych, po terapii antybiotykowej, po
zadzialaniu tak zwanych czynnikéw stresowych, w biegunkach noworodkéw oraz w tak zwanych
biegunkach podréznych, w przypadku infekcji wywotanych przez bakterie z rodzaju Shigella lub
Salmonella oraz w trakcie przewleklego zaparcia. Probiotyki sg rowniez wykorzystywane w celu
zmnigjszenia objawow nietolerancji na laktoze lub innych alergii pokarmowych. Korzystny wplyw
probiotykow mozliwy jest takze w przypadku stanéw zapalnych pochwy, w chorobach watroby
spowodowanych przez naduzywanie alkoholu oraz w niektorych chorobach nowotworowych [82,
88, 90, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112].

Na $wiecie jest zaledwie kilkanascie, dobrze scharakteryzowanych szczepow
probiotycznych, z czego wiekszos¢ nalezy do grupy bakterii kwasu mlekowego. Najczestsze gatunki
to: Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,

L. reuteri, Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. longum, B. infantis, Streptococcus

thermophilus oraz Saccharomyces boulardii [113, 114].

Probiotyki sg szczeg6lnie rozpowszechnione w niektorych, wysoko rozwinigtych krajach. Na
przyktad w Japonii od lat stosuje si¢ preparat parafarmaceutyczny firmy Yacult, ktory zawiera

szczep Shirota, nalezacy do gatunku Lactobacillus casei o $cisle zdefiniowanych
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wlasciwosciach, potwierdzonych badaniami klinicznymi. W USA i Finlandii w powszechnym
uzyciu sg rdézne preparaty probiotyczne firmy Valio, zawierajace szczep Lactobacillus GG, nazwany
inicjatami odkrywcow (Goldin i Gorbach), nalezacy do gatunku Lactobacillus rhamnosus. W
Szwajcarii firma Nestle wzbogaca swoje produkty szczepem L. johnsonii LC-1, za§ w Szwecji
Biogaia Biologics wykorzystuje szczep L. reuteri [36, 102].

Od kilku lat prowadzone sg badania nad pewnymi wyselekcjonowanymi szczepami bakterii
z rodzaju Bifidobacterium w celu wykazania i potwierdzenia ich dobroczynnego wptywu na
organizm gospodarza. W przeprowadzonych randomizowanych badaniach klinicznych z
podwojnie $lepa proba i placebo, udato si¢ potwierdzi¢ korzystne dziatanie szczepow
B. bifidum (BB 4007) oraz B. breve YIT (4010 BBG) na organizm czlowieka. Szczepy te
przyczyniaja si¢ do wyleczenia choroby wrzodowej, poprzez stymulacje komorek §ciany zotadka do
syntezy tzw. nablonkowego czynnika wzrostu i zasadowego czynnika pobudzajacego wzrost
fibroblastow. Poza tym udowodniono ich udzial w leczeniu biegunek rotawirusowych oraz w
przywracaniu rownowagi flory jelitowej [99, 115, 116].

W Polsce, jak do tej pory, mato wiadomo na temat probiotykdéw, a preparaty krajowe,
dostepne w naszych aptekach zawieraja gtownie szczepy z rodzaju Lactobacillus o watpliwych i
stabo zdefiniowanych wtasciwosciach probiotycznych.

Polski rynek farmaceutyczny posiada w swojej ofercie nastgpujace preparaty zawierajace w
swym sktadzie bakterie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium:

1. Lakcid, Lakcid forte [Biomed-Lublin] - liofilizowana zawiesina bakterii L. rhamnosus,
Lacidofil [Merk] - liofilizowana zawiesina bakterii L. acidophilus oraz L. rhamnosus.

Lactovaginal [Biomed S.A.] - liofilizowana zawiesina bakterii L. rhamnosus

2

3

4. Lacium [Zdrovit] - liofilizowana zawiesina bakterii L. plantarum

5. Nutrilac [Agropharm] - liofilizowana zawiesina bakterii L. rhamnosus

6. Nutriplant [Agropharm] - liofilizowana zawiesina bakterii L. plantarum

7. Trilac [Allergon AB] - liofilizowana zawiesina bakterii L. acidophilus, L. delbreckii subsp.

bulgaricus oraz B. bifidum [117].

L. 9. DZIALANIE SZKODLIWE

O szkodliwy wplyw na organizm gospodarza podejrzewa si¢ jeden z gatunkow
Bifidobacterium poczatkowo klasyfikowany jako Actinomyces eriksoni, pozniej Bifidobacterium
ericsoni, a ostatecznie zidentyfikowany jako B. dentium. Prawdopodobnie gatunek ten jest
oportunistycznym patogenem wchodzacym w sktad mikroflory jamy ustnej. Zostat on wyizolowany
z ropni phuc, z plynu optucnowego oraz ze zmian prochniczych, a takze z katu dorostych oraz z
pochwy. Inne gatunki z rodzaju Bifidobacterium, takie jak: B. longum,

B. adolescentis i B. breve sa sporadycznie izolowane z materiatow klinicznych pobieranych
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z ropni lub zakazen drog moczowych, a ich patogenno$c¢ nie zostata jak do tej pory udowodniona [2,
31, 40, 118].

Niektore szczepy nalezace do gatunkdéw: B. bifidum, B. longum 1 B. infantis potrafig rozktadac¢
ludzka mucyne dzigki obecnos$ci sialidazy, B-galaktozydazy, B-N-acetylglukoz- aminidazy, [3-N-
acetylgalaktozaminidazy, arylestazy i a-glukozydazy [37]. Mucyna jest glikoproteing (1.8-16x10°
Da) budujacg $luz pokrywajacy Sluzowke jelit. Monosacharydy powstale na skutek rozktadu
mucyny stymulujg wzrost Bifidobacterium, jednakze moga rowniez stymulowa¢ wzrost bakterii
potencjalnie patogennych, ktore same nie potrafig jej rozlozy¢. Proces ten moze rowniez ostabié

ochronng role mucyny w stosunku do jelit. Szacuje sig, ze okoto 1% bakterii wchodzacych w

sktad prawidlowe;j flory jelit potrafi zdegradowaé mucyne [36, 48].

Tabela 1: Materiaty biologiczne, z ktorych wyizolowano trzynascie gatunkow
Bifidobacterium kolonizujacych organizm cztowieka [2, 13, 16, 31].

Nr Gatunek Material
1 Bifidobacterium bifidum kat noworodkéw i dorostych,
wymaz z pochwy
2 Bifidobacterium adolescentis kat noworodkow i1 dorostych, Scieki
3 Bifidobacterium infantis kat noworodkow,
synonim B. liberorum lub B. lactentis wymaz z pochwy
4 Bifidobacterium breve kat noworodkow,
synonim: B. parvolulorum wymaz z pochwy, $cieki
5 Bifidobacterium longum kal noworodkow i doyr ().Sh/.Ch’
wymaz z pochwy, $cieki
6 Bifidobacterium catenulatum kat noworodkow i doyr qs%yph,
wymaz z pochwy, $cieki
7 Bifidobacterium dentium kat noworodkow i dor(?slych, wymaz
z pochwy, wymaz z jamy ustnej
8 Bifidobacterium angulatum kat dorostych, Scieki
9 Bifidobacterium pseudocatenulatum kat noworodkow, Scieki
10 Bifidobacterium gallicium kat dorostych
11 Bifidobacterium inoptinatum wymaz z jamy ustnej
12 Bifidobacterium denticolens wymaz z jamy ustnej
13 Bifidobacterium scardovii kat dorostych
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Tabela 2: Wystepowanie bakterii z rodzaju Bifidobacterium w organizmie cztowieka [2, 13, 31].

Miejsce wystepowania Gatunek

Bifidobacterium dentium
Jama ustna Bifidobacterium inoptinatum
Bifidobacterium denticolens

Jelito cienkie Bifidobacterium sp.

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium infantis
Dziecko Bifidobacterium breve
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium pseudocatenulatum

Okreznica

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium angulatum
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium dentium

Dorosty

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium longum

Pochwa

Szyjka macicy Bifidobacterium sp.

Tabela 3: Wystepowanie gatunkow Bifidobacterium w ludzkiej okreznicy w zalezno$ci od wieku [2].

Populacja Gatunek

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium breve
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium adolescentis
Doro$li w wieku $rednim Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum

Noworodki karmione mlekiem matki

Noworodki karmione sztucznym pokarmem

Dzieci

Bifidobacterium adolescentis

Dorosli w podesziym wieku Bifidobacterium longum
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II. CELE PRACY

Celem niniejszej rozprawy byto:

1. Utworzenie kolekcji szczepow bakterii pochodzenia ludzkiego nalezacych do rodzaju

Bifidobacterium.

2. Okreslenie przynaleznosci taksonomicznej badanych szczepow  wchodzacych w
sktad utworzonej kolekcji przy pomocy metod fenotypowych (podstawowych i

szczegdtowych) oraz genotypowych (PCR, FISH) i ich poréwnanie.

3. Zbadanie zakresu wlasciwosci antagonistycznych badanych szczepdéw Bifidobacterium,
wzgledem drobnoustrojow patogennych dla przewodu pokarmowego, a takze gatunkow

wchodzacych w sktad jego naturalnej mikroflory.
4. Oznaczenie wlasciwosci powierzchniowych bakterii z rodzaju Bifidobacterium, takich jak:
hydrofobowo$¢, produkcja §luzu oraz zdolnos$ci przylegania do komorek linii komoérkowych

Caco-2 i HT-29, bedacych odpowiednikiem ludzkich enterocytow.

5. Okreslenie stopnia opornosci badanych szczepow Bifidobacterium na rdézne stezenia soli

kwasow zotciowych.

6. Zbadanie wrazliwosci szczepéOw pochodzacych z utworzonej kolekcji na niektore

powszechnie stosowane antybiotyki.
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II. DROGI KOLONIZACJI NOWORODKOW KARMIONYCH MLEKIEM MATKI
PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM
I11. 1. WPROWADZENIE

Z badan nad wczesna kolonizacjg noworodkow wynika, ze w chwili rozpoczecia porodu jego
jama ustna oraz przewod pokarmowy sg jalowe. Jednak od tego momentu powierzchnia ciata
cztowieka oraz btony $luzowe jam ciala majg staly kontakt ze S$rodowiskiem zewngtrznym i
narazone sa na kolonizacj¢ przez rozne drobnoustroje, migdzy innymi: bakterie, wirusy i
grzyby. Juz w czasie porodu oraz w pierwszych godzinach zycia, nast¢gpuje kolonizacja noworodka
mikroorganizmami pochodzacymi z drég rodnych, skory oraz jamy ustnej matki, a takze z
pokarmu, powietrza oraz rak personelu medycznego. Nabywanie flory bakteryjnej polega na
sukcesywnym zasiedlaniu przez mikroorganizmy miejsca ich potencjalnej kolonizacji. Pierwsze
zasiedlajagce mikroorganizmy, nazywane gatunkami pionierskimi, w przeciggu czasu zostaja
zastgpione przez flor¢ ostateczna [45, 119].

Wiele gatunkéw mikroorganizmdéw mozna wyizolowac z katu noworodkow juz pierwszego
dnia ich zycia, przy czym bakterie z rodzaju Bifidobacterium mozna wykry¢ juz drugiego dnia po
porodzie [31, 120, 121].

Istnieje wiele kontrowersji na temat pochodzenia bakterii z rodzaju Bifidobacterium w
przewodzie pokarmowym noworodkoéw. Jako ich potencjalne zroédto, z ktérym dziecko moze mieé
kontakt w czasie porodu, podawany jest odbyt matczyny. By¢ moze jest to prawda w
sytuacjach oddalonych od nowoczesnej opieki zdrowotnej, jednakze w szpitalach z wysokim
poziomem higieny zrodlo to wydaje sie by¢ mato prawdopodobne. Drugim, znacznie bardziej
prawdopodobnym zroédtem kolonizacji noworodkéw przez szczepy Bifidobacterium jest
pochwa matki [31]. Wielokrotnie wykazano, ze najbardziej istotny wptyw na wczesna kolonizacje
noworodkoOw ma sposob porodu. Dzieci urodzone sitami natury sa w sposob dominujacy
skolonizowane bakteriami z rodzaju Bifidobacterium, w przeciwienstwie do dzieci urodzonych przez
cesarskie cigcie, u ktorych to w poczatkowym okresie zycia dominujg bakterie zrodzaju Bacteroides
[121].

Badania epidemiologiczne sugeruja, ze wystepuje lokalne $rodowiskowe zrodto
Bifidobacterium w kazdym nowoczesnym szpitalu potozniczym. Dowodem na to jest fakt, ze
zaréwno dzieci urodzone w sposob naturalny, jak i dzieci urodzone przez cesarskie cigcie oraz dzieci
karmione mlekiem matki lub produktami je zastgpujacymi, wszystkie z nich w obrgbie
jednego szpitala sg skolonizowane tymi samymi gatunkami Bifidobacterium [32].

Zaobserwowano, ze nabywanie tych mikroorganizmow moze u niektérych noworodkow by¢
opo6znione, u innych za§ mogg si¢ one w ogodle nie pojawi¢ nawet do drugiego miesigca zycia. Na

podstawie tych danych stwierdzono, ze istnieje indywidualny ,,czynnik dziecigcy”
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(ang. baby factor), ktory determinuje obecno$¢ lub brak Bifidobacterium u noworodkéw, co moze
by¢ zwigzane z dojrzatoscia ich przewodu pokarmowego, poniewaz zaobserwowano, ze u
dzieci przedwczesnie urodzonych nast¢puje wstrzymanie tej kolonizacji [31].

B. bifidum, B. infantis, B. longum oraz B. breve sa najczesciej spotykanymi gatunkami
izolowanymi z kalu noworodkow. Inne gatunki takie jak: B. adolescentis oraz
B. pseudocatenulatum s3 znacznie rzadziej spotykane u noworodkéw, natomiast kolonizuja
szczegolnie osoby w podesztym wieku [32, 122, 123]. Juz w 1967 roku Gorbach i wsp. wykazali,
ze starsi ludzie sa w znacznie mniejszym stopniu skolonizowani bakteriami z rodzaju
Bifidobacterium niz dzieci [124].

Noworodki czesto zawieraja w swoim przewodzie pokarmowym dwa lub trzy rézne gatunki
Bifidobacterium, jednakze, jak si¢ okazuje na podstawie wspomnianych juz wcze$niej badan,
wszystkie dzieci urodzone w jednym oddziale posiadaja te same dominujace gatunki, co sugeruje,
ze szczepy Bifidobacterium mogg by¢ przenoszone pomiedzy dzieCmi w danej klinice na rekach
personelu  medycznego. Skiad gatunkdéw Bifidobacterium wystgpujacych w przewodzie
pokarmowym jest dynamiczny i moze si¢ zmienia¢, np. niektore gatunki zanikajg, a nastepnie
pojawiaja si¢ ponownie w przeciggu czasu, na co wplyw ma prawdopodobnie: zmiana diety,
srodowisko domowe, odpowiednia higiena oraz inne, blizej nieokreslone tzw.

»czynniki gospodarza” (ang. host factors) [31].

Raz ustanowione bakterie z rodzaju Bifidobacterium stajg si¢ stalym sktadnikiem flory
katowej niemowlat karmionych mlekiem matki, jak i sztucznym pokarmem. W stanie stabilizacji
flory kalowej, ktory nastgpuje okoto pierwszego miesigca po narodzinach, w przewodzie
pokarmowym dzieci karmionych mlekiem matczynym, bakterie z rodzaju Bifidobacterium
dominuja, osiggajac poziom 10'° - 10! j.t.k./g tresci jelitowej i znaczgco przewyzszajg swa liczbg
ilos¢ innych bakterii beztlenowych [32, 121]. Obserwacje prowadzone na grupie 12 noworodkow
karmionych mlekiem matki przez pierwszy rok zycia, wykazaly stata dominacje¢ bakterii z rodzaju
Bifidobacterium nad innymi mikroorganizmami. Zaobserwowano rowniez roznice w skladzie
flory jelitowej u noworodkow z tak zwanych ,.cigzy donoszonych”, w poréwnaniu z dzie¢mi
przedwczesnie urodzonymi. U dzieci donoszonych dominowaty bakterie nalezace do omawianego
rodzaju, ktorych czgsto brakowato u wezesniakow [1, 121].

Réznorodnos¢ flory jamy ustnej oraz przewodu pokarmowego noworodkow zalezy w
duzej mierze do substancji egzogennych dostarczanych wraz z dieta dziecka. U dzieci karmionych
spreparowanym pokarmem, w stosunkowo wigkszej liczbie wystgpuja bakterie z rodzaju
Bacteroides oraz E. coli, niz u dzieci karmionych tylko mlekiem matczynym, u ktoérych dominuja

bakterie z rodzaju Bifidobacterium [31, 32, 125].
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Przypuszcza si¢, ze zaburzenia kolonizacji w wieku niemowlecym mogg by¢ przyczyna
roznego rodzaju chorob uktadu pokarmowego, miedzy innymi: choréb zanikowych jelit, a takze

martwiczego zapalenia jelit [45, 111, 119, 121, 126].

III. 2. MATERIALY I METODY

Materiaty do badan mikrobiologicznych pobrano od o$miu matek i ich dzieci z Oddziatu
Ginekologiczno - Potozniczego Szpitala Klinicznego Ministerstwa Zdrowia i Administracji Kraju
w Krakowie (wspolpraca nawigzana w ramach projektu Nr 4PO5F01299C z Komitetu Badan
Naukowych). Materialy pobierane byly od zdrowych kobiet i ich zdrowych dzieci karmionych
piersig. Kwalifikacji os6b dokonywat lekarz na podstawie oceny stanu zdrowia pacjentek,
wykluczajac jednocze$nie te, ktore do trzech miesigcy przed porodem byly poddane

antybiotykoterapii.

II1. 2. 1. Schemat pobierana materialéw od pacjentek i ich dzieci

1. Materialy pobierane od matek w daniu przyjeccia do szpitala (przed porodem)
Symbol 10: wymaz ze skéry okolicy okotosutkowej = skory nie przemywano alkoholem
Symbol 11: mleko matki (siara) = przed pobraniem skorg przemywano alkoholem

2. Materialy pobierane w trakcie akcji porodowej i zaraz po jej zakonczeniu
Symbol 12: materiat pobrany z pochwy przed pgknigciem pecherza ptodowego
Symbol 13: material pobrany z pochwy po peknigciu pecherza ptodowego
Symbol 14: wymaz ze skory okolicy klatki piersiowej matki = skory nie przemywano

alkoholem
Symbol 20: materiat z jamy ustnej noworodka, pobrany w trakcie zabiegu odsysania
Symbol 22: smotka (jesli dziecko oddato przy porodzie)
Symbol 24: wymaz ze skory twarzy dziecka (policzki) w dniu narodzin = skéry nie
przemywano alkoholem

3. Materialy pobierane po porodzie
3. 1. Materialy pobierane w pierwszej dobie po porodzie
Symbol 15: mleko matki (po rozpoczgciu karmienia piersig) = przed pobraniem skore

przemywano alkoholem
Symbol 16: material pobrany ze skory okolicy okotosutkowej matki (po rozpoczeciu
karmienia piersig) = skory nie przemywano alkoholem
Symbol 21: wymaz z jamy ustnej dziecka po jednodniowym karmieniu piersig
Symbol 22: smotka (o ile dziecko nie oddato smétki przy porodzie)

Symbol 23: kat noworodka, ktory byt juz kilkakrotnie karmiony piersia
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3. 2. Materialy pobierane w dniu wypisu ze szpitala
Symbol 25: wymaz ze skory twarzy (policzki) dziecka w ostatnim dniu pobytu w szpitalu

= skory nie przemywano alkoholem

IIL. 2. 2. Transportowanie materialow i hodowla bakterii

Materialty umieszczano w specjalnych podlozach transportowych Port-A-Cul [BBL].
Nastepnie, w ciagu 24 godz. od pobrania, materialty wysiewano metodg redukcyjng na state podtoze
BL - Glucose Liver Agar zalecane do namnazania bakterii z rodzaju Bifidobacterium [127]. Hodowle
bakterii przeprowadzano w 37°C w warunkach beztlenowych, w anaerostatach z generatorami
gazu H, + CO; firmy Linegal Chemicals GmbH Iub w systemie do hodowli bakterii beztlenowych
N2 Modular Atmosphere Controlled System [Don Whitley Scientific Limited] przez 48 godz.
Wyizolowane szczepy bakterii poddawano nastepnie identyfikacji mikrobiologicznej przy

zastosowaniu metod fenotypowych i genotypowych (patrz: Rozdziat V).

IIL. 3. WYNIKI Z ICH OMOWIENIEM

W toku przeprowadzonych badan okazalo si¢, ze liczba wyizolowanych szczepow
Bifidobacterium w pobranych materialach byla stosunkowo niewielka, gdyz na 96 materiatow,
pobranych z r6znych miejsc od o$miu matek i ich dzieci wyizolowano i oznaczono zaledwie 17
szczepow Bifidobacterium [Tabela 4].

Wysiewanie pobranych materiatow w kierunku Bifidobacterium przy pomocy metody
redukcyjnej, okazato si¢ nie do konca wtasciwe. W pdzniejszej pracy z tymi bakteriami wykazano,
ze znacznie lepsze efekty otrzymywano po wysianiu materiatdw metoda kolejnych rozcienczen,
ktéra to dawala mozliwo$¢ wyizolowania znacznie wigkszej liczby réznych pod wzgledem
morfologicznym kolonii, a co za tym idzie, nie pomijania tych, ktére wystepowaly w niewielkiej
ilo$ci w badanym materiale.

Kolejnej przyczyny takich wynikéw nalezy dopatrywac si¢ prawdopodobnie w fakcie, iz
bakterie nalezace do omawianego rodzaju, dominuja w skladzie naturalnej flory przewodu
pokarmowego noworodkow dopiero okoto sibdmego dnia zycia [110], a w niniejszym badaniu
materiaty byly pobierane od dzieci przewaznie w trzech pierwszych dobach zycia.

Tym niemniej podjeto probe okreslenia drog kolonizacji o§miu noworodkéw przez bakterie
z rodzaju Bifidobacterium. W tym celu rozpatrzono ré6zne mozliwosci drog kolonizacji dzieci: przez
kontakt bezposredni, droga pokarmowa oraz z niewiadomych zrédet. Zwrdcono tez uwage na
ewentualna kolonizacje matki przez dziecko oraz na brak kolonizacji dziecka florg matki. W celu
okreslenia drég kolonizacji o$miu badanych noworodkow przez szczepy bakterii  z rodzaju

Bifidobacterium, porownywano kazdorazowo 8 niezaleznych par matka - dziecko.
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Rozwazane drogi kolonizacji noworodkoéw przez szczepy Bifidobacterium:

1. Kolonizacja poprzez kontakt bezposredni
a) Przejscie przez kanal rodny: bakterie kolonizujace pochwe i izolowane z jamy ustne;j,

skory policzkdéw 1 smotki dziecka (materiaty pobrane w dniu narodzin).
b) Polozenie dziecka na brzuchu matki: bakterie kolonizujace skore klatki piersiowe;
matki i izolowane ze skory policzkow dziecka w dniu narodzin.

2.  Kolonizacja droga pokarmowa
a) Ze skory matki: bakterie kolonizujace skorg okolic okotosutkowych matki i izolowane

z jamy ustnej dziecka po jednodniowym karmieniu, ze smotki i katu noworodka.
b) Z mleka matki: bakterie obecne w mleku matki i izolowane z jamy ustnej dziecka po
jednodniowym karmieniu, ze smotki i kalu noworodka.

3.  Przeniesienie bakterii z dziecka na matke: bakterie kolonizujace jame ustng dziecka po
jednodniowym karmieniu i izolowane ze skory okolic okotosutkowych matki.

4. Kolonizacja dziecka z niewiadomych zrédel: bakterie kolonizujace dziecko nie wyizolowane
z materialbw pobranych od matki, izolowane ze skory twarzy dziecka, z jamy ustnej
oraz z kalu noworodkow.

5.  Brak kolonizacji dziecka flora matki: bakterie kolonizujace matke, a nie wyizolowane z

materiatlow pobranych od dziecka.

Na podstawie otrzymanych wynikow wykazano, ze kolonizacja noworodkoéw przez bakterie
z rodzaju Bifidobacterium odbywa si¢ miedzy innymi poprzez kontakt bezposredni z matka, a
mianowicie w czasie porodu przy przejsciu przez kanat rodny, a nastepnie droga pokarmowa bakterie
te przekazywane sg wraz z pokarmem matki.

Kolonizacj¢ pochwy przez bakterie zrodzaju Bifidobacterium wykazano u trzech (37,5%) na
osiem badanych matek. Z kolei, tylko u jednej pacjentki (12,5%) potwierdzono wyst¢powanie tych
bakterii w pokarmie. Zastanawiajacym jest fakt, iz u 7 na 8 badanych noworodkow wykazano
kolonizacje¢ przez szczepy Bifidobacterium, ktorych to nie udato si¢ wyizolowa¢ od  ich matek
(Bifidobacterium sp., B. bifidum, B. longum B. breve, B. cathenulatum,

B. adolescentis). By¢ moze jest to potwierdzeniem teorii, ktéora mowi o lokalnym $rodowiskowym
zrodle szczepdw Bifidobacterium obecnym w kazdym nowoczesnym szpitalu potozniczym [32].
Mozliwe, ze wykazana kolonizacja byta efektem zabiegéw opiekunczych personelu medycznego, z
ktorym dzieci miaty kontakt, a wyizolowane szczepy mogly pochodzi¢ od innych dzieci obecnych

wowczas na Oddziale.
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Tabela 4: Kolonizacja osmiu pacjentek i ich dzieci przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

Gatunek oznaczony przy wykorzystaniu metody PCR z zastosowaniem gatunkowo specyficznych starteréw.

MATKA DZIECKO
16-skéra z 11-mleko 21- jama
Numer | 10-skora 14- skora okolicy . 15-mleko | 12-pochwa 24-skora 25-skora J
. . . matki przed . 13-pochwa . ustna po
. | z okolicy okolicy miedzy- matki przed . twarzy twarzy 20- jama . .
pary: ; .7 | rozpoczg- o po peknieciu . . . jedno- 22- smotka 23- kat
okotosutko- klatki piersiowej . po peknigciem dziecka dziecka | ustna tuz po .
- . L ciem . pecherza . . . dniowym | noworodka | noworodka
matka wej przed piersiowej po .. | rozpoczgciu| pecherza w dniu w dniu porodzie Lo
. - . karmienia e ptodowego . . karmieniu
dziecko| porodem | po porodzie | rozpoczeciu (siara) karmienia | ptodowego narodzin wypisu piersia
karmienia
B. bifidum
9 Brak
1 B l{;;i'onbtsl;te materiatu
2 B.cathenu
-latum
3 Bifidobacte Brak Bifidobacte
-rium sp. materiatu -rium Sp
4 Brak B. bifidum
materiatu B. longum
Brak Bifidobacte-
5 materiatu Fium sp. B. breve
B. bifidum
B. adole
Bifidobacte Brak Brak N q
6 -rium sp. materiatu materiatu .-scentts B. bifidum
Bifidobacte
-rium sp.
B. adole
7 Slcazs -scentis
Brak Brak
8 materiatu materiatu B. longum




IV. UTWORZENIE KOLEKCJI SZCZEPOW Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

IV. 1. WPROWADZENIE

Mimo duzego rozpowszechnienia bakterii beztlenowych w organizmie cztowieka izolacja,
hodowla 1 identyfikacja bakterii nalezagcych do rodzaju Bifidobacterium jest skomplikowana i
czasochtonna, dlatego tez przeprowadzaja ja tylko nieliczne, wyspecjalizowane laboratoria
mikrobiologiczne.

W celu zapewnienia mozliwie najlepszych warunkéw, do prawidlowo przeprowadzonej
izolacji, powinny zosta¢ spetione nastepujgce warunki:

1. Pobieranie i przesylanie materialow musi odbywac si¢ w warunkach beztlenowych lub przy
ograniczonym dostepie tlenu.

2. Posiew powinien odbywac si¢ pod statg ostong gazu obojetnego, badz przy krotkotrwatym
wystawieniu na dziatanie powietrza.

3. Podloza uzywane do hodowli powinny by¢ $§wiezo przygotowane lub przechowywane
w warunkach beztlenowych.

4. Nalezy zastosowa¢ odpowiednia metodyke hodowli, ktéra powinna by¢ prowadzona
w mieszaninie gazéw obojetnych przy rownoczesnej kontroli warunkéw beztlenowych.

5. Izolacja pojedynczych kolonii musi by¢ wykonana przy jak najkrotszym wystawieniu na
dziatanie powietrza [128, 129].

Podczas sporzadzania nowych pozywek lub udoskonalania juz istniejagcych, wazne jest
zachowanie odpowiedniego sktadu i proporcji zwigzkoéw wymaganych do wzrostu Bifidobacterium,
uwzgledniajac w tym réwniez: potencjat  oksydo-redukcyjny, czynniki wzrostowe oraz
antybakteryjne substancje wstrzymujace namnazanie si¢ spokrewnionych gatunkow bakterii, m.in.:
Lactobacillus, Propionibacterium oraz Actinomyces [35].

Obecnie wcigz brakuje optymalnego podtoza, selektywnie namnazajacego gatunki bakterii
nalezace do omawianego rodzaju. Po raz pierwszy w 1956 roku Petuerly zaproponowat podtoze
hodowlane dla Bifidobacterium zawierajace laktoze, amoniak, cysteing, biotyn¢ oraz kwas
pantotenowy. Dwa lata pdzniej Gyllenberg i Carlberg wykazali, ze ryboflawina oraz zasady
kwas6w nukleinowych sa niezbednymi sktadnikami pokarmowymi dla niektérych gatunkéw
Bifidobacterium, potrzebnymi do ich prawidlowego wzrostu [35].

Rekomendowane podioza stuzace do namnazania bakterii z rodzaju Bifidobacterium to:
Schaedler Anaerobe Agar, Tomato-Juice Agar, MRS Agar (de Man, Rogosa, Sharpe), Beerens Agar,
Raffinose-Bifidobacterium (RB) Agar oraz bardzo bogate w sktadniki odzywcze sktadane podtoze
Glucose Liver Agar - BL [120, 127, 130, 131, 132].

Niestety, wymienione podioza nie sg selektywne dla rodzaju Bifidobacterium, w zwigzku z

czym nie s3 przydatne do jego wybiodrczej izolacji i namnazania. Na pozywkach tychrosna
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takze bakterie z rodzajow: Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus i Enterococcus, wynikiem
czego jest koniecznos¢ badania wszystkich typow morfologicznych kolonii obecnych na danej
ptytce, co znacznie wydtuza czas identyfikacji Bifidobacterium [2, 35].

Obecnie uwaza si¢, ze podtoze BL jest najbardziej optymalnym podlozem namnazajacym
bakterie z rodzaju Bifidobacterium. Zostato ono opisane po raz pierwszy przez Ochi i wsp. (1964),
nastgpnie przez Mitsuoka i wsp. (1965) i ostatecznie zmodyfikowane przez Teraguchi 1 wsp.
(1978) [120, 127].

Niedawno zaproponowanym podtozem hodowlanym dla bakterii z rodzaju Bifidobacterium
jest agar Wilkins-Chalgren zawierajacy w swoim sktadzie 100 mg/l mupirocyny. Podloze to ma
umozliwia¢ izolacje¢ i liczenie szczepdéw Bifidobacterium migdzy innymi z produktow mlecznych,
natomiast wzrost szczepow Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 1 Streptococcus jest
wstrzymywany przez dodany do pozywki antybiotyk [133].

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium hodowane w ptynnym podlozu rosng najczesciej] w
postaci jednorodnej zawiesiny lub w formie osadu na dnie proboéwki (Ryc. 2). Hodowane za$ na
podtozu stalym rosng przewaznie jako gladkie, wypukle kolonie, o regularnych brzegach, w

kolorze kremowym Iub biatym, czgsto polyskujace o delikatnej konsystencji (Ryc. 3) [2].

IV.2. MATERIALY I METODYKA

IV. 2. 1. Pobieranie i transport materialow

W ramach wspotpracy ze Szpitalem MSWiA w Krakowie (umowa nr 4POSF01299C z
Komitetu Badan Naukowych), majac na celu powickszenie tworzonej kolekcji, podjeto probe izolacji
szczepow Bifidobacterium z kalu zdrowych noworodkéw karmionych mlekiem matki. Kwalifikacji
dzieci dokonywat lekarz na podstawie oceny stanu zdrowia, wykluczajac te, ktére z powodu
infekcji poddano terapii antybiotykowe;.

Materialy umieszczane byly w probéwkach z podtozem transportowo-wzrostowym
»Anaeromedium T [BIOMED]. Skitad podioza zapewniat wiasciwe $rodowisko do przezycia
bakterii bezwzglednie beztlenowych w probkach katlu, ktorych transport nie trwal diuzej niz 10

godzin.

IV. 2. 2. Hodowla, izolacja i przechowywanie szczepow

W celu podniesienia skutecznos$ci izolacji bakterii z rodzaju Bifidobacterium, pobrane
materialy byly wysiewane przy pomocy metody kolejnych rozcienczen na stale, bardzo bogate w
sktadniki odzywcze podtoze sktadane Glucose Liver Agar - BL [127]. Wydluzono takze czas
inkubacji ptytek do 72 godz. w 37°C w warunkach $ci$le beztlenowych z wykorzystaniem

anaerostatow firmy bioM¢érieux z generatorami gazu H,+CO> firmy Linegal Chemicals GmbH.
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W celu oznaczenia przynaleznosci taksonomicznej wyizolowanych szczepoéw bakterii,
poddawano je klasyfikacji z wykorzystaniem metod fenotypowych lub genotypowych (patrz:
Rozdziat V).

Szczepy zaklasyfikowane do rodzaju Bifidobacterium przechowywano nastgpnie na
szklanych kulkach zawieszonych w ptynnym podtozu BL z dodatkiem 15% glicerolu w temp.

-70°C.

IV. 3. WYNIKI Z ICH OMOWIENIEM
Pomimo poczatkowych trudno$ci z hodowla, izolacja i identyfikacja bakterii nalezacych do
rodzaju Bifidobacterium, utworzono kolekcje liczaca 84 szczepy. Symbole poszczegoélnych

szczepOw, materiaty z ktorych zostaty wyizolowane oraz ich pochodzenie zebrano w jednej tabeli

(Tabela 5).

W sktad utworzonej kolekcji szczepow z rodzaju Bifidobacterium wchodzity:

1. Szczepy wzorcowe szeSciu gatunkow reprezentujacych rodzaj Bifidobacterium otrzymane
z niemieckiej kolekcji - DSMZ [Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, GmbH]:

e B. adolescentis DSMZ 20083 (Ryc. 4)
e B. animalis DSMZ 20104 (Ryc. 5)

e B. breve DSMZ 20213 (Ryc. 6)

e B. longum DSMZ 20219 (Ryc. 7)

e B. bifidum DSMZ 20456 (Ryc. 8)

o B gallinarum DSMZ 20670 (Ryc. 9)

2. Szczepy nalezace do kolekcji wtasnej Katedry Mikrobiologii CM UlJ.

3. Szczepy wyizolowane z materiatow pobranych od o$miu matek i ich dzieci (patrz: Rozdziat
III) z Oddziatu Ginekologiczno - Potozniczego Szpitala Klinicznego Ministerstwa Zdrowia
1 Administracji Kraju w Krakowie (wspolpraca nawigzana w ramach Projektu Nr
4PO5F01299C z Komitetem Badan Naukowych).

4. Szczepy wyizolowane z kalu zdrowych noworodkéw karmionych mlekiem matkiz
Oddziatu Ginekologiczno - Potozniczego Szpitala Klinicznego Ministerstwa Zdrowia i
Administracji Kraju w Krakowie (wspotpraca nawigzana w ramach projektu Nr

4POS5SF01299C z Komitetu Badan Naukowych).
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Tabela 5, cze$¢ 1: Pochodzenie szczepow bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium
wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji.

Nr| g dif;zc‘;‘e’ﬁum MATERIAL POCHODZENIE

1 20083 Liofilizat B. adolescentis Kolekcja DSMZ

2 20104 Liofilizat B. animalis Kolekcja DSMZ

3 20213 Liofilizat B. breve Kolekcja DSMZ

4 20219 Liofilizat B. longum Kolekcja DSMZ

5 20456 Liofilizat B. bifidum Kolekcja DSMZ

6 20670 Liofilizat B. gallinarum Kolekcja DSMZ

7 L III/5 Lactobif Kolekcja whasna Kat. Mikrob.CM
8 L I11/7 Lactobif Kolekcja whasna Kat. Mikrob.CM
9 LIV Lactobif Kolekcja wlasna Kat. Mikrob.CM
10 B/K Kal noworodka Kolekcja wtasna Kat. Mikrob.CM
11 40 B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
12 20B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
13 3/1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
14 33B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
15 7/4 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
16 2/3 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
17 39B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
18 13/E/2 Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
19 30 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
20 40 C Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
21 3 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
22 1/15/2 Mleko matki Szpital MSWiA Krakow
23 111/15/2 Mleko matki Szpital MSWiA Krakow
24 | 1II/23/5/a Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
25| 11/23/5/b Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
26 V/23/1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
27 V/23/4 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
28 11/23/2 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
29 KIK/1 Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
30 KIK/2 Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
31 KI1K/3 Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
32 K120 D Katl noworodka Szpital MSWiA Krakow
33 KI13/1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
34 KI6B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
35 KI1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
36 K127 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
37 K17 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
38 KI35D Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
39 K130C Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
40 KI57D Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
41 KI31 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
42 KI31 B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
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Tabela 5, cze$¢ 2: Pochodzenie szczepow bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium
wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji.

Nr | g diif;‘;‘:ﬁum MATERIAL POCHODZENIE

43 K133 C Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
44 Ki2 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
45 K129 E Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
46 K138 C Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
47 K113 D Kal noworodka Szpital MSWiA Krakow
43 KI39B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
49 K125 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
50 K136 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
51 K136 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
52 K126 B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
53 K130 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
54 K166 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
55 K123 E Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
56 Kl28a Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
57 KI1B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
58 Kl 63 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
59 K166 C Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
60 K136 B Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
61 K159 A Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
62 2/1 Kat noworodka Kolekcja wtasna Kat. Mikrob.CM
63 3/3 Kat noworodka Kolekcja wiasna Kat. Mikrob.CM
64 37 Wymaz ze skory twarzy dziecka Szpital MSWiA Krakow
65 9 Wymaz z jamy ustnej dziecka Szpital MSWiA Krakow
66 38a Wymaz ze skéry twarzy dziecka Szpital MSWiA Krakow
67 38b Wymaz ze skéry twarzy dziecka Szpital MSWiA Krakow
68 34 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
69 36 Smotka Szpital MSWiA Krakow
70 35 Wymaz z jamy ustnej dziecka Szpital MSWiA Krakow
71 13a Wymaz z jamy ustnej dziecka Szpital MSWiA Krakow
72 13b Wymaz z jamy ustnej dziecka Szpital MSWiA Krakow
73 39 Smolka Szpital MSWiA Krakow
74 40 Mleko matki Szpital MSWiA Krakow
75 24 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
76 8a Wymaz z jamy ustnej dziecka Szpital MSWiA Krakow
77 5 Wymaz z pochwy matki Szpital MSWiA Krakow
78 23 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
79 pK 1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
80 pK 3 Katl noworodka Szpital MSWiA Krakow
81 pK 5 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
82 KIM/1 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakoéw
83 K1 M/3 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
84 K1 M/5 Kat noworodka Szpital MSWiA Krakow
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Ryc 2: Przyktad wzrostu bakterii z rodzaju Bifidobacterium w ptynnym podtozu BL -
Glucose Liver [127].
Wazrost w postaci: 1 - osadu na dnie probowki, 2 - jednorodnej zawiesiny.

Ryec. 3: Przyktad wzrostu bakterii z rodzaju Bifidobacterium na statym podtozu BL -
Glucose Liver Agar [127].

Wazrost w postaci gltadkich, wypuktych kolonii, o regularnych brzegach, w kolorze
kremowym lub biatym, potyskujacych o delikatnej konsystencji.
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Ryc. 4 - 9: Obraz mikroskopowy szczepoéw wzorcowych reprezentujacych rodzaj

Bifidobacterium. 4 - B. adolescentis 20083 DSMZ, 5 - B. animalis 20104 DSMZ, 6 -
B. breve 20213 DSMZ, 7 - B. longum 20219 DSMZ, 8 - B. bifidum 20456 DSMZ, 9 - B.
gallinarum 20670 DSMZ.

Hodowla prowadzona przez 24 godziny w ptynnym podtozu BL - Glucose Liver [127].
Preparaty barwione wedtug metody Grama, ogladane pod immersja w mikroskopie
$wietlnym [Olympus].
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V. OKRESLANIE PRZYNALEZNOSCI RODZAJOWEJ I GATUNKOWEJ BAKTERII
7. RODZAJU BIFIDOBACTERIUM
V. 1. WPROWADZENIE

Identyfikacja bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium jest skomplikowana i
czasochlonna. Chociaz istnieje wiele metod wykorzystywanych w tym celu, opartych na badaniu
cechach fenotypowych, to wlasciwie tylko wyniki testow molekularnych wydaja si¢ by¢ naprawde
wiarygodne.

Najstarszg, a zarazem najbardziej kontrowersyjng metodg odrézniania bakterii nalezacych do
rodzaju Bifidobacterium z pos$rod innych bakterii beztlenowych zasiedlajacych przewod pokarmowy
cztowieka, jest metoda polegajaca na badaniu pH medium hodowlanego z namnozonym
w nim szczepem. Metoda ta zaktada, ze wartos¢ pH zalezy od rozktadu r6znych cukrow przez dane
mikroorganizmy i jest charakterystyczna dla okreslonego rodzaju bakterii [134].

Kluczowym enzymem biorgcym udziat w przemianach metabolicznych, charakterystycznym
dla catego rodzaju Bifidobacterium jest fruktozo-6-fosforano-fosfoketolaza (ang. Fructose-6-
Phosphate PhosphoKetolase - FOPPK). Test oparty na oznaczaniu obecnosci tego enzymu,
umozliwia zidentyfikowanie wszystkich bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium sposrod
innych bakterii beztlenowych. Wytworzenie si¢ fosforanu acetylu z fruktozo-6-fosforanu
przejawia si¢ pojawieniem czerwono-fioletowego barwnika (maksimum absorpcji 505nm), co
wskazuje na zajscie reakcji katalizowanej przez ten enzym [2, 6, 7, 41, 135, 136].

Kolejna metoda identyfikacji bakterii z rodzaju Bifidobacterium wykorzystuje
chromatografiec gazowa. Metoda ta stosowana jest do okreSlenia sktadu chemicznego oraz
metabolitow badanych mikroorganizméw, a nastepnie ich klasyfikacji. Jednakze, w przypadku
Bifidobacterium analiza metabolitow oraz wytwarzanych gazéw nie jest zbyt przydatna w
identyfikacji, poniewaz kwas mlekowy i octowy sa gldwnymi produktami koncowymi szlakow
metabolicznych wszystkich gatunkéw nalezacych do tego rodzaju [134].

W celu identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju Bifidobacterium mozna wykorzystac
metode¢ polegajaca na oznaczeniu wzoru elektroforetycznego biatek. Rozdziat ten przeprowadza sig
w zelu poliakrylamidowym. Czasteczki biatek poruszaja sie z predkoscia, zalezng gtéwnie od ich
masy, za§ droga, jaka przebywaja jest w okreslonym zakresie odwrotnie proporcjonalna do
logarytmu ich masy. Jednakze, korzystajac z tej metody, nalezy posiada¢ duza baze wynikow, z
ktoérymi to otrzymany wzor musi zosta¢ poréwnany [134, 137].

Obecnie na rynku brak jest stosunkowo prostych w wykonaniu, niedrogich, a

jednoczes$nie doktadnych testow, opartych na badaniu cech fenotypowych, stosowanych do
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identyfikacji bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Czgsto wykorzystywanymi w tym celu, nie zawsze
jednak z sukcesem, sg nastgpujace zestawy: Anaerobe ID Kit wchodzacy w sktad systemu BBL
Cristal Identification [Becton Dickinson], API 20A irapid ID 32A wchodzace  w skiad systemu
API [bioMérieux] [123, 138].

Identyfikacja bakterii prowadzona w oparciu o cechy genotypowe zwigzana jest
bezposrednio ze struktura ich aparatu genetycznego. Metody opierajace si¢ na analizie DNA
chromosomalnego lub plazmidowego, daja szybka i jednoznaczng identyfikacj¢ badanych szczepow.
Do metod genetycznych zaliczamy migdzy innymi: metod¢ PCR (ang. Polimerase Chain Reaction)
- reakcja tancuchowa polimerazy, hybrydyzacje, analiz¢ plazmidoéw, analize chromosomalnego
DNA, rybotypowanie, oraz metod¢ PFGE (ang. Pulsed Field Gel Electrophoresis) - elektroforeza w
zmiennym polu elektrycznym [139, 140, 141, 142].

Najbardziej uzyteczng metoda z zakresu biologii molekularnej wykorzystywana do
identyfikacji gatunkowej bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium jest opracowana w
potowie lat 80-tych metoda PCR [143, 144, 145, 146, 147, 148, 149]. Technika ta jest obecnie
najlepiej wystandaryzowang metoda, dzigki zastosowaniu gatunkowo specyficznych starterow,
komplementarnych do fragmentu mniejszej podjednostki rybosomu bakteryjnego 16S rRNA
kodujacego sekwencje o roznym stopniu zmiennosci. W celu jej przeprowadzenia nalezy najpierw
wyizolowa¢ badane DNA, a nastgpnie podda¢ go amplifikacji w obecnosci okreslonych starterow.
Metoda ta pozwala na powielenie dowolnej sekwencji DNA o dtugosci od kilkuset do kilku tysigcy
nukleotydow. Warunkiem przeprowadzenia tej syntezy jest znajomo$¢ sekwencji otaczajacej
powielany fragment, tak, aby mozna bylo syntetyzowa¢ komplementarne startery o dlugosci
ok. 20 nukleotydow. Kazdy cykl reakcji sktada si¢ z trzech etapdw: termicznej denaturacji
powielanego DNA (ok. 90°C), asocjacji starterow z matrycg (40-60°C) ipolimeryzacji
DNA (72°C). Wszystkie etapy zachodzg w jednej probdéwce, w ktorej znajdujg  si¢: matryca,
trifosforany nukleotydéw, nadmiar starterow oraz termostabilna polimeraza DNA. Wynik
odczytywany jest po przeprowadzeniu elektroforezy w zelu agarozowym, przez pordéwnanie
badanych probek z proba wzorcowg stanowigca kontrole pozytywng oraz z kontrolg negatywna.
Metoda PCR charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czutoscig i specyficznoscig oraz krotkim czasem
wykonania [89, 137, 150].

Kolejna metoda, ktora znalazta zastosowanie w identyfikacji Bifidobacterium jest metoda
hybrydyzacji. Technika ta zostata opracowana przez E. Southern’a w 1975 roku w celu identyfikacji
okreslonego fragmentu DNA [89, 137, 151].

Wyrézniamy dwa gltowne typy hybrydyzacji: hybrydyzacja na filtrach nylonowych Iub

nitrocelulozowych oraz hybrydyzacja in situ [89].
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Zespot Welling’a w 1995 roku jako pierwszy wykorzystal metode hybrydyzacji in situ, z
zastosowaniem sondy znakowanej fluorescencyjnie (ang. Fluorescent /n Situ Hybridization - FISH)
do identyfikacji rodzajowej Bifidobacterium [152].

Omawiana technika wykorzystuje zjawisko renaturacji kwasow nukleinowych, tj. lgczenia si¢
dwoch jednoniciowych komplementarnych tancuchéw w formy dwuniciowe tzw. hybrydy, w
ktorych to jedng ni¢ stanowi badany fragment DNA lub RNA, a drugg sonda molekularna 0
znanej sekwencji opatrzona znacznikiem [153].

Wyroéznia si¢ trzy cechy decydujace o uzytecznosci metody FISH:

1. Wysoka czulos¢ definiowana jako najkrotszy odcinek DNA mozliwy do detekcji (1-5 pz).

2. Wysoka rozdzielczo$¢ definiowana jako najmniejsza odlegto$¢ w tysigcach par zasad pomiedzy
dwoma identyfikowanymi odcinkami DNA, ktére moga by¢ zaobserwowane pod mikroskopem
(komorki metafazowe 1-3 Mb).

3. Mozliwos¢ rownoczesnej identyfikacji wielu roznych sond (do12) [154].

Technika FISH charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia i specyficznoscia. Obecnie ma ona coraz
wieksze zastosowanie w diagnostyce i identyfikacji mikrobiologicznej, co jest mozliwe, migdzy
innymi, dzigki: zastosowaniu sond oligonukleotydowych rodzajowo specyficznych,
komplementarnych do fragmentu mniejszej podjednostki rybosomu bakteryjnego 16S rRNA
kodujacego sekwencje o réoznym stopniu zmiennosci, a takze dzigki stosunkowo prostej analizie
wynikow przeprowadzanej przy zastosowaniu wysokiej klasy mikroskopow fluorescencyjnych,
kamer CCD rejestrujacych obraz widziany pod mikroskopem oraz komputera z odpowiednim
oprogramowaniem. Jednakze, nalezy pamietaé, ze hybrydyzacja in situ to metoda skomplikowana
i pracochtonna, a w zalezno$ci od rodzaju materiatu i sondy metodyka postepowania moze znaczne
si¢ r6zni¢ [137, 155].

Warto jeszcze wspomnie¢ o metodzie, ktora stuzy do okreSlania stopnia genetycznego
podobienstwa badanych szczepow. Metoda ta opiera si¢ na analizie polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych genomowego DNA, czyli tak zwanych RFLP (ang. Restriction Fragment
Length Polymorphism). W metodzie tej zawiesing bakterii unieruchamia si¢ w bloczkach
agarozowych, ktore po poddaniu lizie i odbiatczaniu, zatrzymuja chromosomalne DNA. Bloczki
agarozowe chroniag DNA przed fragmentacja oraz ulatwiajg manipulacj¢ na probkach. Nastgpnie
DNA zostaje strawione, za pomocg specyficznej dla danego rodzaju bakterii rzadko tnacej
endonukleazy restrykcyjnej, ktdra rozpoznaje dtugie sekwencje nukleotydowe i1 generuje fragmenty
restrykcyjne o réznej ruchliwosci elektroforetycznej. Tak przygotowane DNA w formie bloczka
umieszcza si¢ w dotkach zelu agarozowego, a nastgpnie rozdziela elektroforetycznie w zmiennym
polu elektrycznym PFGE (ang. Pulsed Field Gel Electrophoresis). PFGE umozliwia rozdziat DNA
od kilkuset do 10 mln par zasad. Technika ta,
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jest wysoce efektywna i charakteryzuje si¢ duzg powtarzalnoscig oraz czytelno$cia wynikow,

ktore otrzymuje si¢ w postaci tatwych do poréwnania wzoréw prazkowych [145, 156, 157].

V.2. MATERIALY I METODYKA

V. 2. 1. Bakterie

Szczepy ktore identyfikowano jako nalezace do Bifidobacterium pochodzily z wczesniej
przygotowanej puli szczepow izolowanych z r6znych materiatéw biologicznych, migdzy innymi z:
mleka matki, pochwy, smoétki oraz katu noworodkow. Szczepy te byly przechowywane na szklanych
kulkach w bulionie BL z dodatkiem 15% glicerolu w temp. -70°C. W celu ozywienia bakterii, szklane
kulki (4-5) z oplaszczonym na nich szczepem przenoszono do 2 ml ptynnego podtoza BL, a
nastgpnie inkubowano w 37°C przez 48 godz. w warunkach $cisle beztlenowych z wykorzystaniem

anaerostatow firmy bioMerieux z generatorami gazu H,+CO> firmy Linegal Chemicals GmbH.

V. 2. 2. Metody fenotypowe
a) Testy podstawowe

Badanie tolerancji na tlen

Hodowle ptynne wysiewano metodg redukcyjng na state podtoza BL - Glucose Liver Agar,
uzyskujac pojedyncze kolonie, ktore nastepnie izolowano na rdéznego typu podtoza réznicujace, w
tym na: podtoze BL uzywane do hodowli Bifidobacterium, podtoze Columbia Blood Agar stuzace
jako kontrola tlenowa, podloze Mac Conkey’a stosowane do hodowli bakterii z rodziny
Enterobacteriace oraz na podtoze MRS - de Man, Rogosa, Sharpe wykorzystywane w namnazaniu
bakterii z rodzaju Lactobacillus. Podtoza BL i MRS umieszczano w warunkach beztlenowych z
wykorzystaniem anaerostatow firmy bioMérieux z generatorami gazu H,+CO, firmy Linegal
Chemicals GmbH i inkubowano przez 24 godz. w 37°C. Podtoza Colombia Blood Agar oraz Mac

Conkey’a pozostawiano w warunkach tlenowych w 37°C przez 24 godz.

Barwienie metoda Grama

Bakterie charakteryzujace si¢ brakiem wzrostu w warunkach tlenowych oraz dobrze rosnace
na podtozu BL, poddawano nastgpnie ocenie morfologii pojedynczych komorek w preparatach
barwionych wedlug metody Grama. Preparaty ogladano w mikroskopie $wietlnym firmy Olympus,

stosujac obiektyw immersyjny o powiekszeniu 100x .
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Wzrost w 46°C

Kolejnym testem ktoremu byly poddawane szczepy podejrzewane o przynaleznos¢ do
rodzaju Bifidobacterium byl test wykazujacy obecnos$¢ lub brak wzrostu w 46°C. Wzrost w tych
warunkach termicznych jest charakterystyczny dla bakterii z rodzaju Lactobacillus, z ktérymi to
Bifidobacterium sg czesto mylone, natomiast nie obserwuje si¢ go w przypadku ludzkich szczepoéw
Bifidobacterium [6, 123, 138]. W celu przeprowadzenia tego testu poszczegdlne szczepy bakterii
wysiewano na stale podioze BL, ptytki umieszczano w warunkach beztlenowych w temp. 46°C

oraz jako kontrole w 37°C i inkubowano przez 72 godz.

Test na obecnos¢ katalazy

Badane szczepy zostaly nastepnie poddane testowi wykazujagcemu obecno$¢ lub brak enzymu
katalazy, ktorego to bakterie nalezace do rodzaju Bifidobacterium, izolowane z organizmu
cztowieka nie produkujg [123, 138]. W tym celu poszczegdlne szczepy bakterii posiewano na stale
podtoza BL i inkubowano w warunkach beztlenowych przez 24 godz. Nastgpnie przy pomocy
kalibrowanej ezy pobierano 10 pl poszczegdlnych szczepdéw 1zawieszanow 100 ul roztworu
15% H,0; z 1% Tween [Sigma]. Pojawienie si¢ babelkow powietrza bylo wynikiem reakcji katalazy
z H>O: 1 oznaczane bylo jako reakcja pozytywna, natomiast ich brak byl oznaczany jako reakcja

negatywna.

Test na wykrywanie fruktozo-6-fosforano-fosfoketolazy (F6PPK)

Test oparty na oznaczaniu obecno$ci enzymu fruktozo-6-fosforano-fosfoketolaza (ang.
Fructose-6-Phosphate-PhosphoKetolase - F6PPK), umozliwiat zidentyfikowanie wszystkich
szczepOw Bifidobacterium sposrod innych bakterii beztlenowych [2, 6, 7, 41, 123, 135, 136,

138].

Odczynniki

1. 0,05M bufor fosforanowy pH 6.5 z dodatkiem 500 mg/I cysteiny [LOBA]

2. Roztwoér zawierajacy 6 mg/ml NaF [POCH] i 10 mg/ml jodooctanu sodu lub potasu
[FLUKA]

3. Chlorowodorek hydroksylaminy [POCH] o stezeniu 13.9 g/100 ml wody, $wiezo

neutralizowany za pomocg NaOH [POCH] do pH 6.5

15% w/o roztwor kwasu trojchlorooctowego [POCH]

4M HCI [POCH]

5% roztwor w/o FeCls . 6H,O w 0,1M HC1 [POCH]

Roztwor fruktozo-6-fosforanu (s6l sodowa, 70% czystosci) [FLUKA] 80 mg/ml wody

Ptynne podtoze BL [127]

o =N R
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Przeprowadzenie testu

Komoérki bakteryjne uzyskane ze wzrostu w 10 ml bulionu BL przemywano dwukrotnie
buforem 1 i zawieszano w 1,0 ml tego samego buforu. Komodrki rozrywano ultradzwigkami przez
15 min. w 4°C przy uzyciu Ultrasonic Cleaner o mocy 310W [Polsonic]. W czasie dezintegracji
komorek unikano przegrzania probek, poniewaz ciepto moglo zinaktywowa¢ enzym F6PPK.
Nastepnie dodawano po 0,25 ml odczynnikow 2 1 7. Po 30 min. inkubacji w 37°C reakcje
zatrzymywano przez dodanie 1,5 ml odczynnika 3. Po 10 min. inkubacji w temp. pokojowej
dodawano po 1,0 ml odczynnikow 4 i 5. Na tym etapie mieszaning mozna byto pozostawi¢ w temp.
pokojowej przed koncowym dodaniem 1,0 ml odczynnika barwnego 6. Po dodaniu odczynnika
6 probowke mieszano przez odwracanie. Wytworzenie si¢ fosforanu acetylu z fruktozo-6-fosforanu
przejawialo si¢ pojawieniem czerwono-fioletowego barwnika z maksimum absorpcji przy
dtugosci fal 505 nm. Kazde natychmiastowe pojawienie si¢ czerwono-fioletowej barwy uwazane
byto za wynik dodatni. Probowka bez fruktozo-6-fosforanu shuzyta jako kontrola negatywna do
poréwnania zabarwienia. Kolor wzmagal si¢ z uptywem czasu, a czasteczki barwnika osiadaty na

dnie probowki.

b) Wystandaryzowane testy biochemiczne - profile fermentacyjne

Wiasciwosci biochemiczne badanych szczepow okreslono przy uzyciu specjalnych,
wystandaryzowanych zestawow. Uzyskane wyniki miaty postuzy¢ do identyfikacji gatunkowe;
badanych szczepow. W tym celu wykorzystano zestawy: API S0CH, API 20A, rapid ID 32A
[bioMérieux]| oraz Anaerobe ID Kit [Becton Dickinson]. Testy te przeprowadzano zgodnie z
zaleceniami producentow, a wyniki analizowano za pomoca komputerowych programéw,

przeznaczonych do klasyfikacji badanych bakterii, opracowanych przez poszczegdlne firmy.

Zestawy typu API

Z systemu APl przetestowano zestawy: APl 50CH z podtozem S50CHL (Ryc. 10), API
20A (Ryc. 11) oraz rapid ID32A (Ryc. 12) [bioMérieux]. Sktadaty si¢ one odpowiednio z 49,
20 oraz 29 mikroproboéwek zawierajacych odwodnione substraty o zdefiniowanej ilosci, ktore po
napelnieniu zawiesing bakterii i poddaniu inkubacji w warunkach beztlenowych przez okreslony
czas, obrazowaly zachodzace reakcje biochemiczne (fermentacja, asymilacja, oksydacja),
objawiajace si¢ zmiang zabarwienia substratow.

Poniewaz identyfikacja wykonana przy pomocy omawianych zestawéw w oparciu o
firmowe programy identyfikacyjne byla bardzo niezadawalajaca, skorzystano ze specjalnie
stworzonego przez Gavini i wsp. (2001) programu komputerowego ,,The numerical phenotypic
identification system” (Ryc. 13), umozliwiajacego identyfikacj¢ gatunkowa bakterii z rodzaju

Bifidobacterium. Program ten byt udostepniony przez Internet (http://kounou.lille.inra.fr) na
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specjalng prosbe skierowang do jego Autorow. Jego baza danych zostala stworzona w oparciu o
ponad 600 wynikéw z zestawdw API oraz w oparciu o ponad 400 wynikéw z hybrydyzacji DNA-
DNA. Chcac uzyskaé¢ wynik identyfikacji, nalezato kazdej z 78 badanych, w testach API 50CH oraz
rapid ID32A, reakcji nada¢ warto$¢ od zera, gdy brak bylo widocznej zmiany zabarwienia substratu
(badana reakcja nie zaszla), do trzech, gdy zmiana ta byta wyraznie widoczna (badana reakcja zaszla
w sposOb catkowity). Nastepnie program ten sumowat wszystkie czgstkowe wyniki razem i
umozliwiat identyfikacj¢ gatunkowa badanego szczepu, okre§lajac przy tym stopien
prawdopodobienstwa z jakim zostala ona wykonana. Identyfikacja mieszczaca si¢ w przedziale
wartosci od 0,990 do 1 uznawana byta za bardzo dobra. Natomiast wyniki nizsze od 0,990 uznawano
za watpliwe [123].

Skala wynikdw:

0 - brak reakcji; brak jakiejkolwiek zmiany zabarwienia badanej mikroprobowki 1

- minimalna reakcja; niewielka zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki

2 - czastkowa reakcja; niecatkowita zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki

3 - pelna reakcja; wyrazna i jednoznaczna zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki

System BBL Cristal Identification

Kolejnym zestawem wykorzystanym do identyfikacji Bifidobacterium, byt Anaerobe ID Kit
(Ryc. 14) wchodzacy w sktad systemu BBL Cristal Identification [Becton Dickinson]. Zestaw ten
opierat si¢ na zminiaturyzowanych i wystandaryzowanych prébach biochemicznych, w ktérych to
przemianom podlegato 29  fluorogennych  oraz chromatogennych substratow. W celu
przeprowadzenia identyfikacji, poszczegdlne mikroprobowki napeiniano zawiesing bakterii 1
inkubowano 4 godz. w warunkach beztlenowych w 37°C. Wyniki badanych reakcji (fermentacja,
oksydacja, degradacja, hydroliza), w ktérych wykorzystane byty fluorogenne substraty, oceniano w
oparciu o obecno$¢ lub brak fluorescencji, obserwowanej przy uzyciu §wiatta UV. Natomiast zaj$cie
reakcji z chromogennymi substratami objawiato si¢ zmiang ich zabarwienia. Wyniki poszczegdlnych
reakcji oznaczano znakami (+) i (-), gdzie (+) oznaczal wynik pozytywny, gdy zaszta dana reakcja,
za$ (-) wynik negatywny, gdy badana reakcja nie zaszta. Nastepnie wyniki analizowano za pomoca
specjalnego programu komputerowego

,Cristal” opracowanego przez firm¢ Becton Dickinson.

V. 2. 3. Metody genotypowe

a) Identyfikacja bakterii z rodzaju Bifidobacterium za pomoca metody PCR
a. 1) Izolacja genomowego DNA

a. 1. 1) Izolacja DNA przy uzyciu mikrokolumienek
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Zestaw przeznaczony do izolacji genomowego DNA [DNA Gdansk II] wykorzystywat
zdolno$¢ wigzania si¢ DNA do zt6z krzemionkowych w wysokich stezeniach soli chaotropowych.
Komoérki bakteryjne zostaty poddane lizie i1 degradacji wszystkich bialek w odpowiednim
buforze lizujacym, zawierajagcym sole chaotropowe 1 detergenty niejonowe (bufor LT) oraz w
obecnosci proteinazy K. Nastepnie mieszaning naktadano na mikrokolumng ze specjalnym ztozem
krzemionkowym. DNA przechodzace przez ztoze osiadato na nim, podczas gdy zanieczyszczenia
przechodzity nie ulegajac zwigzaniu. Po wyptukaniu z kolumny resztek zanieczyszczen, oczyszczone

DNA wymywano niskojonowymi buforami.

Protokét izolacji genomowego DNA przy uzyciu mikrokolumienek

1. Do probéwki 1.5 ml pobierano 1 ml odpowiedniej hodowli bakteryjnej uprzednio
namnozonej w 3ml ptynnego podtoza BL przez 48 godz. w warunkach $cisle beztlenowych.
Hodowle wirowano (5 min., 10000 rpm), usuwano supernatant, a osad dokladnie zawieszano
w 100 pl buforu TE.

Dodawano 10 pl roztworu lizozymu o stezeniu 1 mg/ml i inkubowano 10 min. w temp. 37°C.
Dodawano 200 pl uniwersalnego buforu lizujacego LT oraz 20 pl roztworu proteinazy K.
Calos¢ mieszano, a nast¢gpnie inkubowano 20 min. w temp. 37°C.

Przenoszono probke do 75°C i inkubowano 5 min.

Probke intensywnie mieszano 20 sek., a nastepnie wirowano 3 min. przy 1200 rpm.
Pobierano supernatant i nanoszono na mikrokolumne do oczyszczania genomowego DNA.

Wirowano przez 1 min. przy 1200 rpm.

Y ® N kWD

Zlewano przesacz i dodawano do kolumny 500 pl roztworu pluczacego Al.

—
(=)

. Wirowano przez 1 min. przy 1200 rpm.

—
—

. Zlewano przesacz i dodawano do kolumny 300 ul roztworu ptuczacego Al.

—
N

. Wirowano przez 2 min. przy 1200 rpm.

—_—
W

. Osuszano mikrokolumng, a nast¢pnie umieszczano w nowej probowce 1.5 ml i dodawano
200 ul buforu Tris uprzednio ogrzanego do temp. 75°C.

14. Inkubowano probke przez 5 min. w temperaturze pokojowe;.

15. Wirowano probke przez 1 min. przy 1200 rpm.

16. Minikolumng usuwano, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w probowce przechowywano

w 4°C do czasu dalszych analiz.

Odczynniki
1. Bufor TE [DNA Gdansk II]
2. Lizozym [DNA Gdansk II]

3. Uniwersalny bufor lizujacy LT [DNA Gdansk 1]
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4. Proteinaza K [DNA Gdansk II]
5. Roztwér pluczacy Al [DNA Gdansk 1]
6. Bufor Tris [DNA Gdansk II]

Oznaczenie wyizolowanego DNA

W celu sprawdzenia, czy izolacja DNA zostala wykonana prawidtowo przeprowadzano
elektroforez¢ z wykorzystaniem 1% zelu agarozowego z dodatkiem bromku etydyny oraz 0.5x
stezonego buforu TBE. Do kazdej z rynienek naktadano po 7 pl wyizolowanego wczesniej DNA w
potaczeniu z 3 pul buforu obcigzajacego, w sktad ktdrego wchodzit biekit bromofenolowy (0,25g/ml)
oraz sacharoza (40%). Elektroforezg przeprowadzano 1.5 godz. przy napigciu 80V.

Obraz przeprowadzonej elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu Gel Doc 2000 firmy
BIO RAD, obejmujacego transluminator UV, kamer¢ do =zbierania obrazu oraz program
komputerowy ,,Quantity One”. Obecno$¢ pragzka DNA genomowego na wysokosci ok. 20 tysigcy
par zasad wskazywala na prawidlowsg izolacje DNA z danej probki (Ryc. 15).

Odczynniki

1. Agaroza [SERVA]

2. Bromek etydyny 10 mg/ml [BIO RAD]

3. Bufor TBE (Tris Borad Acid EDTA) 10x stezony [BIO RAD]
4. Blekit bromofenolowy [SERVA]

5. Sacharoza [SERVA]

6. Marker wielkosci A/HinDIII [Roche]

&

. 1. 2) Izolacja genomowego DNA wedlug Gevers’a
Szczepy Bifidobacterium, ktorych DNA nie udalo si¢ wyizolowac przy uzyciu metody
kolumienkowej poddano izolacji DNA metodg wedtug Gevers’a [158].

Protokél izolacji genomowego DNA wedlug Gevers’a

1. Badany szczep namnazano w 10 ml podtoza BL i hodowano do fazy logarytmicznego
wzrostu: ODggo = 0.5 - 1.0, przez 18-24 godz.

2. Hodowle wirowano (3000xg, 10 min, 4°C), a nastepnie osad zamrazano w -20°C na co
najmniej 1 godz.

3. Rozmrazano osad, a nast¢pnie przeptukiwano go 1 ml buforu TES i zawieszano w 300 pl
buforu STET.

4. Dodawano 75 ul buforu do lizy (TES z dodatkiem mutanolizyny 1330 U/ml i lizozymu

40 mg/ml) i inkubowano zawiesing w 37°C przez 1 godz.
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5. Dodawano 40 pl podgrzanego (37°C) 20% SDS w buforze TE i 5-7 szklanych kulek.

6. Probke mieszano przez 60 sek., a nastepnie inkubowano w 37°C przez 10 min., po czym
w 60°C przez 10 min.

7. Dodawano 100 ul buforu TE i ekstrahowano lizat 1 obje¢to$cig mieszaniny fenol/chloroform
/alkohol izoamylowy (49:49:1).

8. Fazy rozdzielano przez wirowanie (18000xg, 5 min.) przy uzyciu probowek Phase Lock Gel
Eppendorf [Eppendorf].

9. Faz¢ wodna ostroznie mieszano z 70 pul 5M NaCl i 1ml izopropanolu, a nastgpnie
precypitowano DNA na lodzie przez co najmniej 15 min.

10. Osad odwirowywano (20000xg, 30 minut, 4°C) i przeptukiwano zimnym 70% etanolem.

11. Osad DNA suszono i zawieszano w 100 pl buforu TE z dodatkiem RNA-zy (10 mg/ml),
a nastgpnie inkubowano roztwor 10 min. w 37°C. Wyizolowane DNA przechowywano

w 4°C do dalszych analiz.

Bufory
Bufor TES: pH = 8.0 Bufor STET: pH=8.0  Bufor TE: pH=28.0
6.7% sacharoza 8% sacharoza 10 mM Tris-HCl
50 mM Tris-HCL 5% Triton X-100 1 mM EDTA
1 mM EDTA 50 mM Tris-HCI
50 mM EDTA
Odczynniki

1. Mutanolizyna [Sigma]
2. Lizozym [Sigma]
3. SDS[SERVA]

4. Fenol/chloroform/alkohol izoamylowy [Sigma]
5. Izopropanol [Sigma]

6. Etanol [Polmos]

7. RNA-za [Sigma]

8. Sacharoza [SERVA]

9. Tris-HCI [SERVA]

10. EDTA [Sigma]

11. Triton X-100 [Sigma]
Oznaczenie ilosci wyizolowanego DNA

Ilos¢ DNA byta mierzona na spektrofotometrze UV/VIS firmy Jasco w zakresie fal 240-

300 nm. Jako wynik, uzyskany przy pomocy programu ,Spectra Manager” firmy Jasco,
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otrzymywano krzywa przedstawiajacg zalezno$¢ absorbancji od dlugosci fali (Ryc. 16). Metoda ta
pozwalata na oznaczenie ilosci DNA, przeliczajac ja z najwyzszej wartosci OD mierzonej przy
dhugosci fali 260 nm.

W celu oznaczenia ilosci wyizolowanego DNA skorzystano z wartosci dla jednej jednostki
absorbancji przy dlugosci fali 260 nm wynoszacej 50 pg/ml DNA.

Przyktadowe wyliczenie (dla szczepu B. longum 20219 DSMZZ):
1 Aseo - 50 pg/ml DNA
0.53 Azso - X ug/ml DNA x
=26.5 pg/ml DNA

Poniewaz badana prébka byta 100x rozcienczana w celu dokonania pomiaru absorbancji, to
ostateczna ilos¢ DNA w analizowanym przypadku wynosita 2,6 mg/ml. Do dalszych procedur PCR

stosowano DNA o stezeniu 50 ng/ml.

Oznaczenie czystosci wyizolowanego DNA

Czystos¢ DNA badanej probki wyznaczano ze stosunku absorbancji mierzonej przy
dhugosci fali 260 i 280 nm, wykorzystujac nastepujgcg zalezno$é: A260/A280 € 1.8

Dla czystego DNA przyjeto, ze stosunek tych warto$ci powinien by¢ wigkszy lub rowny

1.8. Jesli byt on mniejszy od wartosci 1.8, to wyizolowane DNA posiadato zanieczyszczenia.

a. 2) Amplifikacja PCR
Reakcja amplifikacji DNA zostata przeprowadzona wedtug metody Matsuki 1 wsp. [147,

148, 149] z uwzglednieniem witasnej modyfikac;ji.

Gatunkowo specyficzne startery

Gatunkowo specyficzne startery [TIB MOLBIOL] komplementarne do podjednostki 16S
rRNA dla szeéciu wybranych gatunkow Bifidobacterium uzywane do identyfikacji metodag PCR
zostaly wybrane na podstawie publikacji Matsuki i wsp. [147, 148, 149] (Tabela 6).

Mieszanina reakcyjna

1. Bufor reakcyjny Delta 2 [DNA Gdansk II] zawierajacy: 10 mM TRIS-HCL pH 8.8 w temp.
25°C, 50 mM KCL, 0.1% Triton X-100, 2 mM MgCl,.

2. Kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) w stezeniu
200 uM [DNA Gdansk IT].

3. Odpowiednie startery specyficzne dla danego gatunku w stezeniu 1uM na probke (Tabela 6)
[TIB MOLBIOL].

4. Termostabilna polimeraza DNA Tag Delta 2 w stezeniu 0.9U [DNA Gdansk II].

5. Prébka odpowiedniego DNA, ktora w kontroli negatywnej byla zastepowana woda
destylowana.
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Program amplifikacji

Reakcje amplifikacji przeprowadzano przy uzyciu termocyklera PTC-200 firmy MJ
Reasearch. Program sktadat si¢ z jednego cyklu trwajgcego 5 min. w 94°C, nastgpnie z 35 cykli
przeprowadzanych kolejno w 94°C przez 20 sek., w 55°C przez 20 sek. i w 72°C przez 30 sek. oraz
ostatecznie z jednego cyklu w 72°C trwajacego 5 min. [147, 148, 149].

Tabela 6: Gatunkowo specyficzne startery komplementarne do podjednostki 16S rRNA dla szesciu
gatunkow Bifidobacterium, najczesciej kolonizujacych przewdd pokarmowy cztowieka [147, 148,
149].

Starter Sekwencja Gatunek Wielkos¢
B%ADO-I 5’-CTCCAGTTGGATGCATGTC-3’ B. adolescentis 19 pz
BiADO-2 5’-CGAAGGCTTGCTCCCAGT-3’ ' 18 pz
B@INF-I 5’-TTCCAGTTGATCGCATGGTC-3’ B. infantis 20 pz
BiINF-2 5’-GGAAACCCCATCTCTGGGAT-3’ ) 20 pz
B@BIF-I 5’-CCACATGATCGCATGTGATTG-3’ B. bifidum 21 pz
BiBIF-2 5’-CCGAAGGCTTGCTCCCAAA-3’ ) 19 pz
BiCATg-1 5’-CGGATGCTCCGACTCCT-3’ B. catenulatum |17 pz
BiCATg-2 5’-CGAAGGCTTGCTCCCGAT-3’ (grupa) 18 pz
BiBRE-1 5’-CCGGATGCTCCATCACAC-3’ B breve 18 pz
BiBRE-2 5’-ACAAAGTGCCTTGCTCCCT-3’ ' 19 pz
B@LON—I 5’-TTCCAGTTGATCGCATGGTC-3’ B. longum 20 pz
BiLON-2 5’-GGGAAGCCGTATCTCTACGA-3’ ' 20 pz

Oznaczenie otrzymanego produktu

Produkty amplifikacji byly oznaczane przy wykorzystaniu elektroforezy w 1% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny, przeprowadzonej w 0.5x stezonym buforze TBE. Do
kazdej z rynienek naktadano po 7ul produktu PCR w potaczeniu z 3ul buforu obcigzajacego, w
sktad ktorego wchodzit biekit bromofenolowy (0.25g) oraz sacharoza (40%). Elektroforeze
przeprowadzano przy napigciu 80 V przez 1.5 godz.

Obraz przeprowadzonego rozdzialu ogladano przy uzyciu systemu Gel Doc 2000 firmy BIO
RAD, obejmujacego transluminator UV, kamer¢ do zbierania obrazu oraz program komputerowy
»Quantity One”. Obecnos¢ produktu PCR o odpowiedniej wielkos$ci par zasad byta uznawana z

wynik pozytywny przeprowadzonej reakcji.

Odczynniki

1. Agaroza [SERVA]

2. Bromek etydyny 10 mg/ml [BIO RAD]

3. Bufor TBE (Tris Borad Acid EDTA) 10x stezony [BIO RAD]

4. Biekit bromofenolowy [SERVA]

5. Sacharoza [SERVA]

6. Markery wielkosci: 100-500 pz, 100-1000 pz [DNA Gdansk 1I]
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b) Identyfikacja bakterii z rodzaju Bifidobacterium za pomoca fluorescencyjnej

hybrydyzacji in situ (FISH)

Przygotowanie odczynnikéw do hybrydyzacji
Bufory wykorzystywane do metody FISH przygotowywano zawsze na $wiezo, przed
wykonaniem danej identyfikacji. W celu wyjalowienia filtrowano je przez saczki o $rednicy porow

0.22 pm [Millipore].

Sondy do FISH

Do identyfikacji eubakterii wykorzystano sond¢ EUB 338 (5’GCT GCC TCC CGT AGG
AGT ’3) [OliGold] znakowang na koncach 5’ i 3” barwnikiem fluorescencyjnym FITC [159, 160].
Do identyfikacji bakterii z rodzaju Bifidobacterium, wykorzystano rodzajowo-specyficzng sondg Bif
164 komplementarng do fragmentu podjednostki 16S rRNA (5’CAT CCG GCA TTA CCA CCC’3)
[OliGold], znakowang na koncach 5’ 1 3’ barwnikiem fluorescencyjnym Cy3 [152, 159, 161, 162].

Protokol przeprowadzenia hybrydyzacji

Procedure hybrydyzacji przygotowano w oparciu o metode zespotu Welling’a [152, 159,
161, 162], uwzgledniajac wlasng modyfikacje. Pracowano pod komora sterylnego przeplywu
,,Bio air” [Aura-VF72].

Etapy hybrydyzacji

1. Na szkietko do hybrydyzacji SuperFrost®Plus [Menzel - Glaser] naktadano badang probke,
a nastepnie suszono w 37°C przez 20 min.

2. Material utrwalano 4% paraformaldehydem przez 15 min. w 4°C.

3. Preparat trzykrotnie delikatnie ptukano jatowym PBS.

4. Utrwalano 96% alkoholem metylowym przez 10 min. w -20°C (na tym etapie preparaty
mozna bylo przechowywac przez pewien czas w temperaturze -20°C).

5. Preparat trzykrotnie delikatnie ptukano wodg redestylowana.

6. Na preparat nanoszono 100 pl roztworu lizozymu (1mg/l) i inkubowano 10 min. w 37°C.

7. 5 pl sondy Bif 164 (rozcienczonej 20x) mieszano z 5 pl sondy EUB 338 (rozcienczonej 20x)
oraz z 40 pl buforu do hybrydyzacji, uprzednio ogrzanego do 50°C. Tak przygotowany
roztwor nanoszono na badany preparat i przykrywano szkietkiem nakrywkowym.

8. Preparaty inkubowano 3 godz. w 50°C w wilgotnej komorze ostonigtej folig aluminiows.

9. Preparat ptukano trzykrotnie buforem pluczacym i barwiono DAPI (5 ul barwnika w 45 pl

wody redestylowanej) w temperaturze pokojowej przez 2-3 min .
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10. Po uplywie tego czasu preparat ptukano trzykrotnie woda redestylowang i suszono w 37°C w
ciemnosci.
Preparaty ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym pod immersjg wykorzystujac sprzet do
wizualizacji FISH [Olympus]: lampa UV, mikroskop z obiektywem immersyjnym, kamera F-
View, zestaw filtrow oraz urzadzenie do ich zmiany. Zdjecia wykonywano przy pomocy kamery

CCD i komputera ze specjalnym oprogramowaniem do analizy obrazu ,,AnalySis” [Soft Imaging].

FISH - modyfikacja iloSciowa metody

1. 0.5g swiezego katu (przechowywanego do 24 godz. w 4°C) doktadnie homogenizowano
w 4.5 ml PBS z 4-5 szklanymi kulkami przez 1 min.

Calos¢ miszano przez 3 min.

Probke wirowano przez 1 min. przy 1000 rpm.

1 ml supernatantu mieszano z 3 ml 4% paraformaldehydu.

Calo$¢ inkubowano przez 20 min. - uzyskiwano zawiesing wyjsciowa.

Jesli spodziewano si¢ duzej liczby bakterii to zawiesing rozcienczano 40x w PBS.

N v kWD

Na szkietko do hybrydyzacji SuperFrost®Plus [Menzel-Glaser] naktadano po 10 ul badanej

probki, na powierzchnie 1 cm? i suszono w 37°C przez 20 min.

8. Nastepnie przeprowadzano catg procedure hybrydyzacji wedtug protokotu zamieszczonego
powyzej, rozpoczynajgc od punktu nr 3.

9. Liczbg bakterii zliczano w 20 losowo wybranych polach widzenia, a nastepnie usredniano

wynik, uzyskujac wartos¢ ,,b”. Liczbg bakterii w odwazonej probce wyliczano ze wzoru:

Lb=bx 100 x 17217 x 120 x 16.67, a nastepnie przeliczano na 1 gram katu.

Bufory i odczynniki
1. Bufor hybrydyzacyjny 2. 3 x PBS bufor (100 ml) pH 7.4
20 mM Tris HCI pH 7.2 [SIGMA] 2.4 g NaCl[POCH]
0.9 M NaCl [SERVA] 0.06 g KC1[POCH]
0.1 % SDS [SERVA] 0.432 g Na » HPO4 2H ; O [POCH]
0.072 g KH » PO4 [POCH]
3. PBS bufor (11) pH 7.4 4. 4% paraformaldehyd (50 ml) pH 7.2
8 g NaCl [POCH] 2 g paraformaldehydu [POCH]
0.2 g KCI [POCH] 100 pl 1M NaOH [SIGMA]
1.44 g Na  HPO4, 2H > O [POCH] 100 ul 1 M HCI [POCH]
0.24 g KH ; PO4 [POCH] 16.6 ml 3xPBS [POCH]
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5. Bufor ptuczacy
20 mM Tris HC1 pH 7.2 [SIGMA]
0.9 M NaCl [SERVA]

V. 3. WYNIKI WRAZ Z ICH OMOWIENIEM

V. 3. 1. Metody fenotypowe

Po przeprowadzeniu podstawowych testow stuzacych do wstepnej identyfikacji bakterii z
rodzaju Bifidobacterium, do dalszej identyfikacji wybrano te szczepy bakterii, ktore rosty jedynie
w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C. W preparacie wykonanym wedlug metody Grama
barwily si¢ one Gram-dodatnio lub Gram-chwiejnie. Pod wzgledem morfologii byty to zgrubiate
laseczki wystepujace w roznych pleomorficznych formach, czesto rozdgte na koncach i
przypominajace swym ksztattem litery X, Y 1 V. Wybrane szczepy nie posiadaty aktywnej katalazy
oznaczanej w obecnosci H.O», wykazywaty natomiast aktywno$¢ enzymu fruktozo-6-fosforano
fosfoketolazy.

Dalsza identyfikacje¢ prowadzono wykorzystujac wystandaryzowane zestawy oparte na
reakcjach biochemicznych: API S0CH, API 20A, rapid ID32A [bioMérieux] oraz Anaerobe ID Kit
[Becton Dickinson]. W celu sprawdzenia ich przydatnosci do identyfikacji bakterii z
rodzaju Bifidobacterium, poddano im kilkanascie losowo wybranych szczepoéw pochodzacych z
utworzonej kolekcji. Wybrane szczepy roznity sie¢ pomiedzy sobg morfologia kolonii oraz ksztaltem
i wielkos$cig pojedynczych komorek. Jako wynik spodziewano si¢ otrzymac przyporzadkowanie
badanych szczepoéw do poszczegbdlnych gatunkdéw Bifidobacterium.

Przy pomocy zestawu API S0CH (Ryc.10) nie udato si¢ przeprowadzi¢ ani gatunkowe;j, ani
nawet rodzajowej identyfikacji badanych szczepow. Zestaw API 20A (Ryc. 11) wykorzystywany
powszechnie do identyfikacji bakterii beztlenowych okazal si¢ mato przydatny w identyfikacji
bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium, co przedstawiono w tabeli numer 7. Czesto
szczepy o znanej taksonomii byty blednie klasyfikowane. W niektérych przypadkach nie udato sig¢
potwierdzi¢ ich przynalezno$ci rodzajowej lub prawdopodobienstwo takiej klasyfikacji byto bardzo
mate. Z kolei zestaw rapid ID 32A (Ryc. 12) klasyfikowatl badane szczepy do rodzaju
Bifidobacterium nie dawal jednak wiarygodnej identyfikacji gatunkowe;.

Niemniej jednak, wyniki z powyzszych testow znalazly swoje zastosowanie. Postuzyly one
do identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju Bifidobacterium przeprowadzonej przy pomocy
programu komputerowego ,,The numerical phenotypic identification system” dostepnego przez
Internet (http://kounou.lille.inra.fr) (Ryc. 13). Program ten sumowat wszystkie czastkowe wyniki

uzyskane z zestawoOw API S50CH (Tabela 8) oraz rapid ID 32A (Tabela 9) 1 umozliwiat

identyfikacje¢ gatunkowg badanych szczepow Bifidobacterium, okreslajac przy tym
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stopien prawdopodobienstwa z jakim zostala ona wykonana. Wynik mieszczacy si¢ w przedziale
wartosci od 0,990 do 1,000 byt uznawany za bardzo dobry. Wyniki otrzymane dla szesciu szczepéw
wzorcowych potwierdzity ich przynalezno$¢ gatunkowg z prawdopodobienstwem rzgdu 0,990 -
0,999. Metoda ta, wydaje si¢ wiec godna polecenia, gdyz przy jej pomocy otrzymano wiarygodne i
powtarzalne wyniki. Nalezy jednak pamigtac, Ze jest to metoda bardzo czaso- i pracochtonna oraz
kosztowna, a poza tym istniejg duze problemy w polgczeniu si¢ z wymaganym programem,
ktorego praca czesto jest przerywana i ktoéry jest udostepniany jedynie na specjalng prosbe
skierowang do jego Autorow.

Kolejnym z przetestowanych zestawow byt Anaerobe ID Kit (Ryc. 14) wchodzacy w
sktad systemu BBL Cristal Identification [Becton Dickinson]. W zamieszczonej tabeli numer 10
przedstawiono uzyskane wyniki dla trzech przyktadowych szczepow, na podstawie ktorych widac,
ze przeprowadzony test przyporzadkowuje jedynie badane szczepy do rodzaju Bifidobacterium, nie

daje natomiast ich wiarygodnej identyfikacji gatunkowe;.

Tabela 7: Identyfikacja przyktadowych szczepodw Bifidobacterium uzyskana przy pomocy zestawu
API 20A [bioM¢érieux].

Szczepy Bifidobacterium o znanej taksonomi

Nr Substrat K1 3/1 - B. infantis | K1 57D-B. bifidum | 33 B - B. longum
21 Tryptofan - - -
2 Ureaza - - -
3 Glukoza + + +
4 Mannitol + + -
15 Laktoza + + +
:é 6 Sacharoza + + -
2|7 Maltoza + + +
.é 8 Salicyna + + -
< § 9 Ksyloza + + -
8 g 10 Arabinoza + + +
E s |11 Zelatyna - - -
< S 112 Eskulina + - R
2113 Glicerol + - -
Eﬁ 14 Cellobioza + - -
"('; 15 Mannoza + + +
~ 116 Melezitoza + + -
17 Raffinoza + + +
18 Sorbitol + - -
19 Ramnoza + - -
20 Trehaloza + - -

BiﬁdObg‘gcgeoZ”m a B. adolescentis L}le C}Zl;ii;lrlss
WYNIK TESTU Actinom);ces israeli . 99,9% 84,8% .
3.4% B. adolescentis
’ 15,2%
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Tabela 8: Wyniki uzyskane z testu API 50 CH [bioM¢érieux] dla szeSciu wzorcowych szczepodw
Bifidobacterium, wykorzystane do identyfikacji przeprowadzanej przy pomocy programu
komputerowego ,,The numerical phenotypic identification system” dost¢pnego przez Internet
(http://kounou.lille.inra.fr).

Badane szczepy Bifidobacterium

Nr Substrat B.adolescentis | B.animalis B.breve B.longum B.bifidum B.gallinarum
DSMZ 20083 | DSMZ 20104 | DSMZ 20213 | DSMZ 20219 | DSMZ 20456 | DSMZ 20670
0 Kontrola 0
1 Glicerol
2 Erytritol
3 D-arabinoza
4 L-arabinoza
5 Ryboza
6 D-ksyloza
7 L-ksyloza
8 Adonitol
9 B -metylo-D-ksylozyd
10 Galaktoza
11 D-glukoza
12 D-fruktoza
13 D-mannoza
14 L-sorboza
15 Ramnoza
16 Dulcytol
17 Inozytol
18 Mannitol
19 Sorbitol

20 a-metylo-D-mannozyd
21 a-metylo-D-glukozyd

22 N-acetyl -glukozamina

OO —| OO O O O O | O O O O| W O O| S| S| DI W3 W = B W LI | O W O| W O O| O O O O 9| W| W O| O| O O| O S| O] S| ©

OO O OO O O O O —| O O O O W O O O W3 W W W] O —| W O O O| —| O O O O O O O O 19| W W O| O| O W W W O O O| O
— O O O O O S| O = 9| | Of W W W O O O W] W3 | LI L[ W LI NI | B[ | O W3] W] O O O | W] WI| W W O O O] O W O| O O S| O
N O O O O O O O| O O O| O O O| —| —| O O = —| O | O O —=| O O O —| O] O O O O O SO —| D9 19 —| O O O —| —| 19| O O S| O
| O O O O O O O O O —| O O O O O O| O O —=| = = | O O O O O O | O] O O O O O O O W W —| O O O O —| O] O O S| S
OO OO OO O O O O] O O S| W O O O| W] W S| S| W LI LI W —| O W O| O| S| O S| O O D] W W | = S| Of W W W S| O S| O

(g
Q
S
£
=
T 5
U g 23 Amygdalina
O R 24 Arbutyna
R —8 25 Eskuline
E (:0 26 Salicyna
< o~ | 27 Cellobioza
a 28 Maltoza
E 29 Laktoza
51 30 Melibioza
'8 31 Sacharoza
~1 32 Trehaloza
33 Inulina
34 Melecytoza
35 D-rafinoza
36 Skrobia
37 Glikogen
38 Ksylitol
39 B-gencjobioza
40 D-turanoza
41 D-liksoza
42 D-tagatoza
43 D-frukoza
44 L-fukoza
45 D-arabitol
46 L-arabitol
47 Glukonian
48 2 keto-glukonian
49 5 keto-glukonian

Skala wynikow:

0 - brak reakcji; brak jakiejkolwiek zmiany zabarwienia badanej mikroprobdwki

1 - minimalna reakcja; niewielka zmiana zabarwienia badanej mikroprobdwki

2 - czastkowa reakcja; niecatkowita zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki

3 - pelna reakcja; wyrazna i jednoznaczna zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki
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Tabela 9: Wyniki uzyskane z testu rapid ID 32A [bioMérieux] dla szeSciu wzorcowych szczepoéw
Bifidobacterium wykorzystane do identyfikacji przeprowadzanej przy pomocy programu
komputerowy ,,The numerical phenotypic identification system” dostgpnego przez Internet
(http://kounou.lille.inra.fr).

Badane szczepy Bifidobacterium
B.adolescentis | B.animalis B.breve B.longum B.bifidum | B.gallinarum

Nr TEST DSMZ DSMZ DSMZ DSMZ DSMZ DSMZ

20083 20104 20213 20219 20456 20670

1 URE 0 0 0 0 0 0

2 ADH 0 0 0 0 0 0

3 GAL 3 3 2 2 2 3

4 GAL 2 2 3 3 3 2

5 GP 0 0 0 0 0 0

6 GLU 2 3 1 2 1 3

7 GLU 1 1 1 0 0 3

8 ARA 0 1 0 1 0 2

9 GUR 0 0 0 0 0 0

~ | 10 NAG 0 0 0 0 3 0
g 11 MNE 1 1 3 3 1 3
<%‘ 12 RAF 1 3 3 3 1 3
g = 13 GDC 0 0 0 0 0 0
- § 14 FUC 0 0 0 0 0 2
— '_g 15 NIT 0 0 0 0 0 0
2 & 16 IND 0 0 0 0 0 0
=T 7 PAL 0 0 0 0 0 0
é ; 18 Arg A 3 3 3 3 3 3
-‘;’] 19 Pro A 3 3 3 3 3 3
£ 120 LGA 1 2 2 2 2 2
21 PheA 2 3 3 3 3 3

22 LeuA 1 3 3 3 3 3

23 PyrA 0 1 0 0 3 3

24 TyrA 2 3 2 3 3 3

25 AlaA 1 2 1 2 2 2

26 GlyA 2 3 3 2 3 3

27 HisA 2 3 3 2 3 3

28 GGA 0 1 0 0 0 1

29 SerA 2 3 3 2 3 3

Skala wynikow:

0 - brak reakcji; brak jakiejkolwiek zmiany zabarwienia badanej mikroprobowki

1 - minimalna reakcja; niewielka zmiana zabarwienia badanej mikroprobdwki

2 - czagstkowa reakcja; niecatkowita zmiana zabarwienia badanej mikroprobowki

3 - petna reakcja; wyrazna i jednoznaczna zmiana zabarwienia badanej mikroproboéwki
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Tabela 10: Identyfikacja przyktadowych szczepow Bifidobacterium uzyskana przy pomocy zestawu
Anaerobe ID Kit wchodzacego w sktad BBL Cristal Identification System [Becton Dickinson].

Szczepy Bifidobacterium o znanej taksonomi
20104 DSMZ 20213 DSMZ K1 13D
Nr Substrat L . .
B. animalis B. breve B. infantis

1 L-arginina-AMC + + +
2 L-histydyna-AMC + + +
3 4MU-oc-D-mannozyd - + -
4 L-seryna-AMC + + +
5 L-isoleucyna-AMC + + -

R 6 4MU- mannozyd - - _
M 7 Glycyna-AMC + + +
a 8 L-alanina-AMC + + +
o 9 4MU-N-acetyl-D-

'8 galaktozamina - - -
— 10 Kwas L-pyroglutaminowy +
: -AMC - -

E =11 L-lizyna-AMC + n n

I~y
E § 12 L-metionina-AMC + + +

Q 113 4MU-D-celobiopyranozyd - - -
v o
U>; § 14 4Mu-D-ksylozyd + + -
o ..g 15 L-fenylalanina-AMC + + +
o o
g :'_D 16 L-leucyna-AMC + + +
L.% a 17 Eskozol - - +
g E' 18 Disacharyd + + +

3

.-8 g 19 Furanoza + + +
[ N
= 20 Pyranoza + + +
tn: 21| p-nitrofenyl-D-galaktozyd + + +
—

QO 22 | p-nitrofenyl-L-galaktozyd + + +
E 23 p-nitrofenyl-fosforu - - -

24| p-nitrofenyl-D-glukozyd + + +
M
p-nitrofenyl-N-acetylo-
25 glukozamid - + -
26| L-prolina-p-nitroanilid + + +
27| p-nitrofenyl-L-fruktozyd - - -
28 | p-nitropfenyl-L-glukozyd + + -
29 L-alanylo-L-alanino-p-
nitroanilid B
WYNIK TESTU B. dentium B. adolescentis Bifidobacterium sp.

Opis wynikow:
+ wynik pozytywny; zaszta badana reakcja
- wynik negatywny; badana reakcja nie zaszta
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Ryc. 10: Zestaw API 50 CH [bioMérieux]. Wyniki otrzymane dla szczepu Bifidobacterium
o numerze 111/23/5a po 72 godz. inkubacji w temp. 37°C w warunkach beztlenowych.
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Ryc. 11: Zestaw API 20A [bioMérieux]. Wyniki otrzymane dla szczepu Bifidobacterium
o numerze Kl 13D po 48 godz. inkubacji w temp. 37°C w warunkach beztlenowych.

) @ Y
0 "H::2H: s:P5 =& r tP+PB~r B ¢

00090 0000 0

UFE ADH nGAL|BGAL BGP wGLU|BGLU «ARA BGUR|GNAG MNE RAF | aoc e ‘
NIT IND PAL | ArgA ProA LGA | Phed Leut Pyra | Tyrd  Alad Glyad s

Ryc. 12: Zestaw rapid ID 32A [bioMérieux]. Wyniki otrzymane dla szczepu Bifidobacterium
o numerze K1 66C po 4 godz. inkubacji w temp. 37°C w warunkach tlenowych.
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Ryc. 13: Program komputerowy ,,The numerical phenotypic identification system” dostepny przez
Internet (http://kounou.lille.inra.fr) wykorzystywany w identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju
Bifidobacterium.

Ryc. 14: 1 - Zestaw Anaerobe ID Kit wchodzacy w sktad systemu BBL Cristal Microbial
Identyfication [Becton Dickinson]. 2 - BBL Crystal Anaerobe ID Panel po czterogodzinnej
inkubacji przeprowadzanej w warunkach beztlenowych.
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V. 3. 2. Metody genotypowe

a) Identyfikacja bakterii z rodzaju Bifidobacterium za pomoca reakcji PCR

W celu przeprowadzenia klasyfikacji szczepow Bifidobacterium wchodzacych w sktad
utworzonej kolekcji wykorzystano metod¢ PCR z zastosowaniem gatunkowo specyficznych
starterow komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S rRNA. Badane szczepy byly
przyporzadkowywane do jednego z szeSciu najczegsciej wystepujacych w organizmie cziowieka
gatunkow Bifidobacterium. Po przeprowadzeniu reakcji PCR z odpowiednimi dla badanego gatunku
starterami i wykonaniu elektroforezy odczytywano wynik w oparciu o obecnos¢, lub brak prazka
zamplifikowanego produktu o okreslonej wielkosci (Ryc. 17). Dla poszczegélnych gatunkéw
wielko$¢ tego produktu wynosita: B. adolescentis 279 pz, B. bifidum 278 pz, B. breve 288 pz, B.
cathenulatum 289 pz, B. longum 831 pz, B. infantis 826 pz.

Pozytywny wynik identyfikacji otrzymano dla pigédziesieciu jeden szczepow, z czego:
siedemnascie szczepow nalezato do gatunku B. longum, czternadcie do B. bifidum, dziewig¢ do

B. breve, pig¢ do B. infantis oraz po trzy do B. adolescentis i B. cathenulatum (Tabela 11, Ryc.

18).

Ifl?llrij;y B. longum | B. bifidum B. breve B. infantis Zu?jttftl;_ B&fei?z{f_
1 20219 20456 20213 Kl13/1 37 20083
2 31 39B 3 K17 K1 M/3 13b
3 33B K157D 11/15/2 KI12A Kl M/1 8a
4 2/3 Kl133C V/23/4 K1 13D
5 40C Kl 1B 34 K1 66C
6 K1 K/1 35 K1 36B
7 Kl126B 36 111/23/5b
8 5 38b 11/23/2
9 23 K1K/3 7/4
10 9 KL 6B
11 24 KL 38C
12 K1 66A KL 20B
13 K123E B/K
14 K127A 30A
15 KL 28a
16 KL 59A
17 13/E/2
o | 17 14 9 5 3 3

Tabela 11: Wyniki gatunkowej identyfikacji dla pieédziesigciu jeden szczepoéw bakterii z rodzaju
Bifidobacterium, przeprowadzonej przy pomocy metody PCR z zastosowaniem gatunkowo
specyficznych starterow komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S rRNA.
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Ryc. 15: Wynik przyktadowej elektroforezy (1% zel agarozowy, czas trwania 1.5 godz.,
napiecie 80V) przeprowadzonej w celu potwierdzenia prawidlowej izolacji DNA wykonanej

przy uzyciu mikrokolumienek.

Obraz ogladany przy wykorzystaniu systemu Gel Doc 2000 firmy BIO RAD. Sciezki: 1 + 6
- proby badane, 7 - marker wielkosci A/HinDIII. Obecno$¢ prazka DNA genomowego na

231 30
fdl6
GEST
4361

wysokosci ok. 20 tysigcy pz wskazuje na prawidtowg izolacje DNA z danego szczepu.

0.6
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Ryc 16: Rozktad widma gestosci optycznej genomowego DNA wyizolowanego metoda

wedtug Gevers’a [158].

Pomiar wykonany przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS firmy Jasco w zakresie fal 240-

300 nm dla szczepu Bifidobacterium longum 20219 DSMZ.
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Ryc. 17: Identyfikacja gatunkowa B. bifidum przeprowadzona przy pomocy reakcji PCR z
wykorzystaniem gatunkowo specyficznych starteréw komplementarnych do fragmentu
podjednostki 16S rRNA (BiBIF-1, BiBIF-2) [147, 148, 149].

Sciezki: 1 - proba pozytywna, wzorzec B. bifidum DSMZ 20456, 2 + 8 - badane szczepy (2
-30A,3-KI127A,4-3/1,5-K133C,6-KI11B, 7-V/23/4, 8 - B/K), 9 - proba

negatywna, 10 - marker wielkosci 100-500 pz. Obecno$¢ prazka zamplifikowanego produktu na
wysokosci 278 pz wskazuje na przynaleznos¢ badanych szczepoéw do gatunku B. bifidum.

6% 6%

O Bifidobacterium longum
33% B Bifidobacterium bifidum
O Bifidobacterium breve

B Bifidobacterium infantis
18% " . .
W Bifidobacterium adolescentis

W Bifidobacterium cathenulatum

27%

Ryc. 18: Udziat procentowy szeSciu gatunkoéw Bifidobacterium w utworzonej kolekcji.
Identyfikacja gatunkowa przeprowadzona przy pomocy reakcji PCR z wykorzystaniem
gatunkowo specyficznych starterow komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S
rRNA.
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b) Identyfikacja bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium za pomoca
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)

Na podstawie otrzymanych wynikoéw wykazano, ze metoda FISH jest skuteczna w
identyfikacji rodzajowej Bifidobacterium zarowno w czystej hodowli jak i w materialach
biologicznych (Ryc. 19). Metoda ta dzigki zastosowaniu rodzajowo specyficznej sondy Bif 164,
charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cia i specyficznoscia, a ponad to, jest bardzo szybka, gdyz pozwala
na wykrycie obecno$ci bakterii juz po 5 godzinach od momentu pobrania materiatu.

Przebadano kilka rodzajow materialdéw pobranych zar6wno od matek, jak i dzieci. Obecnos¢
bakterii nalezacych do omawianego rodzaju potwierdzono metoda FISH w: wymazie z pochwy,
mleku matki, smoélce oraz kale noworodka.

Co wiecej, przy wykorzystaniu ilosciowej modyfikacji metody FISH [152, 159] oszacowano
liczbe bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium w jednym gramie probki, przy czym metode
ta zastosowano dla probek katu pobranych od noworodkéow. W celu uzyskania wynikow, po
przeprowadzeniu odpowiedniej procedury, przeliczano ilo§¢ bakterii w 20 polach widzenia
kamery, a nastepnie przy pomocy odpowiedniego wzoru wyliczono liczbe bakterii w odwazonej
probce. Otrzymang warto$¢ przeliczano nastgpnie na 1 gram kalu. Uzyskane wyniki dla
przebadanych probek miescity si¢ w przedziale wartosci: 6.0x10* - 4.0x10'°, ze $rednig wartoScig

1.0 x 10'° komorek bakterii na 1 gram kalu noworodka.
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Ryc. 19: Identyfikacja bakterii z rodzaju Bifidobacterium za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) z wykorzystaniem rodzajowo specyficznej sondy Bif 164 komplementarnej do
podjednostki 16S rRNA.

1 - sonda EUB 338 znakowana FITC, 2 - sonda Bif 164 znakowana Cy3, 3 - DAPI - barwnik
fluorescencyjny o wysokim powinowactwie do DNA, 4 - obraz ztozony uzyskany z natozenia trzech
obrazow dla poszczegdlnych barwnikéw.

Preparat wykonany z materiatu bezposredniego, ktérym byt kat noworodka, ogladano pod immersja
w mikroskopie fluorescencyjnym firmy Olympus. Zdjecia wykonano przy uzyciu kamery CCD
[Olympus] i komputera ze specjalnym programem do analizy obrazu AnalySis [Soft Imaging].
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VI. ANTAGONISTYCZNE DZIALANIE BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

VI. 1. WPROWADZENIE
Bakterie zasiedlajace wspdlng nisz¢ ekologiczng w organizmie zdrowego czlowieka,
wytwarzaja pomigdzy sobg stan rownowagi. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium kolonizujac
przewod pokarmowy w sposob naturalny, zostaty zmuszone do wyksztatcenia szeregu wlasciwosci,
utatwiajacych im kontrolowanie innych, konkurencyjnych  populacji drobnoustrojow.
Antagonistyczne oddzialywanie bakterii z rodzaju Bifidobacterium odbywa si¢ za pomoca wielu
mechanizméw. Do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢ wspotzawodnictwo o skladniki
pokarmowe oraz receptory na powierzchni komorek nabtonkowych gospodarza, czyli tzw.
»wypieranie kompetycyjne”. Co wigcej, niektore gatunki Bifidobacterium potrafia modyfikowac
receptory obecne na komodrkach nabtonkowych, wynikiem czego moze by¢ uniemozliwienie
przylegania innych mikroorganizméw. Zewnatrzkomoérkowe enzymy Bifidobacterium moga
degradowac specyficzne miejsca wigzania si¢ patogennych bakterii lub ich toksyn. Enzymy te,
ktorych przyktadem jest glikozydaza, moga niszczy¢ receptory znajdujace si¢ na powierzchni lub
wewnatrz komorek oraz $luzu, a tym samym eliminujg bakterie, ktore wiaza si¢ z nimi [120].
Aby nie dopusci¢ do niekontrolowanego, liczbowego przerostu jednych drobnoustrojow
wzgledem innych, bakterie produkujg ré6zne zwigzki chemiczne, dziatajace jak inhibitory wzrostu.
Zdolno$¢ bakterii z rodzaju Bifidobacterium do syntezy produktow o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, w duzym stopniu jest uzalezniona od gatunku, ale rowniez od szczepu
bakterii. Badania laboratoryjne wykazaty duzy wpltyw czynnikéw zewnetrznych (sktad chemiczny
podtoza, pH $rodowiska, temperatura i faza wzrostu mikroorganizmu) na wytwarzanie tego typu
zwiazkow przez szczepy Bifidobacterium [8, 82, 100, 163].
Do najwazniejszych substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym wytwarzanych przez
roznie rodzaje bakterii zaliczamy:
1. Niskoczasteczkowe produkty metabolizmu takie jak: amoniak, nadtlenek wodoru, kwas
mlekowy, kwas octowy.
2. Tak zwane ,.klasyczne” antybiotyki (np. bacytracyna i polimyksyna B).
3. Mate peptydy o dziataniu antybiotycznym, syntetyzowane w rybosomach jako prekursory
i nastepnie modyfikowane posttranslacyjnie (np. lantybiotyki).
4. Bialkowe antybiotyki o cigzarze czasteczkowym rzgdu okoto 50-100 tys. Da okreslane
obecnie jako bakteriocyny (np. kolicyny).
5. Enzymy bakteriolityczne typu muramidazy (np. lizozym).
6. Biatkowe egzotoksyny (np. hemolizyna, lecytynaza).
7. Defektywne czasteczki bakteriofagow (niektore pyocyny) [8, 164].
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Szczegblne bogactwo takich aktywnych substancji uwidacznia si¢ wsrdd populacji bakterii
zasiedlajacych nisze ekologiczne o duzej, zarowno jakosciowej, jak 1 iloSciowej liczbie
drobnoustrojoéw.

Grupa bakterii bardzo dobrze scharakteryzowang pod wzgledem produkowanych przez nig
substancji o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, sg bakterie fermentacji mlekowej (ang.
Lactic Acid Bacteria - LAB) [165]. W zamieszczone] tabeli przedstawiono produkty ich

metabolizmu o dziataniu antagonistycznym wzgledem réznych mikroorganizméw (Tabela 12).

Tabela 12: Produkty metabolizmu bakterii fermentacji mlekowej o aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej [165].

Produkt Zakres aktywnosci
o Kwas mlekowy Bakterie gnilne Gram - , niektore plesnie.
=
§ S Kwas octo Bakterie gnilne, rodzaj Clostridium, nieliczne
§ a Wy drozdze i plesnie.
S . .
° Kwas 2-pirolidono-3- Niektore bakterie Gram - i Gram +.
karboksylowy
Uktad laktoperoksydaza - Mikroorganizmy patogenne, gtownie
E nadtlenek wodoru zanieczyszczajace mleko i nabiat.
= ,
N Lizozym ( w przypadku
= mutantow otrzymanych na Bakterie Gram +.
drodze rekombinacji DNA )
& Szeroki zakres dziatania w stosunku do
L= Reuteryna bakterii s dzv i plegni
£2z akterii, drozdzy i ple$ni.
SEE 5
S &g 2 . .
S o5 = |Diacetyl Bakterie Gram -.
% gl E
z 2=
N Kwasy ttuszczowe Rozne bakterie.

Niektére bakterie mlekowe, przetrwalniki,
Bakteriocyny bakterie Gram +. Zakres dziatania zalezy od
rodzaju bakteriocyny.

Mikroorganizmy patogenne, szczegdlnie

Nadtlenck wodoru w zywnosci bogatej w biatko.

W wigkszos$ci prac poswigconych omawianemu zagadnieniu, mozna znalez¢ informacje, z
ktorych wynika, ze dzialanie antagonistyczne bakterii z rodzaju Bifidobacterium jest zwigzane
gtownie z wydzielaniem przez nie kwasu mlekowego i octowego. Antybakteryjny wptyw kwasow
organicznych moze by¢ wynikiem gwattownego obnizenia pH srodowiska poza zakres optymalne;
warto$§ci dla wzrostu okreslonych bakterii i/lub inhibicje aktywnosci biochemicznej
mikroorganizméw przez niezdysocjowane czasteczki kwasu. Kwas octowy moze oddziatywac na

btony komoérkowe neutralizujac potencjat elektrochemiczny komorki. Obecno$¢ kwasu
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octowego, oprocz obnizania wartosci pH podloza, moze powodowaé denaturacj¢
wewnatrzkomorkowych biatek oraz redukcje wartosci pH wewnatrz komorki, co hamuje wzrost
1 aktywno$¢ mikroorganizméw. Okazato si¢, ze kwas mlekowy w poréwnaniu z octowym silniej
hamuje wzrost r6znych drobnoustrojow za wyjatkiem drozdzy i plesni. Jednakze, kwas octowy w
obecnosci kwasu mlekowego wykazuje synergizm w inhibicji wzrostu drozdzy i pleséni, a
takze moze oddzialywa¢ na rozwoj bakterii z rodzaju Salmonella. Produkty fermentacji
Bifidobacterium 1 obnizenie pH wydluzaja czas trwania fazy logarytmicznej wrazliwych
mikroorganizmow. Wiadomo rowniez juz od dawna, ze pH ponizej 4.6 zabezpiecza produkty
pasteryzowane przed rozwojem patogennych organizmoéw sporujacych [165].

U bakterii z rodzaju Bifidobacterium stwierdzono aktywno$¢ enzymu aldazy treoninowe;.
Enzym ten rozszczepia aminokwas treoning (pochodzgcg z rozktadu biatek) na aldehyd octowy i
glicyne. Aldehyd octowy spelnia istotng role w kontrolowaniu wzrostu i w zabezpieczaniu Zywnosci
przed niepozadang mikroflora. Zwigzek ten obecny w srodowisku w ilo$ci 44 ppm. aktywnie hamuje
podziat komorek E. coli [165].

W licznych publikacjach na temat wlasciwosci antagonistycznych bakterii, duzo uwagi
poswigca si¢ substancjom, ktore w swoim antybakteryjnym dziataniu przypominajg antybiotyki, sa
to miedzy innymi: bakteriocyny, czy substancje hamujace podobne do bakteriocyn (ang. Bakteriocin-
Like Inhibitory Substances - BLIS) [166, 167].

Bakteriocyny produkowane sa gltownie przez bakterie Gram-ujemne jako aktywne
biologicznie, biatkowe zwiazki, dziatajace na blisko spokrewnione szczepy tego samego rodzaju, a
nawet gatunku. Dzieki obecno$ci swoistych receptorow na powierzchni bakterii dochodzi do
adsorpcji $cisle okreslonych bakteriocyn, powodujacych powstawanie porow w $cianie komodrkowe;j
wrazliwych bakterii, przez ktore uciekaja niskoczasteczkowe substancje, takie jak elektrolity, co w
konsekwencji, prowadzi do zniszczenia komorki. Szczepy wytwarzajace bakteriocyny maja
jednoczes$nie geny zabezpieczajace je przed samounicestwieniem [166, 167, 168, 169].

Bakterie Gram-dodatnie rowniez produkuja pewne substancje hamujace, przy czym nie
posiadaja one cech bakteriocyn, gdyz sa peptydami dziatajacymi w duzo szerszym zakresie. Zwiazki
te moga prowadzi¢ do zahamowania wzrostu innych gatunkéw bakterii, a ponadto nie wymagaja
obecnosci swoistych receptorow na powierzchni wrazliwych komoérek. Dlatego tez Tagg (1991)
zaproponowal nazwaé je wspolnym terminem ,substancje hamujace podobne do bakteriocyn”
(BLIS). Pod wzgledem swojej budowy sa to mate lub duze peptydy, a nawet biatka, czy tez
lantybiotyki (np. nizyna, lactocin S), czyli mate peptydy zawierajace aminokwasy z wbudowanymi

atomami siarki [166, 167, 168, 170].
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Badania prowadzone przez Meghrous’a i wsp. (1990) udowodnily, po raz pierwszy, ze
rowniez niektdre szczepy bakterii z rodzaju Bifidobcterium sa zdolne do produkcji substancji
podobnych do bakteriocyn, odpowiadajacych za hamowanie wzrostu bakterii z rodzaju
Lactobacillus, Clostridium i czgsciowo Streptococcus [57].

Istnieje wiele metod stuzacych do wykrywania antagonistycznych wtasciwosci bakterii.
Przewaznie sg one oparte na mechanizmie dyfuzji w zelu réznych substancji hamujacych wzrost
bakterii wskaznikowych. Do badania antagonizmu stosowane sg podtoza stale, gdyz wykazano, ze
bakterie produkuja wigksza ilo$¢ substancji hamujacych podczas hodowania ich na podlozach
statych, lub potplynnych, niz na podlozach plynnych. Zaréwno metabolity pochodzace z
fermentacji glukozy, obnizajace pH podtoza, substancje podobne do bakteriocyn, jak i np. nadtlenek
wodoru, moga w rownomierny sposob rozprzestrzenia¢ si¢ w srodowisku zelowym [166, 167].

Metody badania antagonizmu oparte na dyfuzji w zelu dziela si¢ na bezposrednie
(jednoczasowe) 1 opoznione. Metody bezposrednie polegaja na réwnoczesnym wzroscie Szczepow
antagonistycznych, czyli w tym przypadku, bakterii z rodzaju Bifidobacterium oraz bakterii
wskaznikowych. Hodowla obu grup bakterii prowadzona jest rownolegle na tym samym podtozu i
w tych samych warunkach inkubacji. W metodach op6znionych wzrost, w najbardziej optymalnych
dla siebie warunkach, rozpoczynaja szczepy antagonistyczne, a po uplywie 24-48 godzin, czyli z
opoznieniem, rozpoczynaja bakterie wskaznikowe na odpowiednich, z kolei, dla nich podtozach i w
najkorzystniejszych dla nich warunkach [171]. Wsréd metod okreslajacych stopien i zakres
antagonizmu bakterii stosowane sg takie techniki opdznione, jak: metoda krazkowa wedlug
McGroarty i Reid’a (1988) [172], metoda podwojna wedlug Spelhaug’a i Harlander’a (1989)
[173] oraz dajaca najbardziej czytelne i powtarzalne wyniki, metoda stupkowa wedtug Strus (1998)
[171].

VI. 2. MATERIALY IMETODY

VI. 2. 1. Bakterie antagonistyczne

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium pochodzity z wczes$niej przygotowanej i doktadnie
oznaczonej kolekcji bakterii przechowywanych na szklanych kulkach w bulionie BL z
dodatkiem 15% glicerolu w temp. -70°C. W celu przeprowadzenia badania szklane kulki (4-5) z
oplaszczonym na nich szczepem przenoszono do 2 ml ptynnego podtoza BL, a nastgpnie inkubowano
w 37°C przez 48 godz. W warunkach $cisle beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatow firmy
bioMérieux z generatorami gazu H,+ CO, firmy Linegal Chemicals GmbH. Tak przygotowane
szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium, okre$lane jako tzw. bakterie antagonistyczne, testowano

wobec wybranych drobnoustrojéw wskaznikowych.
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VL. 2. 2. Bakterie wskaznikowe
Grupe drobnoustrojow wskaznikowych stanowity tlenowe i beztlenowe bakterie, bedace
czynnikami patogennymi ludzkiego przewodu pokarmowego, a takze gatunki wchodzace w
sktad naturalnej mikroflory organizmu cztowieka.
Z posrdd tlenowych pateczek Gram-ujemnych, odpowiedzialnych za wywotywanie ostrych

biegunek lub innych dolegliwos$ci przewodu pokarmowego przebadano:

1. Escherichia coli 25922 - wzorzec z kolekcji ATCC (The American Type Culture Collection).

2. Shigella sonnei - szczep z kolekcji PZH (Panstwowy Zaktad Higieny).

3. Salmonella enteritidis - szczep z kolekcji PZH (Panstwowy Zaktad Higieny).

Ponadto jako bakterie wskaznikowe przebadano Gram-dodatnie, tlenowe ziarenkowce:

1. Staphylococcus aureus - kolekcja wlasna Katedry Mikrobiologii CMUIJ, szczep
wyizolowany z mleka matki.

2. Enterococcus faecalis - kolekcja wlasna Katedry Mikrobiologii CMUJ, szczep wyizolowany
z pochwy matki.

Grupe bakterii beztlenowych stanowity:

1. Propionibacterium acnes - kolekcja wtasna Katedry Mikrobiologii CMUJ, szczep
wyizolowany z wymazu pobranego ze skory klatki piersiowej matki noworodka.

2. Campylobacter coli - szczep wyizolowany z materiatow klinicznych badanych w trakcie
biezacej diagnostyki Katedry Mikrobiologii Akademii Medycznej we Wroctawiu.

3. Lactobacillus lactis - kolekcja wtasna Katedry Mikrobiologii CMUIJ, szczep wyizolowany
zZ wymazu pobranego ze skory klatki piersiowej matki noworodka.

Tlenowe bakterie wskaznikowe hodowano w optymalnych dla nich warunkach, to znaczy na

podtozu Mueller-Hinton’a (MH) [Difco] namnazajgc 10 pul hodowli pobranej z podtoza statego w
5 ml bulionu. Zawiesine tg inkubowano nastepnie przez 24 godz., w warunkach tlenowych w 37°C.
Z tak przygotowanej hodowli pobierano nastepnie 10 pl (E. coli,
S. enteritidis 1 S. aureus) lub 20 ul (S. sonnei i E. faecalis) 1 przenoszono do 5 ml $wiezego, ptynnego
podtoza MH, w konsekwencji otrzymujgc gestos¢ bakterii wskaznikowych rzedu 1x10° j.t.k./ml. Z
tak przygotowanych rozcienczen pobierano po 100 pl i wysiewano przy uzyciu szklanej bagietki
na odpowiednie agarowe podloza wzrostowe: E. coli, S. enteritidis, S. sonnei 1 S. aureus
wysiewano na podtoze MH, za$ E. faecalis na podloze MH z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi
baranie;j.

Beztlenowe bakterie wskaznikowe hodowano na odpowiednich statych podtozach
wzrostowych. Dla C. coli byto to podtoze Campylobacter Blood Agar [Oxoid], dla L. lactis podtoze
MRS Agar (de Man, Rogosa, Sharpe) [Oxoid], natomiast dla P. acnes podtoze Casman Medium Base

[Difco]. Bakterie inkubowano w warunkach beztlenowych (P. acnes) lub
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mikroaerofilnych (C. coli oraz L. lactis) przez 48-72 godz., stosujac odpowiednie generatory
atmosfery firmy bioMérieux. W celu przygotowania wlasciwego stezenia hodowle poszczegdlnych
szczepOw zawieszano w bulionie Scheadler’a [Oxoid], doprowadzajac gestos¢ do okoto 1x108
j.tk./ml., a nastgpnie pobierano po 100 ul i rozprowadzano przy uzyciu szklanej bagietki na
powierzchni, odpowiedniego dla danego gatunku bakterii, podtoza wzrostowego.

Tak przygotowane hodowle szczepéw antagonistycznych z rodzaju Bifidobacterium i

bakterii wskaznikowych stuzyty nastepnie do okreslenia wystepujacych pomigdzy nimi zaleznosci.

VI. 2. 3. Badanie wlasciwos$ci antagonistycznych metoda stupkowa

W celu oznaczenia zakresu wiasciwosci antagonistycznych badanych szczepow
Bfidobacterium postuzono si¢ metoda stupkowa wedtug Strus (1998) [171].

Badane szczepy antagonistyczne Bifidobacterium namnazane w bulionie BL do ggstosci ok.
1x10° j.t.k./ml, przesiewano przy uzyciu jalowych wacikoéw na ptytki z podwdjng ilo$cig (40ml)
agarowego podloza BL, ktérego wysokos¢ warstwy wynosita okoto 1 cm. Plytki te inkubowano w
37°C, w standardowych warunkach beztlenowych przez 48 godz. Po uplywie czasu inkubacji w
ptytkach agarowych, z wzrostem bakterii, wycinano korkoborem o stalej $rednicy (10 mm) okragte
stupki. Nastepnie na uprzednio przygotowane ptytki z wymazanymi szczepami wskaznikowymi
przenoszono po trzy lub cztery stupki, pochodzace z hodowli réznych szczepow Bifidobacterium.
Plytki te inkubowano przez 4 godz. w temp. 4°C. Dalszg inkubacj¢ przeprowadzano w temp. 37°C,
w zalezno$ci od wymagan szczepu wskaznikowego: w warunkach tlenowych przez 18 godz. w
przypadku E. coli, S. enteritidis, S. sonnei, S. aureus i E. faecalis lub w warunkach beztlenowych
przez 72 godz. P. acnes oraz w warunkach mikroaerofilnych od 18 godz. L. lactis do 96 godz. C. coli
stosujac odpowiednie generatory atmosfery firmy bioMérieux. Po inkubacji mierzono $rednice stref
zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych, powstale wokdt stupkéw ze  szczepami

antagonistycznymi i podawano jg z uwzglgdnieniem $rednicy stupka w milimetrach [mm)].

VL 3. WYNIKI WRAZ Z ICH OMOWIENIEM
Zaproponowana metoda stupkowa wedtug Strus (1998) [171], wykorzystana do oznaczenia
zakresu wlasciwosci antagonistycznych ok. 80  szczepow Bfidobacterium, pozwolita na
bezposrednie zbadanie bakterii o r6znej tolerancji na tlen w jednym systemie agarowym.
Uzyskane wyniki przedstawiono w formie zbiorczej tabeli (Tabela 13) oraz na rycinach (Ryec.
29-36) obrazujacych antagonistyczne dziatanie przykltadowych szczepow Bifidobacterium
wzgledem wszystkich o$miu szczepodw wskaznikowych: S. sonnei, E. coli, S. enteritidis,

E. faecalis, S. aureus, P. acnes, C. coli oraz L. lactis.
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W celu przeprowadzenia analizy otrzymanych wynikow, utworzono szes$¢ przedziatow, ze
wzgledu na wielko$¢ powstalej strefy zahamowanego wzrostu szczepow wskaznikowych.
Poszczegolne wyniki przyporzadkowywano do jednego z sze$ciu nastepujacych przedzialow:
<10 mm, 11-15 mm, 16-20 mm, 21-25 mm, 25-30 mm, >30 mm, a nastgpnie przedstawiono je =~ w
formie zbiorczej tabeli (Tabela 14) oraz wykreséw (Ryc. 20-27).

Analizujac wykresy przedstawiajace antagonistyczne dzialanie bakterii z rodzaju
Bifidobacterium na: E. coli, S. enteritidis, S. sonnei i S. aureus stwierdzono ich podobienstwo.
Wykresy te swoim rozkladem przypominaja krzywa Gaussa. Stosunkowo duzo szczepoéw
Bifidobacterium charakteryzowalo si¢ $rednim lub silnym dzialaniem antagonistycznym wzgledem
omawianych bakterii wskaznikowych. Pozwala to wiec przypuszczaé, ze mechanizmy
antagonistycznego dziatania szczepdw Bifidobacterium wobec powyzszych czterech gatunkow
bakterii wskaznikowych opieraja si¢ na podobnych zaleznosciach. Jednakze, w rozwazaniach na ten
temat, nalezy prawdopodobnie wykluczy¢ bakteriocyny, czy raczej substancje podobne do nich
(BLIS), gdyz zgodnie z ich definicjg, dzialaja tylko w obrgbie tego samego, lub co najwyzej
pokrewnych gatunkow.

Aktywno$¢ antagonistyczna szczepodw Bifidobacterium wzgledem E. faecalis byta
stosunkowo niewielka. Z posrod 79 przebadanych szczepow Bifidobacterium, zaden nie wykazywat
wyrazne] strefy zahamowania wzrostu o $rednicy powyzej 20 mm. Prawdopodobnie mechanizm
antagonistycznego dziatania Bifidobacterium wobec E. faecalis nie opiera si¢ na produkcji kwasow
organicznych, obnizajagcych pH $rodowiska, gdyz wszystkie badane szczepy Bifidobacterium
zakwaszaly podtoze w porownywalny sposob (3.6 - 4.4 pH), a mimo to ich aktywno$¢ wobec E.
faecalis byta zdecydowanie r6zna. Z racji na bardzo waski zakres dzialania bakteriocyn, lub raczej
substancji podobnych do nich, trudno réwniez przyjac, ze dziatanie hamujace Bifidobacterium na
enterokoki opiera si¢ na tym mechanizmie.

Badane bakterie beztlenowe: P. acnes i C. coli, byly stosunkowo bardzo wrazliwe na
dziatanie wickszosci testowanych szczepdw Bifidobacterium. Prawdopodobnie w przypadku tych
bakterii wskaznikowych, dochodzi do zahamowania wzrostu w wyniku dziatania prostych
mechanizméw. Mozna wiec przypuszczaé, ze tymi aktywnymi substancjami dziatajacymi
szczegolnie na bakterie beztlenowe sa kwasy organiczne odpowiedzialne za obnizenie pH.
Najprawdopodobniej to wlasnie niskie pH s$rodowiska znacznie ogranicza wzrost tych
mikroorganizmow. Uzyskane wyniki potwierdzaja miedzy innymi badania Pybus’a i wsp. [56] oraz
Strus 1 wsp. [164, 174]. Pybus i wsp. wykazali, na podstawie analizy tempa wzrostu bakterii
beztlenowych w zalezno$ci od niskiego pH s$rodowiska pochwy, ze bakterie beztlenowe sa

szczegolnie wrazliwe na niskie pH. Z kolei Strus i wsp. jako pierwsza zbadata bezposrednia
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aktywno$¢ antagonistyczng szczepow z rodzaju Lactobacillus wobec bakterii beztlenowych,
uzyskujac podobne wyniki do wynikéw otrzymanych w tej pracy.

Zaden z badanych szczepow Bifidobacterium nie wykazat aktywno$ci antagonistyczne;
skierowanej przeciwko mikroaerofilnemu szczepowi wskaznikowemu L. lactis.

W celu sumarycznego przedstawienia wilasciwosci antagonistycznych poszczegodlnych
szczepOw Bifidobacterium, wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji, skierowanych przeciwko
wszystkim  przebadanym szczepom = wskaznikowym, uzyskane  wyniki zsumowano
i zobrazowano na jednym wspolnym wykresie (Ryc. 29), pomijajac w analizie te szczepy dla, ktorych
nie posiadano kompletu danych. Na podstawie przeprowadzonej analizy wybrano szczepy o
najsilniejszych wilasciwosciach antagonistycznych: Kl 13D, V/23/1, 38b, 1II/15/2, Kl 2A, pK 5
oraz szczepy najmniej aktywne: 20670, 20104, K1 31A, 20B, KI 25A 1 27.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze zdolno$¢ hamowania wzrostu
wiekszosci bakterii wskaznikowych, z pominigciem jedynie gatunku L. lactis, posiadaja wszystkie
badane szczepy Bifidobacterium. Istnieje zroznicowanie tej cechy, a efektywnos$¢ inhibicji wyraznie
zalezy od wrazliwosci szczepu wskaznikowego na produkty przemiany materii bakterii
antagonistycznych. Poszczegodlne bakterie wskaznikowe rdznity sie pomiedzy soba wrazliwos$cia
na dziatanie tego samego szczepu Bifidobacterium, a takze te same szczepy wskaznikowe byly w
roznym stopniu wrazliwe na dziatanie réznych szczepow Bifidobacterium.

Chcac odpowiedzie¢ na pytanie, ktéry z mechanizmow dzialania antagonistycznego odgrywa
dominujaca role w obserwowanych zjawiskach, nalezy najprawdopodobniej odrzuci¢ mozliwos¢
dziatania bakteriocyn, czy raczej substancji podobnych do nich (BLIS), poniewaz, bakterie
wskaznikowe byty systematycznie zbyt odlegle od rodzaju Bifidobacterium.

Wiadomo jest, ze szczepy Bifidobacterium bytujace w ztozonych ekosystemach
drobnoustrojow w aktywny sposob kontroluja wzrost innych sktadnikow mikroflory. Dzieje sie to
najprawdopodobniej na drodze kilku naktadajacych si¢ mechanizméw, a dominacja jednego z
nich jest zalezna od gatunku bakterii na ktére one dziataja. Uzyskane wyniki potwierdzaja te
szczegolne wlasciwosci antagonistyczne badanych szczepdw Bifidobacterium pochodzacych z

naturalnej flory organizmu cztowieka.
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Tabela 13, czgs¢ 1: Aktywnos¢ antagonistyczna badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wobec szczepoéw wskaznikowych.

Wyniki z testu wykonanego metoda stupkowa, podane jako $rednice stref zahamowania wzrostu
szczepOw bakterii wskaznikowych, mierzone w milimetrach [mm], uwzgledniajace $rednice
shupkow ze szczepami Bifidobacterium (10mm).

szczep Srednice stref zahamowania wzrostu szczepow wskaznikowych [mm]
Nr Biﬁdo- Escheri- Shigella Salmonella | StPhylo- Entero- ;’mp ioni- Campylo- Lactoba-
bacterium chia coli sonnei enteritidis EZ%Z“: ﬁloeccf:;;v agglrzgm bacter coli | cillus lactis

KONTROLA: Stupek BL 10 10 10 10 10 10 10 10
1 20083 16 18 12 10 11 24 33 10
2 20104 12 14 10 10 10 18 25 10
3 20213 11 20 10 11 10 17 nb 10
4 20219 17 20 17 14 12 21 40 10
5 20456 13 18 15 14 11 13 34 10
6 20670 10 12 10 10 10 13 15 10
7 L II1/5 15 20 16 12 13 27 nb 10
8 L I11/7 13 19 17 10 11 29 24 10
9 LIV 13 19 10 13 13 26 22 10
10 B/K 18 18 15 14 17 25 38 10
11 40 B 20 25 15 15 14 16 32 10
12 20B 10 12 11 10 13 25 20 10
13 3/1 18 21 15 13 14 15 20 10
14 33B 10 18 10 10 10 20 nb 10
15 7/4 15 19 12 11 11 20 26 10
16 2/3 15 19 14 11 13 31 28 10
17 39B nb nb nb nb nb 15 22 10
18 13/E/2 20 25 15 15 11 15 32 10
19 30 A 15 18 17 14 15 25 23 10
20 40 C 17 25 19 14 15 28 24 10
21 3 17 22 14 14 11 17 32 10
22 1/15/2 12 17 10 10 12 24 32 10
23 111/15/2 22 28 22 20 19 27 18 10
24| 1II/23/5a 17 20 16 13 14 23 25 10
25| 111/23/5b 19 22 16 20 19 28 27 10
26 V/23/1 19 19 18 18 17 28 40 10
27 V/23/4 17 20 19 11 14 15 28 10
28 11/23/2 13 15 13 10 12 24 24 10
29 K1 K/1 17 22 18 16 17 19 nb 10
30 KIK/2 18 26 21 20 18 15 26 10
31 KI1K/3 17 25 20 19 17 16 18 10
32 K120D 20 20 16 18 20 22 nb 10
33 K1 3/1 13 17 13 14 13 30 16 10
34 Kl6B 11 17 12 13 14 28 19 10
35 Kl1 17 22 19 12 15 25 30 10
36 K127 A 17 27 20 15 15 18 22 10
37 K17 20 23 19 18 19 25 16 10
38 KI135D 20 21 20 17 18 25 28 10
39 Ki130C 17 22 17 15 14 28 23 10
40 K157D 12 16 13 14 15 28 15 10
41 Ki31 A 13 16 15 10 14 12 20 10
42 Ki31B 22 25 23 16 16 18 25 10

Skrét ,,nb” - nie badano
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Tabela 13, czgs¢ 2: Aktywnos¢ antagonistyczna badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wobec szczepow wskaznikowych.

Wyniki z testu wykonanego metoda stupkowsa, podane jako $rednice stref zahamowania wzrostu
szczepOw bakterii wskaznikowych, mierzone w milimetrach [mm], uwzgledniajace S$rednice
shupkow ze szczepami Bifidobacterium (10mm).

szczep Srednice stref zahamowania wzrostu szczepow wskaznikowych [mm]
Nr Biﬁdo— Escheri- Shigella Salmonella | Staphylo- Entero- lfmf’ iqni— Campylo- Lactoba-
bacterium chia coli sonnei enteritidis ;Zﬁiﬁ fcaoecccz.:;ii a;' cenrel?m bacter coli | cillus lactis
43| KI33C 13 17 13 14 13 30 19 10
44 Ki2 A 21 28 22 15 17 21 32 10
45 K129 E 18 21 20 20 17 16 32 10
46| KI38C 20 26 20 17 18 21 25 10
47| Kl113D 21 28 26 19 18 25 34 10
48 K139B 17 26 21 15 16 18 25 10
49| KI25A 13 15 14 10 12 15 25 10
50] KI36A 20 26 20 18 18 20 30 10
51 K136 16 19 18 17 16 20 28 10
52 K126 B 18 25 16 17 16 24 28 10
531 KI30A 14 14 14 14 14 28 36 10
54 K166 A 20 20 19 17 16 15 27 10
55| KI23E 21 27 23 18 18 23 nb 10
56 K128 a 18 24 20 16 16 22 nb 10
57 Ki1B 17 20 17 17 15 20 26 10
58] KI63 A 17 23 17 16 15 16 27 10
591 Kl66C 19 22 17 20 20 20 27 10
60| KI36B 16 17 15 10 13 15 25 10
61 K159 A 20 22 17 18 18 35 nb 10
62 2/1 13 18 15 13 14 32 nb 10
63 3/3 13 18 13 14 14 33 18 10
64 37 13 16 16 13 14 16 20 10
65 9 20 26 22 17 17 25 27 10
66 38a 20 24 22 17 17 19 40 10
67 38b 15 19 18 16 17 30 18 10
68 34 21 23 21 16 18 25 28 10
69 36 14 22 16 15 14 34 26 10
70 35 20 23 23 21 19 25 22 10
71 13a 17 22 15 17 16 24 nb 10
72 13b nb nb nb nb nb nb nb nb
73 39 nb nb nb nb nb nb nb nb
74 40 nb nb nb nb nb nb nb nb
75 24 19 28 24 20 18 16 30 10
76 8a 13 20 16 15 13 23 nb 10
77 5 16 22 18 16 16 22 nb 10
78 23 18 23 16 20 16 26 26 10
79 pK 1 17 20 19 11 14 nb nb 10
80 pK 3 nb nb nb nb nb nb nb nb
81 pK'5 24 27 21 22 18 17 27 10
82 K1 M/1 19 20 17 16 14 nb nb 10
83 K1 M/3 10 18 15 10 10 nb nb 10
84 KI M/5 22 25 19 20 14 14 20 10

Skrét ,,nb” - nie badano
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Tabela 14: Antagonistyczne dziatanie badanych szczepow Bifidobacterium wzgledem bakterii wskaznikowych - podzial ze wzgledu na
wielko$¢ stref zahamowania wzrostu.

L

Strefy SZCZEPY WSKAZNIKOWE
Grupa | zahamowania | pscperichia | Shigella | Salmonella Stcaolz ?; io— }iztcec’;g gc:cot]; ;10;’;_ Campylo- bLacélc'ltZZt;
wzrostu [mm] coli sonnei enteritidis . bacter coli .
aureus faecalis acnes lactis

1 <10 4 0 6 12 5 0 0 80
g
2 11-15 24 5 23 33 40 12 2 0 g
i)
3 16-20 43 36 37 32 34 21 13 0 E
[¢”]
=
4 21-25 8 26 12 2 0 24 16 0 )
]
5 26-30 0 12 1 0 0 15 20 0 g
S
S
6 >31 0 0 0 0 0 5 14 0 S
§-

Suma przebadanych szczepow
Bifidobacterium 79 79 79 79 79 77 65 80




Antagonistyczne dziatanie szczepéw Bifidobacteriumwzgledem Escherichia coli
50
43 (54,4%)

40
£
=2
I}
& 30
Q
3 24 (30,4%),
=
o
2 20
Q
[}
N
o
N
[
§ 10 8(10,1%)
£ 4(51%)

0 0
0
<10 11-15 16-20 21-25 26-30 >31
Strefy zahamowania wzrostu[mm]

Strefa[mm]
Il <10
1 11-15
[ 16-20
= 21-25
I 26-30
 >31

Ryc. 20: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju

Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Escherichia coli.

Antagonistyczne dziatanie szczepdw Bifidobacteriumwzgledem Shigellasonnei
40

36 (45,6%)

35

30

26 (32,9%)
25

20
15

12 (15,2%)

10

Liczba szczepoéw Bifidobacterium

5 (6,3%)

<10 11-15 16-20 21-25 26-30 >31

Strefy zahamowaniawzrostu[mm]

Strefa[mm]

B <10
1 11-15
= 16-20
= 21-25
[ 26-30
B >31

Ryc. 21: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju

Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Shigella sonnei.
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Antagonistyczne dziatanie szczepéw Bifidobacteriumwzgledem S. enteritidis
40
37 (46,8%)

35 t
e 30
=2
I}
g 25t 23(29.1%)
Q
o
2
& 20 |
g
2 Strefa [mm]
g 12 (15,2%
S (15.2%) Bl <10
8 10t 1 11-15
_(;) 6 (7,6%) 1N 16-20

St 1= 21-25

1(1,3%) N 26-30
0
>
<10 11-15 16-20 21-25 26-30 >31 M- -3
Strefy zahamowania wzrostu[mm]

Ryc. 22: Drzialanie antagonistyczne badanych szczepow 2z rodzaju
Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Salmonella enteritidis.

Antagonistyczne dziatanie szczepdw Bifidobacteriumwzgledem S. aureus
40
35 t o
33(418%) 55 (40,5%)
e 30
2
k)
S 25t
Q
<}
2
o 20 ¢t
3
§ 15 | Strefa [mm)]
§ 12 (15,2%) Hl <10
S 10t = 11-15
g 1= 16-20
5 o
2 (2.5%) I 21-25
0 0 0 I 26-30
<10 11-15 16-20 21-25 26-30 >31 . -3
Strefy zahamowaniawzrostu[mm]

Ryc. 23: Drziatanie antagonistyczne badanych szczepow 2z rodzaju
Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Staphylococcus aureus.
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40

35
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15
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Liczba szczepdéw Bifidobacterium

Antagonistyczne dziatanie szczepéw Bifidobacterium wzgledemE. faecalis

6 (7,6%)

<10

I 21-25
0 0 0 I 26-30

40 (50,6%)

35 (44,3%)

Strefa [mm]

B <10
1 11-15
I 16-20

11-15  16-20  21-25  26-30 531 - >31

Strefy zahamowaniawzrostu [mm]

Ryc.

24: Drziatanie antagonistyczne badanych szczepéw z rodzaju
Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Enterococcus faecalis.

Antagonistyczne dziatanie szczepdw Bifidobacteriumwzgledem P. acnes
28
24 (31,2%)
24 t
5§ 0}
g
o
©
S 16} 15 (19,5%)
=2
':; 12 (15,6%)
.§_ 12 Strefa [mm]
<:, . Bl <10
[
s 3 11-15
N 5(7,7%)
£ . I 16-20
i I 21-25
0 0 NN 26-30
<10 11-15 16-20 21-25 26-30 >31 - 31
Strefy zahamowaniawzrostu[mm]
Ryc. 25: Dzialanie antagonistyczne badanych szczepdéw =z rodzaju

Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Propionibacterium acnes.
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Antagonistyczne dziatanie szczepéw Bifidobacterium wzgledem Campylobacter coli
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Ryec. 26: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju
Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Campylobacter coli.

Antagonistyczne dziatanie szczepow Bifidobacteriumwzgledem Lactobacillus lactis
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Ryc. 27: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju
Bifidobacterium wzgledem szczepu wskaznikowego Lactobacillus lactis.
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Ryec. 28: Dziatanie antagonistyczne poszczegodlnych szczepow z rodzaju Bifidobacterium, wchodzacych w sktad utworzonej kolekc;ji,

wzgledem o$miu szczepow bakterii wskaznikowych (E. coli, S. sonnei, S. enteritidis, S. aureus, E. faecalis, P. acnes, C. coli, L. lactis).

Stupki przedstawiajg sumy $rednic zahamowania wzrostu.
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Ryc. 29: Przyktad antagonistycznego
dziatania  szczepdw  Bifidobacterium
wzgledem FE. coli wykazany metoda
shupkowa.

Badane szczepy:

1-20219,2 - K1 59A, 3 - 30A

Ryc. 30: Przyktad antagonistycznego
dziatania  szczepdw  Bifidobacterium
wzgledem Shigella sonnei wykazany
metoda stupkows.

Badane szczepy:
1-40B,2-KI27A,3-B/K

Ryc. 31: Przyktad antagonistycznego
dziatania  szczepdw  Bifidobacterium

wzgledem Salmonella enteritidis
wykazany metodg stupkowa.
Badane szczepy:

1-KI136,2-KI138C, 3 - 11I/23/5a

Ryc. 32: Przyktad antagonistycznego
dziatania  szczepdw  Bifidobacterium
wzgledem Enterococcus faecalis
wykazany metodg stupkowa.

Badane szczepy:

1-L1I/5,2-40C, 3 -20B



Ryc. 33: Przyktad antagonistycznego
dziatania  szeczepow  Bifidobacterium
wzgledem  Staphylococcus — aureus

wykazany metoda stupkowa.
Badane szczepy:
1-36,2-KI135D,3-3/1

Ryc. 34: Przykltad antagonistycznego
dziatania  szczepow  Bifidobacterium
wzgledem  Propionibacteium  acnes
wykazany metoda stupkowa.

Badane szczepy:
1-2/3,2-K133C,3-9,4-KI59A

Ryec.
dziatania  szczepdw  Bifidobacterium
wzgledem Campylobacter coli wykazany
metoda stupkowa.

Badane szczepy:

1-37,2-KL 36A

35: Przyklad antagonistycznego
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Ryc. 36: Przyklad antagonistycznego
dziatania  szczepow  Bifidobacterium
wzgledem Lactobacillus lactis wykazany
metoda stupkowa.

Badane szczepy:

1-20456,2-7/4,3-34



VII. WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

VII. 1. WPROWADZENIE

Pierwszym etapem procesu kolonizacji organizmu gospodarza przez mikroorganizmy jest ich
przywarcie do nabtonka lub naskorka odpowiedniej niszy ekologicznej, w ktorej zaczng si¢
namnaza¢. Bakterie dostaja si¢ do organizmu czlowieka najczesciej przez drogi oddechowe, przewod
pokarmowy oraz drogi moczowo-plciowe, gdzie uzyskujagc kontakt z blonami $Sluzowymi
uruchamiajg szereg mechanizméw, wynikiem czego jest ich przylgnigcie, adhezja, kolonizacja, a
nawet inwazja w gtagb komorek [175].

Powierzchnia bakterii, dzigki swoim specyficznym wilasciwo$ciom wytworzonym w
ciggu ich rozwoju, stuzy jako organ, za pomoca ktorego bakterie moga lokalizowa¢ si¢ w
otaczajgcym je srodowisku. W przypadku bakterii wspotzyjacych z makroorganizmami, ich struktury
zewngtrzne shuza do zakotwiczania si¢ na powierzchniach ciata gospodarza w celu kolonizacji.
Proces ten, z kolei, moze prowadzi¢, albo do wytworzenia si¢ statej flory danej niszy ekologiczne;j,
albo bezposrednio do inwazji w glab ustroju, czyli do zakazenia. Zatem te same mechanizmy, w
ktorych uczestniczy powierzchnia bakterii, mogg prowadzi¢, zarowno do korzystnej dla gospodarza
kolonizacji, jak rowniez do niekorzystnego dlan zakazenia [5, 71].

Wiasciwosci powierzchniowe bakterii nie s3a jeszcze dokladnie poznane i dlatego w
pracach badawczych zwykle opisuje si¢ je w sposob czastkowy. Okresla si¢ kilka ré6znych cech
zwigzanych z powierzchnig 1 jej strukturami, takich jak: zdolno$¢ przylegania do komorek
gospodarza tzw. adherencja, tadunek powierzchni, struktur¢ morfologiczng lub antygeny
powierzchniowe [71, 176].

Uwaza si¢, ze adherencja bakterii do komorek ustroju gospodarza stanowi jeden z
wazniejszych elementéw opisu aktywno$ci powierzchniowej bakterii. Jest ona niezbednym,
pierwszym etapem procesu kolonizacji blon $luzowych, zaréwno bakterii patogennych, jak i tych
stanowiacych naturalng flore ludzkiego organizmu [71].

Pomimo wielu badan, mechanizm adherencji bakterii kolonizujacych blony §luzowe w
organizmie czlowieka, wciaz nie jest do konca poznany. Jak wykazano, adherencja determinowana
jest skomplikowanymi interakcjami pomiedzy hydrofobowoscia, sitami Van der Waals’a i
oddzialywaniami elektrostatycznymi [177, 178]. Obecnie przedstawia si¢ ja jako dwustopniowy
proces, w poczatkowym etapie oparty na niespecyficznych fizyko-chemicznych interakcjach
pomiedzy dwoma wzajemnie oddziatywujacymi na siebie powierzchniami komorek, a nastepnie
na specyficznym wiazaniu si¢ ich komponent powierzchniowych [179, 93].

Adherencja niespecyficzna definiowana jest jako interakcje wywotane przez wlasciwosci

powierzchniowe, takie jak: tadunek elektryczny, krzywizna powierzchni lub wolna energia
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powierzchni [180]. Przyktadem adherencji niespecyficznej jest adherencja Bifidobacterium do
powierzchni szkta [181]. Adherencja specyficzna zachodzi za$ dzigki komplementarnemu wigzaniu
si¢ adhezyn bakteryjnych (biatkowe lub niebiatkowe struktury) obecnych na powierzchni bakterii
z receptorami adhezyjnymi (peptydy lub glikopeptydy) obecnymi na komorkach gospodarza przy
pomocy réznego typu wigzan chemicznych, np. wigzan wodorowych, w obecnosci specyficznych
jonow [120, 180].

Poczatkowa, niespecyficzng adherencj¢ ttumaczy teoria stabilnosci koloidéw liofobowych
(teoria DLVO - Derjaguin - Landau - Verwey - Overbeek), opisujagca zmiany w wolnej energii
Gibbsa jako funkcji odleglosci pomiedzy dwoma, obdarzonymi tadunkiem elektrycznym
powierzchniami [178, 181, 182]. W momencie, gdy odleglto$§¢ oddziatywania pomigdzy tymi
powierzchniami obnizy si¢ do 1.5 nm moze nastgpi¢ wigzanie specyficzne. Wowczas adhezyny
znajdujace si¢ na powierzchni bakterii komplementarnie wigza si¢ z receptorami komorek
gospodarza. Mechanizm ten opisuje teoria ,,zamka 1 klucza”. Sita przylegania zalezy od liczby
powstatych wigzan, im jest ich wigcej, tym mniejsze prawdopodobienstwo, by ulegly zerwaniu w
tym samym czasie [70, 180].

W momencie, gdy bakteria przyczepi si¢ do podtoza, rozpoczyna si¢ wieloetapowy proces,
ktorego celem jest uformowanie kompleksu wspolnie adherujagcych mikroorganizmow, tzw.
biofilmu. Biofilm ogoélnie zdefiniowany jest jako warstwa prokariotycznych lub eukariotycznych
komorek, zakotwiczonych w powierzchni podioza i1 osadzonych w organicznej macierzy
pochodzenia biologicznego [182, 183]. W organizmie czlowieka to krytyczny element decydujacy o
zdrowiu lub chorobie, utworzony przez mikroorganizmy utozone w jednej lub wielu warstwach,
otoczone przez polisacharydy bakterii i macierzy zewnatrzkomorkowej gospodarza, przytwierdzone
stosunkowo mocno do powierzchni. Struktura biofilmu jest dynamiczna, a bakterie tworzace go
zyja w symbiozie, komunikujac si¢ migdzy soba i oddzialywujac na siebie w wyniku wielu
interakcji [70].

Badania nad budowg $ciany komorkowej bakterii z rodzaju Bifidobacterium wykazaly, ze
zawiera ona w swym skladzie kwas aspartanowy, glutaminowy oraz N-acetylomuraminowy, a
takze ornityne, seryne, alaning i N-acetylo-D-glukozamine (Ryc. 37) [34, 40]. Analiza kwasow
thuszczowych i fosfoglicerydéw nie ujawnila istotnych réznic pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami.
Istniejg natomiast gatunkowe roznice w sktadzie aminokwas6éw budujacych biatka powierzchniowe,
co moze by¢ pomocne w identyfikacji gatunkowej, jednakze gatunki blisko spokrewnione, np. B.
longum 1 B. infantis moga mie¢ takie same wigzania krzyzowe (ang. cross- links). Wykazano, ze
struktura antygenowa Bifidobacterium jest kompleksowa i wystepuje wysoki stopien specyficznosci
badanych szczepow w reakcjach aglutynacji. Antygeny biorace w tym udzial sg bardzo stabilne i

odporne na wysoka temperature [5].
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Ryc. 37: Struktura peptydoglikanu gatunku Bifidobacterium bifidum [34].

N-acetylo-D- Kwas N- N-acetylo- Kwas N-
glukozamina acetylomuraminowy D-glukozamina acetylomuraminowy
L-alanina L-alanina
D-kwas glutaminowy D-kwas glutaminowy
L-ofnityna L-ornityna
fm ) Lo
L-seryna L-seryna
Kwas |

L-aspartanowy

L-alanina L-alanina

Mozliwo$¢ oddziatywania bakterii z rodzaju Bifidobacterium jako probiotykow zwigzana jest
z ich zdolnoscia do adherowania do powierzchni nabtonkowych w organizmie cztowieka.
Adherencja ta moze by¢ skutkiem przylegania Bifidobacterium do $luzu wydzielanego przez
komoérki nablonkowe lub do nich samych [181].

Obecnie przeprowadzane sg badania adherencji Bifidobacterium w warunkach in vitro
z wykorzystaniem ustalonych linii komoérkowych. Najczeéciej w tym celu uzywa sie dwie, dobrze
scharakteryzowane, linie komoérkowe pochodzace z ludzkich nowotworéw okreznicy: komorki linii
Caco-2 charakteryzujace si¢ typowymi cechami dla kolonocytéw oraz komorki linii HT-29 bedace
bardzo dobrym modelem komorek kubkowatych [184].

Obserwacja w mikroskopie skaningowym wykazata, ze Bifidobacterium adheruje do
apikalnej powierzchni mikrokosmkéw rabka szczoteczkowego (ang. brush border) enterocytow linii
Caco-2 oraz do $luzu wydzielanego przez komorki linii HT-29-MTX, bedacych mutacjg linii HT-
29 stale produkujaca sluz. Adherencja ta jest niezalezna od obecnosci wapnia i jest kontrolowana
przez biatkowy czynnik stymulujgcy adherencje (ang. adhesion-promoting factor). Czynnik ten
wystepuje zardowno w komorkach bakteryjnych, jak i w supernatancie pochodzacym z hodowli
Bifidobacterium. Brak zdolnosci do adherowania niektorych szczepdw Bifidobacterium sugeruje,
ze czynnik stymulujacy adherencje nie wykazuje ekspresji u wszystkich szczepow tego
rodzaju [184, 185, 186].

Przeprowadzono bardzo wiele badan poswigconych charakterystyce adhezyn bakterii Gram-
ujemnych, w szczegdlnosci wystepujacych u gatunku E. coli, ktory jest odpowiedzialny za infekcje
drog moczowych. Okazato si¢, ze adhezyny to fimbrie, filamenty (ang. fuzzy layer), niefimbrialne
lektyny powierzchniowe (hemaglutyniny) oraz lektyny zewnatrzkomorkowe rozpoznajgce swoiste

cukry. Obecnos$¢ adhezyn na powierzchni komorki bakterii nadaje jej
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wysoka hydrofobowosc¢ [187]. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium pochodzace z naturalnej flory, np.
z przewodu pokarmowego, rowniez wykazuja wysoka hydrofobowos¢ powierzchni, co moze
wskazywacé, ze by¢ moze wykorzystuja te same mechanizmy do kolonizacji §luzowek co patogenne
bakterie Gram-ujemne. Uwaza si¢, ze bakterie z rodzaju Bifidobacterium moga przylega¢ do
ludzkich kolonocytow za pomocy struktur powierzchniowych zawierajacych kwasy teichowe i
lipoteichowe zwigzane z peptydoglikanem $ciany komorkowej [188]. Proces adherencji przebiega
stosunkowo szybko i jest zalezny od wielu parametrow, miedzy innymi od: czasu inkubacji bakterii
z komorkami docelowymi, liczby i fazy wzrostu badanych bakterii oraz sktadu i pH podloza

hodowlanego [186].

VIIL 2. MATERIALY I METODY

VILI. 2. 1. Bakterie

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium, pochodzity z wcze$niej przygotowanej i dokladnie
oznaczonej kolekcji bakterii przechowywanej na szklanych kulkach w bulionie BL z dodatkiem 15%
glicerolu w temperaturze -70°C. W celu przeprowadzenia badania szklane kulki (4-5) z
optaszczonym na nich szczepem przenoszono do 2 ml ptynnego podtoza BL, a naste¢pnie inkubowano
w 37°C przez 48 godz. W warunkach $cisle beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatow firmy

bioMérieux z generatorami gazu H, + CO; firmy Linegal Chemicals GmbH.

VIL 2. 2. Metody okreslania wlasciwosci powierzchniowych
a) Badanie hydrofobowosci powierzchni

a. 1) Test na autoaglutynacj¢

Test autoaglutynacji, wykorzystywany jako wstgpna miara hydrofobowos$ci powierzchni,
wykazywal zdolno$¢ badanych szczepow bakterii do taczenia si¢ ich komorek w §rodowisku soli
fizjologicznej. W celu przeprowadzenia testu, badane szczepy bakterii namnazano na stalym podtozu
BL inkubujac plytki w standardowych warunkach beztlenowych, w temp. 37°C przez 24 godz.
Nastepnie za pomocg kalibrowanej ezy pobierano 10 pl danego szczepu i zawieszano go w 100
ul soli fizjologicznej (0.9% NaCl) [POCH] wykorzystujac w tym celu szkietko podstawowe. Po
zawieszeniu bakterii w NaCl i odczekaniu okoto 30 sek. obserwowano wynik przeprowadzonej
proby. W przypadku, gdy zawiesina bakterii pozostata jednorodna, wynik traktowano jako ujemny
(-), natomiast gdy tworzyly si¢ widoczne, zar6wno gotym okiem, jak i w mikroskopie, agregaty
komorek bakteryjnych, wynik okres§lano za pomoca skali potilosciowej, od jednego (+) do trzech

(++).
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Skala wynikow:

- brak reakcji autoaglutynacji; jednorodna zawiesina bakterii

+ niewielka reakcja autoaglutynacji; pojedyncze, bardzo mate agregaty komorek
bakteryjnych

++ umiarkowana reakcja autoaglutynacji; stosunkowo duzo, matych agregatow komorek
bakteryjnych

+++ wyrazna reakcja autoaglutynacji; cata zawiesina bakterii §cieta w postaci duzych
agregatow

a. 2) Test agregacji w soli (SAT)

Test agregacji w soli SAT (ang. Salt-Aggregation Test) wykonano wedlug Jonsson’a i
wsp. (1984) [189], uwzgledniajac wtasna modyfikacje. Test ten wykazywat zdolno$¢ taczenia sie
komorek bakterii w roztworach siarczanu amonu. W celu przeprowadzenia testu, szczepy bakterii
namnazano na stalym podtozu BL inkubujac je w warunkach beztlenowych w temp. 37°C przez
24 godz. Nastepnie za pomoca kalibrowanej ezy pobierano 10 pl danego szczepu i zawieszano
go w 100 pl kolejnych wzrastajacych roztworéw siarczanu amonu [POCH] (0.02; 0.05; 0.5; 1.0;
2.0; 4.0 mol/l). Po wymieszaniu zawiesiny bakterii na szkielku podstawowym 1 odczekaniu
okoto 30 sek. obserwowano wynik przeprowadzonej proby. W przypadku, gdy zawiesina bakterii
pozostata jednorodna, wynik traktowano jako ujemny (-), natomiast gdy tworzyly si¢ widoczne,
zardOwno golym okiem, jak i w mikroskopie agregaty komorek bakteryjnych wynik okreslano jako
dodatni (+). Najnizsze st¢zenie siarczanu amonu powodujgce agregacje komorek badanego szczepu
podawano jako warto$¢ SAT [mol/l]. Przyjeto, ze szczepy wykazujace wartos¢ SAT<1 cechowaty
si¢ wysoka hydrofobowoscia powierzchni, podczas gdy hydrofobowos¢ szczepow o wartosci SAT>1

bylta znacznie mniejsza.

b) Badanie produkcji $luzu

W celu oznaczenia produkcji Sluzu (ang. slime) przez badane szczepy Bifidobacterium,
postuzono si¢ metoda Christensen’a i wsp. (1982, 1985) [190, 191]. Bakterie hodowano w
szklanych proboéwkach z 2 ml ptynnego podtoza BL w warunkach beztlenowych przez 24-48 godz.
Po zakonczonej inkubacji, jatowa pipeta, bez dotknigcia §cian probowki, odciggano podioze BL z
namnozong zawiesing bakterii, a nast¢pnie stopniowo, po $Sciankach, dodawano 1 ml 0.1%
safraniny [POCH]. Nastepnie, przez okoto 60 sek. delikatnie obracano probowke, po czym usuwano
barwny roztwor. Probowki stawiano do goéry dnem i pozostawiono na kilkanascie minut, az do
wyschnigcia w temperaturze pokojowej. Na S$ciankach obserwowano pojawienie si¢ rozowego
biofilmu, ktéry odzwierciedlat zdolno$¢ bakterii z rodzaju Bifidobacterium do tworzenia §luzu.

Ilo§¢ wydzielonego $luzu oceniono w skali potilosciowej od (-) do (++++).
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Skala wynikow:

- brak biofilmu na $ciankach probéwki; brak agregatow przyczepionych do szkta

+ minimalny biofilm na $ciankach probowki; niewielkie i w nieduzej ilosci agregaty
bakteryjne przyczepione do szkta

++ stosunkowo duzy biofilm na $ciankach probowki; niewielkie, ale liczne agregaty
bakteryjne przyczepione do szkta

+++ duzy biofilm na $ciankach probowki; duze i liczne agregaty bakteryjne przyczepione
do szkla

-+ bardzo duzy biofilm na $ciankach probowki; bardzo duze i liczne agregaty bakteryjne

przyczepione do szkta

¢) Badanie adherencji do linii komérkowych Caco-2 i HT-29
W celu oznaczenia stopnia przylegania (adherencji) szczepdw Bifidobacterium postuzono si¢
zmodyfikowang metoda Coconnier (1992, 1997) [163, 192].
Do doswiadczenia uzyto dwoéch linii komérkowych ludzkiego raka okreznicy: Caco-2 oraz
HT-29 o morfologii epitelialnej (pasaz 20-30), ktére otrzymano z niemieckiej kolekcji DSMZ -

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

Hodowla linii komérkowych HT-29 i Caco-2

Hodowlg¢ prowadzono z zastosowaniem podtoza Eagle’a (MEM) wzbogaconego dodatkiem
inaktywowanej, plodowej surowicy cielgcej FCS (ang. Faetal Calf Serum), 10% dla linii HT-29 i
20% dla linii Caco-2 oraz 2,5 pg/ml amfoterycyny B, 10 pg/ml neomycyny, 100 jm/ml penicyliny i
50 pg/ml streptomycyny. Wyjsciowa gesto$¢ hodowli wynosita 2x10* komorek/ml. Hodowle
prowadzono na jalowych szkietkach nakrywkowych w plastikowych ptytkach dwunastodotkowych,
w temp. 37°C w atmosferze o zwickszonej wilgotnosci zawierajacej 7.5% CO», zmieniajac podtoze
odzywcze co 48 godz. W zaleznosci od linii komoérkowej, zgodnie z zaleceniami literaturowymi,
ptytki  inkubowano przez 21 dni w przypadku HT-29 oraz 15 dni Caco-2, az do uzyskania

jednowarstwowej hodowli zréznicowanych komoérek (monolayer) [163, 192].

Przygotowanie badanych szczepow Bifidobacterium

Szczepy Bifidobacterium hodowano w probowkach z pltynnym podtozem BL, w
warunkach beztlenowych, w temp. 37°C przez 18 godz. Uzyskang zawiesing bakteryjng
doprowadzono do gestosci rzedu 1x10° j.t.k./ml (4 w skali McFarland’a) rozcieficzajac ja podiozem

BL. Nastegpnie 1ml przygotowanej hodowli dodawano do 1ml ptynu hodowlanego
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MEM z dodatkiem 10% FCS, uzyskujac koncowe stezenie bakterii okoto 5x10® j.t.k./ml, wyliczone

przy pomocy metody kolejnych rozcienczen dla przyktadowych szczepodw Bifidobacterium.

Przeprowadzenie testu

Szkielka z hodowlg linii komoérkowych znajdujace si¢ w plastikowych plytkach
dwunastodotkowych przemywano dwa razy PBS bez jonéw wapnia i magnezu. Nastgpnie do
kazdego dotka dodawano po 2 ml uprzednio przygotowanej zawiesiny bakteryjnej i inkubowano
razem w 37°C przez jedng godzing w atmosferze 7,5% CO», od czasu do czasu lekko poruszajac
ptytka. Po skonczonej inkubacji usuwano zawiesing bakteryjna, a dotki przeptukano pig¢ razy PBS
w celu pozbycia si¢ bakterii nie zwigzanych z tkankg. Cato$¢ utrwalano 3,7% formaldehydem przez
30 min., po czym ponownie przemywano PBS. Nast¢pnie szkietka barwiono fioletem
krystalicznym przez 3 min., doktadnie optukiwano 1 suszono. Po sporzgdzeniu
preparatow mikroskopowych adherencj¢ okreslono przy uzyciu mikroskopu S$wietlnego z
obiektywem immersyjnym x100 [Olympus].

Adherencje bakterii oceniono wedlug standardu wewngtrznego w skali potilosciowej od (-)
do (++++), odzwierciedlajac w ten sposob stopien nasilenia badanego zjawiska, dla trzech
mozliwych miejsc adherowania bakterii, to jest: wolnych przestrzeni pomigdzy naro$nigtymi
komorkami (szklo), brzegéw jednowarstwowej hodowli oraz jednowarstwowej hodowli
(monolayer). Dla kazdego preparatu zbierano wyniki z 20 losowo wybranych pol widzenia, a

nastepnie je usredniano.

Opis wyniku:

- brak lub minimalna ilo$¢ adherujacych bakterii w preparacie
+ pojedyncze i w niewielkiej ilosci komorki bakteryjne

++ stosunkowo liczne bakterie czasami tworzace mate agregaty
- liczne komorki bakteryjne zebrane w agregaty

-+ duze agregaty bakteryjne

Tabela 15: Legenda oceny stopnia przylegania bakterii z rodzaju Bifidobacterium do linii
komoérkowych Caco-2 i HT-29, utworzona wedlug standardu wewngtrznego.

Stopien adherencji Liczba komorek bakteryjnych w polu widzenia
- <10
+ 10-30
++ 30-50
+++ 50-100
++++ >100
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Odczynniki

1. Plodowa surowica cieleca (Faetal Calf Serum- FCS) [SIGMA]

2. Podloze Eagl’a 1959 na solach Earle’a z L-Glutaming i NaHCO; (Minimal Essential
Medium- MEM) [Biomed Lublin]

3. Trypsyna 0,25% [Biomed Lublin]

4. PBS (Phosphate Buffered Saline) buforowany roztwor soli fizjologicznej bez jonow wapnia

i magnezu [Biomed Lublin]

Penicylina, Streptomycyna, Neomycyna i Amfoterycyna B [SIGMA]

Alkohol etylowy 96% [Polmos]

Formaldehyd 3.7% [SIGMA]

Fiolet krystaliczny [Merck]

NaCl [POCH]

o © N W

VII. 3. WYNIKI WRAZ Z ICH OMOWIENIEM

Opisane powyzej badania nad wiasciwo$ciami powierzchniowymi bakterii z rodzaju
Bifidobacterium przeprowadzono na 84 szczepach pochodzacych z utworzonej kolekcji. Wyniki z
przeprowadzonych testow zamieszczono w zbiorczej tabeli (Tabela 16).

Z posrdd wszystkich przebadanych szczepow 19 posiadato zdolno$¢ do autoaglutynacji w
0.9% NaCl, co stanowito okoto 23% z badanej grupy bakterii.

Wykazano, ze az 27 szczepoéw (32,1%) posiadato wartos¢ SAT rowng 0.02 mol/l, 12
szczepow (14,3%) posiadato wartos¢ SAT réwng 0.05 mol/l, 9 szczepdéw (10,7%) posiadato
warto$§¢ SAT réwng 0.5 mol/l, 17 szczepdw (20,2%) posiadato wartos¢ SAT rowng 1.0 mol/l, 17
szczepow (20,2%) posiadato wartos¢ SAT rowna 2.0 mol/l 1 2 szczepy (2,4%) posiadaty wartos$¢
SAT réwna 4.0 mol/l. Wyniki przedstawiono przy pomocy zbiorczego wykresu (Ryc. 38).

Na 84 przebadane szczepy Bifidobacterium tylko dwa (2,4%) nie produkowaty $luzu, za$
pozostale 82 szczepy (87,6%) wydzielaty §luz w roznej ilosci, co zostalo ocenione przy pomocy
potilosciowej skali od (+) do (++++). Rozklad otrzymanych wynikéw wyglada nastepujaco: 16
(19,6%) z posrod badanych szczepdéw produkowato sluz w ilosci ocenionej na (+), 36 (42,8%) na
(+1), 24 (28,6%) na (+++) 1 6 (7,1%) na (++++). Wyniki przedstawiono na rycinie numer 39.

Oceniajac hydrofobowo$¢ powierzchni badanych szczepéw, w tym zdolno$¢ do
autoaglutynacji 1 agregacje w siarczanie amonu oraz ich zdolno$¢ do produkcji $luzu zauwazono
pewna istotng zgodno$¢, a mianowicie, ze szczepy Bifidobacterium, ktdre cechowaly sie
autoaglutynacja i zdecydowanie wysoka hydrofobowoscig, jednoczes$nie produkowaly najwicksze
ilosci §luzu, byly to miedzy innymi szczepy: 35, 36, 20213, L III/7, 20B i KI 26B. Odwrotnie,
szczepy Bifidobacterium, ktore cechowaly sie¢ brakiem autoaglutynacjii zdecydowanie

matg hydrofobowoscia, jednoczesnie nie produkowaty lub produkowaty
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w niewielkiej ilo$ci §luz. Byly to szczepy: K1 31B, K1 28a, Kl 59A, 20083, 111/23/5a, 111/23/5b,
K135D, K125A, K1 66C, K1 23E i K1 66C.

Do przeprowadzenia testu okreslajacego zdolno$¢ przylegania badanych szczepdw
Bifidobacterium uzyto czternastodniowej hodowli linii Caco-2 i dwudziestojednodniowej hodowli
linii HT-29. Hodowle te byly prowadzone przez tak dtugi okres czasu zgodnie zzaleceniami
literaturowymi tak, aby komorki obu badanych linii osiggnety pelne zrdéznicowanie i dojrzatosée
[163, 192]. Na podstawie obserwacji stwierdzono, ze do niektérych komorek wchodzacych w sktad
jednowarstwowej hodowli (monolayer), bakterie przylegatly w znacznie wigkszej liczbie, niz do
innych. Sugeruje to, ze adherencja moze zaleze¢ od ekspresji pewnych receptoréw
powierzchniowych obecnych na komorkach bedacych w  odpowiedniej fazie wzrostu i
zroéznicowania.

Zaobserwowano, ze wickszos¢ z badanych szczepow Bifidobacterium adherowalo, zar6wno
do szkta, jak i brzegow tkanek, a stopien tego zjawiska byt rézny w zaleznosci od badanego szczepu.
Ta stosunkowo czesto obserwowana zdolnos$¢ szczepow do przylegania do szkta moze sugerowac,
ze niekoniecznie badane zjawisko jest wynikiem specyficznego wigzania si¢ receptorow
bakteryjnych z receptorami komoérkowymi, a jedynie jest efektem bardzo silnych wlasciwosci
hydrofobowych badanych szczepow. Prawdopodobnie obserwowane zjawisko to tzw. adherencja
niespecyficzna. Z kolei, adherencja do jednowarstwowej hodowli badanych linii komérkowych byta
rzadziej spotykana i charakteryzowata si¢ mniejszym nasileniem.

Wyniki z przeprowadzonego testu okreslajacego zdolno$¢ przylegania szczepow
Bifidobacterium do obu badanych linii komoérkowych, oceniano przy pomocy skali potilo§ciowej od
(-) do (++++) i przedstawiono na wspolnym wykresie (Ryc. 40). Brak zdolnosci do przylegania do
linii Caco-2 wykazato dziewig¢ szczepdw Bifidobacterium (11,2%), za$ do linii HT-29 osiem
szczepow (10%). Adherencje oceniong na (+) do linii Caco-2 wykazalo 23 szczepy (28,7%), za$ do
linii HT-29 20 szczepow (25%). Adherencje oceniong na (++) do linii Caco-2 wykazato 19 szczepdéw
(23,7%), a z kolei do linii HT-29 25 szczepow (31,2%). Adherencje rzedu (+++) do linii Caco-2
wykazato 20 szczepow (25%), za$ do linii HT-29 17 szczepow (21,2%). Zdolno$¢ do przylegania do
linii Caco-2 oceniong na (++++) miato 9 szczepow (11,2%), za§ do linii HT-29 10 szczepdéw
(12,5%).

Na podstawie otrzymanych wynikow wykazano, ze adherencja badanych szczepow bakterii
do obu linii komérkowych: HT-29 i Caco-2 jest porownywalna. Jednakze, niektore szczepy, to jest.:
20670, B/K, 20B, 11/15/2, 11/23/2, K1 3/1, K1 6B, K1 57D, K1 39B, 38a, 34 i pK 5 przylegatly lepie;j
do linii Caco-2 niz do linii HT-29, natomiast inne szczepy, takie jak: 20219, K1 27A, Kl 31A, Kl
13D, KI36A, K136, K1 30A, 2/1, 38b, 36, 24, 5123, lepiej adherowaty do linii HT-29 niz do Caco-
2.
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Zauwazone roznice we wlasciwosciach determinujgcych adherencje do jednej z dwoch linii
komérkowych, moga sugerowaé wydzielenie si¢ w obrebie rodzaju Bifidobacterium epitopdw
charakteryzujacych si¢ swoistym powinowactwem do roznych komérek ludzkiego nabtonka
jelitowego.

Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikow podjeto probe okreslenia ogdlnej aktywnosci
powierzchniowej poszczegdlnych szczepdéw Bifidobacterium. W tym celu, wyniki potilosciowe
otrzymane z testow okreslajacych: autoaglutynacj¢, produkcje $luzu oraz przyleganie do linii
komorkowych Caco-2 i HT-29, zamieniono na dane ilo$ciowe. I tak, warto$¢ oznaczong jako minus
przyjeto traktowac jak 0, warto$¢ (+) jak 1, warto$¢ (++) jak 2, warto§¢ (+++) jak 3 oraz wartos$¢
(++++) jak 4. Nastgpnie, dla kazdego szczepu 2z osobna, zsumowano wyniki z
poszczegolnych testow, po czym, od otrzymanego wyniku odejmowano wartos¢ SAT uzyskang z
testu na wysalanie w roztworach siarczanu amonu. Otrzymany wynik koncowy okreslajacy ogolng
aktywno$¢ powierzchniowa danego szczepu przedstawiono na wspdlnym wykresie dla wszystkich
przebadanych bakterii, przy czym, pomini¢to te, dla ktorych nie posiadano kompletu wynikoéw ze
wszystkich przeprowadzonych testow (Ryc. 41).

Zauwazono pewng istotng zgodno$¢, a mianowicie, szczepy Bifidobacterium, ktore
cechowaly si¢ autoaglutynacja, wysoka hydrofobowoscia 1 duza produkcja $luzu, wyjatkowo
skutecznie przylegaty do badanych linii komorkowych. Najbardziej aktywne szczepy pod wzgledem
opisanych wtasciwosci, wyjatkowo skutecznie przylegajace do badanych linii tkankowych to
kolejno: 35, 36, K126B, L1I1/7,20456, K1 20D, K1 29E, 20213, 40B, K1 3/I, KI30C oraz I/15/2.
I odwrotnie, najmniej aktywne szczepy pod wzgledem opisanych wlasciwos$ci, nie posiadajace
zdolnos$ci adherowania do badanych linii komorkowych to kolejno: Kl 28a, K1 31B, Kl 35D, Kl
25A, K1 66A, 3/3, 20083, 111/23/5a, 111/23/5b, K1 13D, K1 66C,  KI 36.
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Tabela 16, czes¢ 1: Whasciwosci powierzchniowe szczepow Bifidobacterium, w tym: produkcja
$luzu (ang. slime), autoaglutynacja, agregacja w roztworach siarczanu amonu (warto$¢ SAT) oraz
adherencja do linii komorkowych Caco-2 1 HT-29.

Szczep PRODUKCJA AUTO- WARTOSC SAT ADHERENCJA
Nr Bifidobacterium (SSII:E\%E) Agkgjz- (1\1[1;43;/?10 ! Caco-2 | HT-29
1 20083 + - 2,00 + +
2 20104 +++ + 0,02 +++ +++
3 20213 +H+ + 0,02 -+ +++
4 20219 ++ - 1,00 + ++
5 20456 +++ + 0,02 - 4
6 20670 ++ - 0,50 +++ ++
7 L III/5 -+ - 0,05 +++ +++
8 L 11I/7 - + 0,02 -+ -
9 LIV ++ - 1,00 + +
10 B/K ++ - 0,02 +++ ++
11 40 B +++ + 0,02 +++ ++++
12 20B -+ + 0,02 +++ ++
13 3/1 +++ - 0,02 + +
14 33 B +++ - 0,05 ++ ++
15 7/4 + - 1,00 ++ ++
16 2/3 +++ - 0,02 +++ +++
17 39B +++ + 0,02 -+ +++
18 13/E/2 + - 1,00 ++ ++
19 30A +++ - 0,05 ++ ++
20 40 C + - 1,00 ++ ++
21 3 +++ - 0,50 ++ ++
22 1/15/2 +++ - 0,05 - -+
23 I11/15/2 ++ - 1,00 ++ +
24 111/23/5/a + - 2,00 + +
25| 1II/23/5/b + - 2,00 + +
26 V/23/1 ++ - 1,00 ++ ++
27 V/23/4 + - 1,00 + +
28 11/23/2 ++ - 0,50 +++ ++
29 KIK/1 +++ - 0,02 +++ +++
30 KIK/2 +++ - 0,02 -+ 4
31 K1 K/ 3 ++ - 0,02 ++ ++
32 K120D +++ + 0,02 - -
33 KI3/1 +++ + 0,02 - -
34 KI6B ++ - 2,00 ++ +
35 KI1 ++ - 0,50 + +
36 K127 A ++ - 1,00 + ++
37 K17 +++ - 0,05 ++ ++
38 K135D + - 2,00 - -
39 K130C ++ + 0,02 -+ -
40 K157D ++ - 0,05 ++ +
41 KI31 A ++ - 0,50 + ++
42 KI31B - - 2,00 - -




Tabela 16, czes¢ 2: Whasciwosci powierzchniowe szczepow Bifidobacterium, w tym: produkcja
$luzu, autoaglutynacja (ang. slime), agregacja w roztworach siarczanu amonu (warto$¢ SAT) oraz
adherencja do linii komorkowych Caco-2 1 HT-29.

Szczep PRODUKCJA AUTO- WARTOSC SAT ADHERENCJA
Nr Bifidobacterium (Sslljiﬁllzj) Agkg}:’ (1\1[1:1"3;/?]0 4 Caco-2 HT-29
43 KI33C ++ - 1,00 + +
44 KI2 A ++ - 1,00 + +
45 K129 E +++ + 0,02 -+ -
46 K138 C + - 1,00 ++ ++
47 K113 D ++ - 2,00 - +
48 Kl139B ++ - 1,00 + -
49 KI25A + - 2,00 - -
50 K136 A +++ - 2,00 + ++
51 K136 ++ - 2,00 - +
52 K126 B - + 0,02 - -
53 K130 A ++ - 2,00 + +++
54 K166 A + - 2,00 - -
55 K123 E + - 2,00 + +
56 K28 a + - 4,00 - -
57 KITB ++ - 0,50 ++ ++
58 K163 A +++ - 0,05 ++ ++
59 Kl 66 C + - 2,00 + +
60 K136 B ++ - 2,00 + +
61 K159 A + - 4,00 - -
62 2/1 ++ - 0,50 ++ +H++
63 3/3 ++ - 2,00 - -
64 37 + - 0,05 + ++
65 9 ++ - 2,00 + +
66 38 b ++ + 0,02 +++ ++
67 38a ++ - 0,02 + ++
68 34 ++ - 0,50 +++ ++
69 36 o ++ 0,02 +++ o+
70 35 ++++ ++ 0,02 -+ 4
71 13a ++ - 0,05 +++ +++
72 13b ++ - 0,05 nb nb
73 39 + - 1,00 + +
74 40 ++ - 0,05 +++ +++
75 24 +++ - 0,02 + +++
76 8a ++ - 0,05 +++ +++
77 5 ++ - 0,50 ++ +++
78 23 ++ + 0,02 +
79 pK 1 +++ + 0,02 -+ +++
80 pK 3 +++ + 0,02 -+ +++
81 pK 5 ++ - 1,00 ++ +
82 K1 M/1 +++ +++ 0,02 nb nb
83 K1 M/3 ++ - 1,00 nb nb
84 K1 M/5 ++ - 1,00 nb nb

Skroét ,,nb” - nie badano.
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Ryc. 38: Poréwnanie zdolnosci do agregacji w roztworach siarczanu amonu
(NH4)2SO4 badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium.
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Ryc. 39: Poréwnanie produkcji $luzu przez badane szczepy z rodzaju
Bifidobacterium.
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Ryec. 40: Porownanie zdolnos$ci do przylegania (adherencji) badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium do dwoch linii
komoérkowych: Caco-2 i HT-29.
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Aktywnosc¢ powierzchniowa

Zbiorcze przedstawienie aktywnosci powierzchniowej szczepow Bifidobacterium

18

Szczepy Bifidobacterium

Ryc. 41: Stopien aktywnos$ci powierzchniowej poszczegolnych szczepow Bifidobacterium, wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji.
Aktywno$¢ powierzchniows stanowila suma wynikow uzyskanych z przeprowadzonych testow: test na autoaglutynacje, test agregacji
w soli (SAT), produkcja §luzu, przyleganie do linii komoérkowych Caco-2 i HT-29.




Ryc. 42: Obraz mikroskopowy testu wykazujacego zdolno$¢ Dbakterii z rodzaju
Bifidobacterium do autoaglutynacji w 0,9% NacCl.

Preparaty wybarwione wedlug metody Grama, ogladane w mikroskopie $wietlnym
z obiektywem immersyjnym 100x [Olympus].

1 - brak autoaglutynacji, szczep wzorcowy B. adolescentis 20083 DSMZ,

2 - catkowita aglutynacja, widoczne duze agregaty komorek, szczep wzorcowy B. breve 20213
DSMZ.

] =

Ryc. 43: Przyktadowe wyniki z testu okreslajacego produkcje §luzu (ang. slime) przez
bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

1  brak biofilmu na $ciankach probowki; brak jakichkolwiek agregatow przyczepionych
do szkta (-); szczep K1 31B

2  minimalny biofilm na $ciankach probowki; niewielkie i w nieduzej ilosci agregaty
bakteryjne przyczepione do szkla (+); szczep B. adolescentis 20083 DSMZ

3  stosunkowo duzy biofilm na $ciankach probowki; niewielkie, ale w duzej ilosci agregaty
bakteryjne przyczepione do szkla (++); szczep wzorcowy B. longum 20219 DSMZ

4  bardzo duzy biofilm na $ciankach probowki; duze i liczne agregaty bakteryjne
przyczepione do szkta (+++); szczep wzorcowy B. bifidum 20456 DSMZ
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Ryc. 44: Przyleganie (adherencja) wybranych szczepow Bifidobacterium do linii
komoérkowych ludzkiego raka okreznicy o morfologii epitelialne;.

1 - szczep wzorcowy 20219 DSMZ przylegajacy do pojedynczej komorki linii HT-29.
2 - szczep K1 26B przylegajacy w postaci duzych agregatow do pojedynczej warstwy
(monolayer) linii komorkowej Caco-2.

Preparaty barwione wedlug metody Grama. Obraz otrzymany przy uzyciu mikroskopu
swietlnego firmy Olympus.
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VIII. WRAZLIWOSC BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM NA SOLE ZOLCI

VIII. 1. WPROWADZENIE

Kazdego dnia do ludzkiego organizmu dostajg si¢ wraz z pokarmem liczne drobnoustroje,
ktore w wigkszos$ci ging pod wplywem dziatania naturalnych, fizjologicznych barier obecnych w
przewodzie pokarmowym. Poszczegoélne odcinki przewodu pokarmowego czlowieka roznig si¢
pomigdzy soba m.in. kwasowoscig srodowiska. Najwyzsze stezenie kwasow wystepuje w zotadku,
gdzie pH moze osigga¢ wartos¢ nawet 1.5. Niskie pH soku zotadkowego oraz zawarte w nim enzymy
trawienne, przede wszystkim pepsyna, stanowig podstawowg bariere regulujaca ilosciowy sktad
obecnej tam mikroflory. Kazde ograniczenie wydzielania soku zotadkowego, czy jego neutralizacja
prowadzi natychmiast do iloSciowego wzrostu flory bakteryjnej, kolonizujacej nastepnie jelita
cztowieka [193].

Drugg, wazng bariere fizjologiczng stanowi tres¢ dwunastnicy wraz z eliminujacym wiele
bakterii dzialaniem soli kwasow zotciowych i enzymow trzustkowych. Stezenie soli kwasow
zotciowych w przewodzie pokarmowym waha si¢ w pewnym przedziale wartosci 1 zalezy przede
wszystkim od rodzaju diety. Zaraz po spozyciu positku, stezenie soli z6tci moze osiggaé poziom od
0,5% do 2,0% (5 - 20 g/1), a nastgpnie stopniowo opada [3, 194]. Pierwszym etapem powstawania
soli zolci w przewodzie pokarmowym czlowieka jest, wydzielanie przez komorki watrobowe
kwasow zolciowych w postaci zwigzanej z tauryng lub glicyna. Nastepnie w przewodach
zotciowych dochodzi do tworzenie odpowiednich soli po zwiazaniu si¢ tych kwasow z sodem lub
potasem. Sole kwasdéw zolciowych sg polarnymi pochodnymi cholesterolu. Zwigzki te s3 wysoce
efektywnymi detergentami, poniewaz ich czasteczki zawieraja zar6wno polarne, jak i niepolarne
rejony. Sole te, z ktorych najwazniejsza u cztowieka to glikocholan, stanowig gléwny sktadnik zotci
[194, 195].

Aby szczepy Bifidobacterium mogly skutecznie kolonizowac jelito czlowieka, musza by¢
oporne zar6wno na wysokie stezenia kwaséw zotadkowych, soli kwasow zotciowych, jak i soku
trzustkowego, a co za tym idzie, musza posiada¢ zdolno$¢ przezycia w niekorzystnych warunkach
przewodu pokarmowego. Tylko szczepy posiadajace wlasciwosci probiotyczne, sa w stanie
pokona¢ naturalne bariery i trwale skolonizowa¢ $luzéwke jelit [193, 196]

Szczepy Bifidobacterium izolowane zar6wno ze S$rodowiska zewnetrznego, jaki
z organizmu czlowieka, stosunkowo dobrze znosza niskie pH, poniewaz same bytujac w
kwasnym $rodowisku kwasoéw mlekowego i octowego wytworzyly mechanizmy przystosowawcze
[197].

Badania prowadzone przez Clark’a i wsp. na kilku gatunkach Bifidobacterium najczgsciej

izolowanych z przewodu pokarmowego cztowieka (B. infantis, B. adolescentis, B. bifidum
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i B. longum), wykazaty bardzo dobra przezywalno$¢ tych bakterii po trzygodzinnej inkubacji ~ w
37% kwasie solnym o wartosci pH 3 i 2, a nawet w przypadku gatunku B. longum 1 [127].

Wiadomo jest, ze pewne rodzaje bakterii, takie jak: Bifidobacterium, Bacteroides,
Fusobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Peptostreptococcus oraz Streptococcus, stanowiace
sktadnik naturalnej flory jelitowej, potrafig rozktada¢ sole kwasow zotciowych [36, 104].

Zdolno$¢ ta bakterie posiadajg dzicki wydzielaniu hydrolazy soli zotci (ang. Bile Salt
Hydrolase - BSH). Enzym ten katalizuje hydrolize glicyny i/lub tauryny z soli kwasow zotciowych.
Optimum dziatania BSH to pH o warto$ci 5-7 oraz temperatura 40°C. Rola tego enzymu nie jest
jeszcze dobrze poznana, ale prawdopodobnie bierze on udzial w podnoszeniu stopnia opornosci
bakterii na toksyczny poziom soli zotci obecnych w przewodzie pokarmowym czlowieka [198].

Badania przeprowadzone na ponad 300 szczepach bakterii kwasu mlekowego,
reprezentujacych gatunki kolonizujgce przewdd pokarmowy cziowieka, oraz izolowanych z
produktow mlecznych poddanych fermentacji, wykazaly obecno$§¢ BSH jedynie u szczepow
stanowigcych sktadnik naturalnej flory cztowieka [198].

Clark i wsp. wykazali, ze szczep B. longum przezywal w obecnosci 4% (40 g/l) soli zotci
[199]. Z kolei, Ibrahim i wsp. przebadali szczepy B. infantis, B. bifidum, B. breve i B. longum w
obecnosci 0,06% i 0,3% (0,6 g/l 1 3 g/l) soli zotci 1 wykazali w tych warunkach najwigksza
przezywalno$¢ gatunku B. infantis oraz najmniejsza przezywalnos¢ gatunku B. longum. W
badaniach tych wszystkie testowane szczepy charakteryzowaly si¢ oslabieniem wzrostu w
obecnosci soli zolci. Jednakze, po kilka krotnym pasazowaniu w §wiezym podtozu hodowlanym,

bez soli zotci, bakterie odzyskiwaty swoja aktywnos¢ [200].

VIIIL. 2. MATERIALY I METODYKA

VIIL 2. 1. Bakterie

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium pochodzity z wczeé$niej przygotowanej i dokladnie
oznaczonej kolekcji bakterii przechowywanych na szklanych kulkach w bulionie BL =z
dodatkiem 15% glicerolu w temp. -70°C. W celu przeprowadzenia badania szklane kulki (4-5) z
optaszczonym na nich szczepem przenoszono do 2 ml ptynnego podtoza BL, a nastepnie inkubowano
w 37°C przez 48 godz. W warunkach $ci$le beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatoéw firmy
bioMérieux z generatorami gazu H, + CO, firmy Linegal Chemicals GmbH. Odmrozone szczepy
Bifidibacterium oraz ich wzorce posiewano nastgpnie metoda redukcyjng na plytki ze stalym
podtozem BL i inkubowano w standardowych warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C
przez 48 godz. Uzyskane w ten sposob pojedyncze kolonie zawieszano w 1ml ptynnego podtoza

BL i inkubowano w tych samych warunkach przez 24 godz.
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VIIL. 2. 2. Oznaczanie opornosci na sole zokci

W celu oznaczenia opornosci badanych szczepow Bifidobacterium na sole zoétci postuzono
si¢ metodg Dashkevicz’a i Feighner’a [201]. Metoda ta polegata na dodaniu do agaru BL barwnika
wskaznikowego - purpury bromokrezolowej [POCH] w ilosci 0,17 g/l oraz soli zo6tci [Oxgal firmy
Difco] w pigciu kolejnych stezeniach: 1 g/, 2 g/1, 5 g/l, 10 g/l 1 20 g/l. Na tak przygotowane, stale
podioza BL posiewano metodg redukcyjng 100 pl hodowli badanych szczepoéw Bifidobacterium,
ktore nastgpnie inkubowano w standardowych warunkach beztlenowych przez 48 godz. Po
zakonczonej inkubacji kolonie szczepow Bifidobacterium oporne na dane st¢zenie soli zolci
nabieraty koloru jasno zottego, jak roéwniez podtoze wzrostowe zmienialo swoje zabarwienie z

fioletowego na zolte (Ryc. 58).

VIII. 3. WYNIKI WRAZ Z ICH OMOWIENIEM

Wykorzystujac metode Dashkevicz’a 1 Feighner’a [201] oznaczono opornosé¢
69 szczepow Bifidobacterium na sole zotci w piciu kolejnych stezeniach: 1, 2, 5, 10 1 20 g/l.
Zaproponowane stezenia miaty na celu odzwierciedlenie warunkow jakie panuja w przewodzie

pokarmowym cztowieka, w ktoérym to stezenie soli zotci waha sie¢ w pewnym przedziale
warto$ci. W pierwszej godzinie po positku moze osiaga¢ poziom od 5-20 g/l, a nastgpnie opada.

Jako wynik podawano najwyzsze stezenie soli zotci, nie powodujace zahamowania wzrostu
badanego szczepu bakterii, to znaczy takie, na ktore ten szczep byl oporny (Tabela 17).

Na podstawie otrzymanych wynikow (Ryc. 45) zauwazono, ze wiekszos¢, bo az 38 (55,1%)
z posrdd badanych szczepdéw, wykazywato oporno$¢ na najwyzsze (20 g/l), zzastowanych,
stezenie soli zotci. Wynik ten moze $wiadczy¢ o doskonatym przystosowaniu si¢ tych bakterii do
niesprzyjajacych warunkéw panujacych w ludzkim przewodzie pokarmowym. Pozostate wyniki
przeprowadzonego testu przedstawialy si¢ nastgpujaco: dla dwoch z posrod badanych szczepow
(2,9%) najwyzsze stezenie soli zotci nie powodujace zahamowania wzrostu wynosito zaledwie 1 g/1,
dla kolejnych szesciu szczepow (8,7%) 2 g/l, dla nastepnych siedmiu szczepow (10,1%) 5 g/l i dla
szesnastu szczepow (23,2%) 10 g/l.

W celu przedstawienia zdolnosci poszczegolnych szczepdw Bifidobacterium do przezycia
w badanych stezeniach soli zdkci, otrzymane wyniki przedstawiono na wspolnym wykresie (Ryec.
46). Szczepy, ktore przezywaly w najwyzszym z badanych stgzeniu (20 g/l) soli zotci to: 20104,
20219, L 1V, B/K, 40B, 20B, 33B, 40C, V/23/1, V/23/4, K1 K/1, K1 K/3, K1 3/1, Kl 35D, Kl 30C,
K1 57D, K1 2A, KI 29E, Kl 38a, K1 39B, Kl 26B, K1 30A, Kl 66A, K1 23E, Kl
28a, K1 63A, K1 36B, 37, 36, 35, 24, 8a, 5, pK Bifl, KI M/1, K1 M/2 oraz KI M/3. Z kolei, szczepy,
ktore przezywaly jedynie w najnizszym (1 g/l) z badanych stezen soli zotci to: 20083 oraz 20670.
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Tabela 17: Tabela przedstawiajaca warto$¢ najwyzszego z testowanych stezenia soli zotci [g/1],
nie powodujacego zahamowania wzrostu badanych szczepdw bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Szczep Sole zokci Szczep Sole zo6lci Szczep Sole zokci
Bifidobacterium [gN] Bifidobacterium [gN] Bifidobacterium [gN
20083 1 K/ 1 20 KI1B 10
20104 20 K/2 2 K163 A 20
20213 2 K/ 3 2 K166 C 10
20219 20 K120D 2 K136 B 20
20456 10 K1 3/1 20 K159 A 10
20670 1 Kil6B 5 2/1 nb
L III/5 10 Kl1 2 3/3 nb
L I11/7 nb K127 A 5 37 20
LIV 20 K17 10 9 5
B/K 20 KI135D 20 38a nb
40 B 20 K130C 20 38b nb
20B 20 K157D 20 34 20
3/1 nb K131 A 10 36 20
33B 20 K131 B 10 35 20
7/4 10 K133 C 10 13a nb
2/3 nb Ki2 A 20 13b nb
39B 5 K129 E 20 39 nb
13/E/2 10 K138 C 20 40 nb
30 A 10 KI113D nb 24 20
40 C 20 K139B 20 8a 20
3 10 K125 A 2 5 20
1/15/2 nb K136 A 5 23 10
111/15/2 10 K136 5 pK 1 20
111/23/5a 5 K126 B 20 pK 3 nb
111/23/5b 20 K130 A 20 pK 5 nb
V/23/1 20 K166 A 20 KIM/1 20
V/23/4 20 K123 E 20 KIM/3 20
11/23/2 10 K128 a 20 K1 M/5 20
Skrét ,,nb” - nie badano
Opornos¢ bakterii z rodzaju Bifidobacterium na sole z6fci
45
40 38(55.1%)
E 35
S 5
g E 30
o g stezenie
é ?N.; 20 soli
':; z 16 (23,2%) pdol (o]}
g5 15 [/
g : 10 —
_‘.: 6(8,7%) 7(10,1%) / 2
5 s 2 (2,9%) =
0 | B 10
Bl 20
1 2 5 10 20 [/
Stezenie soli zo6tci [g/1]

Ryc. 45: Opornos$¢ szczepdw Bifidobacterium na dziatanie soli kwasoéw zbtciowych
w nastepujacych stezeniach: 1, 2, 5, 10, 20 [g/1].
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IX. OPORNOSC BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM NA WYBRANE
ANTYBIOTYKI
IX.1. WPROWADZENIE

Wprowadzenie antybiotykow w latach czterdziestych XX wieku rozpoczgto nowa ere w
leczeniu zakazen, ktore do tego czasu stanowily najczestsza przyczyne zachorowan i
$Smiertelnosci [202].

Leki przeciwbakteryjne dzialajg przez hamowanie lub uszkadzanie procesow istotnych dla
zycia  drobnoustrojow, takich  jak: biosynteza  $ciany komorkowej  (B-laktamy i
glikopeptydy), synteza blony cytoplazmatycznej (polimyksyny), synteza biatek (makrolidy,
linkozaminy, chloramfenikol, tetracykliny, aminoglikozydy, mupirocyna) oraz synteza lub
metabolizm kwas6w nukleinowych (chinolony, rifampicyna, nitrofurany). Antybiotyki moga
rowniez modyfikowac metabolizm energetyczny komorki bakteryjnej (sulfonamidy, trimetoprim)
[202].

Istotg dziatania antybiotyku jest, jak wiadomo, jego selektywna toksyczno$¢, polegajaca na
uszkadzaniu proceséw zyciowych bakterii lub innych chorobotworczych mikroorganizmoéow przy
jednoczesnym braku wplywu na organizm gospodarza, w ktérym mikroorganizmy te bytuja.
Antybiotyk o takim dziataniu bylby lekiem idealnym, niestety, antybiotyki poza swoim dziataniem
na drobnoustroje patogenne wywieraja wielokierunkowy wpltyw na ustrdj cztowieka. Od lat znane
sa niepozadane dziatania powszechnie stosowanych antybiotykéw. Wszystkie antybiotyki,
szczegllnie te o szerokim zakresie dzialania, a takze leki przeciwnowotworowe zaburzaja
rownowage ekologiczng organizmu leczonego pacjenta poprzez niszczenie  fizjologicznej
mikroflory [67, 203].

W latach 70-tych sformutowano koncepcje tzw. wybidrczej dekontaminacji przewodu
pokarmowego, ktorej definicj¢ sprecyzowat van der Waaij i okreslit ja jako postepowanie majace na
celu podawanie antybiotykow powodujacych selektywne hamowanie wzrostu potencjalnie
patogennych  drobnoustrojow z pozostawieniem symbiotycznych, niechorobotwoérczych
mikroorganizmow i zachowaniem odpornosci kolonizacyjnej. Koncepcja ta okazata si¢ byc
niewykonalng w praktyce, gdyz wszystkie stosowane skojarzenia antybiotykow powodowaty
najpierw zniszczenie normalnej flory, a dopiero potem czynnikow patogennych [67].

Wplyw antybiotykow na normalng mikroflor¢ zalezy m.in. od zakresu ich dziatania i
stopnia wchlaniania, w mniejszym za$§ stopniu od drogi podania leku. Antybiotyki
B-laktamowe, w tym szczeg6lnie ampicylina oraz niektore cefalosporyny wywieraja szczeg6lnie
silny wptyw supresyjny na flore jelit. Z kolei makrolidy i tetracykliny w mniejszym stopniu wptywaja
na mikroflore przewodu pokarmowego, jedynie klindamycyna silnie redukuje populacje bakterii

beztlenowych. Chinolony redukuja gtéwnie populacje bakterii zrodziny
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Entrobacteriaceae, ale wykazuja niewielki wptyw na bakterie beztlenowe. Stwierdzono,
ze nawet antybiotyki podawane pozajelitowo mogg silnie redukowac florg jelit [67].

Opornos¢ bakterii z rodzaju Bifidobacterium na antybiotyki jest szczeg6lnie interesujaca nie
ze wzgledu na patogenno$¢ tych mikroorganizmow, ale ze wzgledu na poznanie zmian, jakie moga
zaj$¢ w mikroflorze przewodu pokarmowego po zastosowaniu antybiotykoterapii. Wiadomo jest,
ze w przypadku prawidlowo rozwinigtej normalnej mikroflory, nawet bardzo duza liczba
drobnoustrojow chorobotwdrczych moze nie doprowadzi¢ do zakazenia i pelnego rozwoju choroby.
Jezeli jednak w wyniku antybiotykoterapii lokalna mikroflora jest zredukowana lub ostabiona, to
nawet niewielka liczba bakterii patogennych moze spowodowac¢ zakazenie i rozwoj choroby [67,
203]. Poniewaz bakterie nalezace do rodzaju Bifidobacterium stanowiag jeden z  glownych
sktadnikow naturalnej mikroflory jelitowej czlowieka, to wyeliminowanie rodzaju tak
istotnego dla prawidtowego funkcjonowania organizmu, moze spowodowac skolonizowanie jelit
przez gatunki patogenne, a takze konsekwencje wynikajace z braku Bifidobacterium, np.
zmnigjszenie ilos¢ krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (mastowy, propionowy)
syntetyzowanych przez te bakterie, a potrzebnych dla prawidtowego funkcjonowania kolonocytow
[60, 203, 204].

Drugg istotng korzy$cia wynikajacag z poznania lekoopornosci Bifidobacterium na
chemioterapeutyki, jest mozliwo$¢ ich wykorzystania przy opracowywaniu nowych wybiorczo-
namnazajacych podlozy wzrostowych, ktére mogtyby by¢ wykorzystane do izolacji tych bakterii z
materialow biologicznych, z produktow mlecznych lub farmaceutycznych [120].

Niedawno zaproponowanym podtozem hodowlanym dla bakterii z rodzaju Bifidobacterium
jest agar Wilkins-Chalgren zawierajacy w swoim sktadzie 100 mg/l mupirocyny. Twoércy tego
podtoza zapewniaja, ze jest ono wysoce selektywne i umozliwia wzrost wszystkich powszechnie
wystepujacych gatunkow Bifidobacterium, hamujac jednocze$nie wzrost innych rodzajow bakterii
[133].

Wedtug danych literaturowych caty rodzaj Bifidobacterium jest wrazliwy na penicyling G,
erytromycyne, ampicyling, bacytracyne, klindamycyng, wankomycyng, linkomycyne,
oleandomycyng, chloramfenikol i nitrofurantoing. Bakterie te sa oporne na neomycyne,
streptomycyng, gentamycyng, kanamycyneg, polymyksyne B, kwas nalidyksowy i,
w przeciwienstwie do innych bakterii beztlenowych, na metronidazol [2, 203, 205].

Mechanizm dziatania antybiotykow na rodzaj Bifidobacterium badali Molenkamp i
Veerkamp (1976). Naukowcy ci wykazali, ze wstrzymanie syntezy peptydoglikanu przez antybiotyki
takie jak: penicylina G, wankomycyna, D-cykloseryna i bacytracyna, powoduje zmniejszenie
zawartos$ci glicyny zar6wno w biatkach blony zewngtrzne, jak i w biatkach wewnatrzkomorkowych.

Réwnoczesnie z tym nastepuje wzrost ilosci kwasow thuszczowych
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w blonie komoérkowej z jednoczesnym ich uwalnianiem. To zakldcenie réwnowagi pomigdzy
stosunkiem lipidow do biatek w btonach komérkowych moze mie¢ odbicie w zmianie morfologii
komorki [205].

Do okreslenia wrazliwos$ci bakterii na chemioterapeutyki mozna wykorzysta¢ rozne metody
i techniki, min.: metody rozcienczeniowe w podtozu statym lub ptynnym, metody dyfuzyjne, metody
przesiewowe lub metody specjalne [150].

Metoda dyfuzji w agarze (technika Kirby’ego i Bauera) z uzyciem krazkow bibutowych
nasyconych chemioterapeutykami w stezeniach, jakie one osiagaja w surowicy, jest powszechnie
stosowana w laboratoriach w celach badawczych lub specjalistycznych. Metoda ta podlega pelnej
standaryzacji. W metodzie tej antybiotyki dyfunduja z krazkéw bibutowych w glab statego podtoza
wzrostowego, uprzednio posianego badanym szczepem bakterii. Na podstawie wielkosci stref
zahamowania wzrostu bakterii okresla si¢ ich wrazliwo$¢ na dane chemioterapeutyki, postugujac si¢
odpowiednimi wartosciami standardowymi. Stosowane sg dwa standardy interpretacyjne wg ICS
(International Collaborative Study) lub wg NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards). Wyniki badania przedstawiane sg jako$ciowo przez okreslenie: szczep wrazliwy, Srednio

wrazliwy, oporny [150, 128].

IX. 2. MATERIALY I METODYKA

IX. 2. 1. Bakterie

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium, pochodzity z wczesniej przygotowanej i doktadnie
oznaczonej kolekcji szczepéw przechowywanych na szklanych kulkach w bulionie BL z
dodatkiem 15% glicerolu w temp. -70°C. W celu przeprowadzenia badania, szklane kulki (4-5) z
optaszczonym na nich szczepem przenoszono do 2 ml pltynnego podtoza BL, a nastepnie inkubowano
w 37°C przez 48 godz. w warunkach $cisle beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatéw firmy

bioM¢éricux z generatorami gazu H, + CO; firmy Linegal Chemicals GmbH.

IX. 2. 2. Oznaczanie opornosci na antybiotyki metoda dyfuzyji krazkowej

Odmrozone szczepy Bifidibacterium oraz ich wzorce posiewano metodg redukcyjng na ptytki
ze statym podlozem BL, a nast¢pnie inkubowano w standardowych warunkach beztlenowych w
temperaturze 37°C przez 48 godz. Uzyskane w ten sposob pojedyncze kolonie zawieszano w 1ml
ptynnego podioza BL i inkubowano w tych samych warunkach przez 24 godz. Nastepnie przy
wykorzystaniu soli fizjologicznej doprowadzano ggstos¢ hodowli do 0.5 wedtug skali McFarland’a.
Tak przygotowane zawiesiny bakteryjne rozprowadzano przy uzyciu jalowego wacika po calej
powierzchni uprzednio przygotowanych ptytek ze staltym podtozem BL w objetosci 20 ml. Na
ptytki nakladano krazki nasycone antybiotykami (4 krazki na ptytke), a nastgpnie inkubowano w

warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C przez 18 - 24 godz.
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Po zakonczeniu inkubacji mierzono wielko$¢ stref zahamowania wzrostu bakterii,
powstatych wokol krazkéw z testowanym antybiotykiem. Srednice stref podawano w

milimetrach [mm], uwzgledniajgc rowniez $rednice kragzka rowng 6 mm.

Zastosowane krazki antybiotykowe [Oxoid]:
1. CN 10 (Gentamycyna 10ug)

VA 30 (Wankomycyna 30ug)

E 15 (Erytromycyna 15ug)

P 10 (Penicylina G 10pg)

MUP 5 (Mupirocyna 5ug)

SXT 25 (Kotrymoksazol 25ug)

CIP 5 (Ciprofloksacyna 5ug)

CXM 30 (Cefuroksym 30ug)

S A U

IX. 3. WYNIKI WRAZ Z ICH Z OMOWIENIEM

Wykorzystujagc metode dyfuzji krazkowej przebadano oporno$¢ 79 szczepow
Bifidobacterium pochodzacych z utworzonej kolekcji, wzgledem o$miu wybranych antybiotykow.
Uzyskane wyniki podawano w milimetrach, mierzac wielko$¢ $rednicy strefy zahamowania wzrostu
badanego szczepu powstatej pod wplywem dzialania danego antybiotyku (Tabela 18).

Z powodu braku norm okreslajacych lekooporno$¢ rodzaju Bifidobacterium, na
testowane antybiotyki, uzyskanych wynikow nie mozna bylo poddaé kategoryzacji.

W celu przeanalizowania otrzymanych wynikow, utworzono zatem osiem przedzialow ze
wzgledu na wielko$¢ powstalej strefy zahamowania wzrostu szczepow Bifidobacterium: <7 mm, 7-
14 mm, 15-22 mm, 23-30 mm, 31-38 mm, 39-46 mm, 47-54 mm i >54 mm. Uzyskane dla
poszczegblnych szczepéw wyniki przyporzadkowywano do jednego z o$miu przedzialow, a
nastgpnie przedstawiono je w formie zbiorczej tabeli (Tabela 19) oraz wykresow obrazujacych
dziatanie wybranych chemioterapeutykow na przebadane szczepy (Ryc. 47-54).

Analizujac utworzone wykresy stwierdzono, ze dziatanie penicyliny G (10pg), erytromycyny
(15pg) i cefuroksymu (30ug) na Bifidobacterium byto stosunkowo zblizone do siebie. Antybiotyki
te powodowaly najczgsciej powstanie strefy zahamowania wzrostu, ktorej sSrednica miescita  si¢
w przedziale warto$ci 15-54 mm. Z kolei gentamycyna (30pg)i ciprofloksacyna (5ug)
dawaty strefy zahamowania wzrostu szczepow Bifidobacterium o $rednicy réwnej 7-14 mm.
Dziatanie wankomycyny (30pg) na przebadany zestaw bakterii najczesciej powodowato tworzenie

strefy zahamowania wzrostu mieszcacej si¢ w jednym
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z dwoch przedziatow: <7 mm lub 23-30 mm. Mupirocyna (5ug) i kotrymoksazol (25ug) praktycznie
nie tworzyty stref zahamowania wzrostu (strefa <7mm).

Okreslono takze procentowy udzial szczepow Bifidobacterium, ktore na skutek dziatania
poszczegolnych testowanych antybiotykow, charakteryzowaty si¢ powstaniem strefy zahamowania
wzrostu wokot krazka nasyconego antybiotykiem o $rednicy wigkszej lub rownej 7 mm lub nie
tworzyly strefy zahamowania wzrostu o $rednicy strefy mniejszej od 7 mm. Rozktad otrzymanych
wynikow przedstwiono na rycinie numer 55.

W dalszej analizie pominieto wyniki, w ktérych strefa zahamowania wzrostu byla mniejsza
lub réwna od 7 mm i przeprowadzono analize statystyczng zakresu hamujacego dziatania
testowanych antybiotykow wzgledem szczepow Bifidobacterium. Na rycinie numer 56
przedstawiono warto$ci: mediany, dolnych i gérnych kwartyli oraz maksima i minima wartoS$ci
nieodstajacych dla poszczegdlnych antybiotykow, wyliczone z wartosci srednic stref zahamowania
wzrostu szczepdw Bifidobacterium.

W celu przedstawienia dziatania testowanych antybiotykdw na poszczegdlne szczepy
Bifidobacterium, wchodzace w sktad utworzonej kolekcji, otrzymane wyniki, w postaci wartosci
$rednic zahamowania wzrostu, zsumowano i przedstawiono na wspolnym wykresie (Ryc. 57), przy
czym pominigto te szczepy, dla ktérych nie posiadano kompletu danych. Szczepy charakteryzujace
si¢ najwigkszg strefa zahamowania wzrostu na skutek dziatania badanych antybiotykow to: 20456,
L III/5, 40C, 3, 39 oraz 40. Szczepy wykazujace najmniejsze strefy zahamowania wzrostu pod

wplywem dziatania badanych antybiotykow to: L I11/7, K1 28a, 30A, KI26B, K131A oraz 13a.

105



Tabela 18, czes¢ 1: Opornos¢ badanych szczepow Bifidobacterium na wybrane antybiotyki,
wykazana za pomocg metody dyfuzji kragzkowej Kirby’ego i Bauera.

Wyniki podano w milimetrach [mm], mierzac wielko$¢ Srednicy zahamowania wzrostu szczepow
Bifidobacterium, z uwzglednieniem $rednic kragzkoéw nasyconych antybiotykami (6mm).

Uzyte antybiotyki

szczep Kotrymo Peni- Cefuro- Ciproflo- Wanko- Mupiro- Genta- Erytro-
Nr Bifido- -ksazol cylinaG ksym ksacyna mycyna cyna mycyna mycyna
bacterium 25pug 10pg 30ug Sug 30ug Spg 10pg 15pg
1 20083 6 44 44 26 26 6 7 46
2 20104 6 44 40 15 28 6 6 32
3 20213 6 46 23 11 30 6 12 54
4 20219 6 46 28 14 30 6 15 58
5 20456 8 50 50 38 6 30 6 14
6 20670 6 30 38 12 32 6 8 50
7 L 111/5 16 48 46 30 30 6 30 50
8 L 1I1/7 6 18 12 6 6 11 13 23
9 LIV 6 25 20 16 6 12 10 28
10 B/K 6 38 27 13 30 6 19 48
11 40 B 6 15 25 6 6 12 8 25
12 20B 6 22 6 12 13 22 9 24
13 3/1 6 24 8 13 14 6 7 22
14 33 B 6 40 40 13 28 6 9 54
15 7/4 9 30 30 13 32 6 9 40
16 2/3 6 33 27 13 23 6 8 37
17 39B 6 35 32 14 25 6 10 36
18 13/E/2 6 40 18 14 28 6 14 50
19 30A 6 21 6 11 14 6 6 23
20 40 C 8 60 42 24 46 6 20 50
21 3 20 43 40 17 33 6 15 60
22 I/15/2 6 36 28 18 27 6 16 40
23| 1I/15/2 10 25 20 14 22 6 7 30
24| 1II/23/5a 6 32 28 13 25 6 9 40
25| 1I1/23/5b 9 35 35 20 23 6 10 36
26| V/23/1 6 30 18 17 6 15 15 33
27| V/23/4 23 40 29 15 30 6 12 40
28| 11/23/2 6 30 19 12 24 6 10 36
291 KIK/1 6 23 27 6 6 6 13 30
30] KIK2 6 23 13 17 30 6 16 27
31 K1 K/3 6 30 26 8 22 6 8 35
321 KI20D 6 20 27 6 6 13 14 27
33 K13/1 6 50 27 6 6 12 12 30
34] KI6B 10 46 46 19 29 6 6 44
35 Kl1 6 44 38 10 32 6 11 52
36| KI27A 6 30 30 14 24 6 8 37
37 K17 6 38 34 17 26 6 9 42
38| KI35D 15 40 36 12 30 6 14 44
391 KI30C 6 29 29 28 19 6 23 10
40| KI57D 6 24 25 17 31 6 17 28
41] KI31A 6 20 20 13 15 6 6 9
421 KI31B 6 32 27 15 24 6 9 38

Skrét ,,nb” - nie badano
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Tabela 18, czegs¢ 2: Opornos¢ badanych szczepow Bifidobacterium na wybrane antybiotyki,
wykazana za pomoca metody dyfuzji krazkowej Kirby’ego i Bauera.

Wyniki podano w milimetrach [mm], mierzac wielko$¢ Srednicy zahamowania wzrostu szczepow
Bifidobacterium, z uwzglednieniem $rednic kragzkow nasyconych antybiotykami (6mm).

Uzyte antybiotyki

szczep Kotrymo Peni- Cefuro- Ciproflo- Wanko- Mupiro- Genta- Erytro-
Nr Bifido- -ksazol cylina G ksym ksacyna mycyna cyna mycyna mycyna
bacterium 25ug 10ug 30ug Sug 30ug Sug 10ug 15ug
43| KI33C 6 19 20 6 6 10 7 28
44 KI2 A 6 22 8 13 14 23 6 22
45| KI29E 6 45 35 13 32 6 15 47
46| KI38C 6 21 24 6 6 15 10 30
471 K113D 6 20 27 6 6 15 13 28
48] KI39B 6 40 34 11 26 6 16 42
49| KI25A 6 44 40 11 32 6 10 50
501 KI36A 10 34 32 13 25 6 14 36
51 K136 14 40 38 16 19 6 7 32
52| KI26B 6 18 13 8 6 6 11 27
531 KI30A 6 48 36 12 32 6 24 54
54 K1 66A 12 36 32 18 26 6 12 40
551 KI23E 6 40 30 6 27 6 12 50
56| Kl28a 6 23 10 14 15 6 6 9
57 KI1B 6 24 35 16 31 6 30 48
581 K163 A 6 22 35 6 6 14 16 30
591 Kl66C 6 40 46 22 36 8 13 48
60] KI36B 22 45 33 15 32 6 6 51
611 KIS5S9A 6 20 30 6 6 12 12 28
62 2/1 nb nb nb nb nb nb nb nb
63 3/3 nb nb nb nb nb nb nb nb
64 37 24 28 22 32 26 6 13 42
65 9 6 20 20 6 6 13 10 27
66 38 a 6 27 22 18 6 17 10 32
67 38D 6 18 17 7 6 12 9 28
68 34 13 30 20 13 23 6 10 33
69 36 6 22 28 6 6 12 13 27
70 35 6 44 44 11 24 6 9 40
71 13 a 6 18 6 10 12 6 8 21
72 13b nb nb nb nb nb nb nb nb
73 39 6 60 44 50 35 6 32 58
74 40 6 66 46 54 36 9 35 60
75 24 23 32 34 11 24 6 6 45
76 8a 6 40 36 21 24 6 9 37
77 5 6 35 25 11 6 20 18 30
78 23 22 30 25 14 28 6 11 39
79 pK'1 6 37 16 14 25 6 14 42
80 pK 3 nb nb nb nb nb nb nb nb
81 pK'5 nb nb nb nb nb nb nb nb
82 KIM/1 26 22 38 8 6 7 16 37
83 KIM/3 25 40 38 22 25 7 8 40
841 KIM/5 6 36 35 12 27 6 13 39

Skrét ,,nb” - nie badano
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Tabela 19: Dzialanie o$miu wybranych antybiotykow na szczepy Bifidobacterium - podzial ze wzgledu na wielkos¢ srednicy strefy
zahamowania wzrostu.

Srednica strefy UZYTE ANTYBIOTYKI
Grupa Zahan}towama Penicylina G rl;:l;};;l:; Cefuroksym Ig;:;;l; iisl::;,i::‘- ‘nhl];:;(l?; Mupirocyna K;:zg;:]o_
warostu [mm] 10ug 15ug 30ug 10pg Sug 30pg SHe 25ug
1 <7 0 0 3 9 12 20 56 59
2 7-14 0 4 6 51 38 5 15 10
3 )
15-22 18 3 13 13 20 6 6 5 g
i)
4 23-30 19 21 24 4 4 34 2 5 E
[¢”]
=
5 31-38 14 15 20 2 2 13 0 0 2‘
&
6 39-46 21 17 12 0 1 1 0 0 E&.ﬁ
S
S
7 47-54 4 15 1 0 2 0 0 0 S
E-
8 >54 3 4 0 0 0 0 0 0 g
Suma przebadanych
SZCzepOw 79 79 79 79 79 79 79 79
Bifidobacterium




Dziatanie penicyliny G (10 pl) na Bifidobacterium
24
21(26%)
70 19 (’)A’nD )
18 (22,89
1S
=
8 16}
[$)
®©
o) strefa [mm]
he)
hg 12 ¢ <7
2 1 714
3 8t I 15-22
§ [ 23-30
N o,
S 4l 4(5,1%) 7 31-38
I 39-46
0 0 0 I 47-54
<7  7-14 15-22 23-30 31-38 39-46 47-54 >54 I >54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 47: Dziatanie penicyliny G (10 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie erytromycyny (15 pl) na Bifidobacterium
24
21 (26,6%)
20
1S 17 (21,5%)
=
% 16 15(19,0% 15 (19,0%)
8 strefa [mm]
g
hg 12 <7
2 I 714
g 8 I 15-22
= 3 23-30
N 0, 0,
S 4(5.0%) 3 (3.8%] 4 (5,0%) ] 31-38
I 39-46
0 I 47-54
<7 7-14 1522 23-30 31-38 39-46 47-54 >54 - ~54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 48: Dziatanie erytromycyny (15 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
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Dziatanie cefuroksymu (30 pl) na Bifidobacterium

28
24 (30,4%)
24 |
20(25,3%)
§ 20
g
@
g 16} strefa [mm]
he!
”2 i 12(15,2%) B <7
2 I/ 714
S M 15-22
= 8¢ 0 23-30
g A ] 31-38
| I 39-46
1(1,3%
. (1-3%) ) 47-54
<7 714 1522 23-30 31-3839-46 4754  >54 - >54

$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 49: Dziatanie cefuroksymu (30 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie gentamycyny (10 pl)) na Bifidobacterium
60
51(64,5%)
50 t
€
2
8 40t
[$]
(%]
) strefa [mm]
el
= 30t
m
E <7
g i 714
S 20 I 15-22
(2]
8 13 (16,4%) [ 23-30
g’ 10 } 9 (11,4% [ 31-38
4(51%) I 39-46
0 0 0 I 47-54
<7 7-14  15-2223-30 31-38 39-46 47-54 >54 I >54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 50: Dziatanie gentamycyny (10 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
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Wptyw ciprofloksacyny (5 pl)) na Bifidobacterium
45
40 38(48,1%)
35}
1S
=
8 30}
g strefa [mm]
8 25}
m 20(25,3%
% 20| ( ) B <7
g 1 714
g 15t I 15-22
= 0 23-30
~ 10}
< [ 31-38
51 4(5,1%) - I 39-46
) 1(1,3%) 2 (2.5%) e
o I 47-
<7 714 1522 2330 31-3839-46 47-54  >54 - >54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 51: Dziatanie ciprofloksacyny (5 ul) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie wankomycyny (30 pl) na Bifidobacterium
40
35 | 34(43,0%)
e 30}
2
I}
§ 25t strefa [mm]
§ 20(25,3%)
§ 20 } <7
0
<3 I 7-14
o 15¢ 13(16.4%
g o I 15-22
8 10} [ 23-30
g 6 (7,6%) [ 31-38
5 N 39-46
o 1013%) 0 I 47-54
<7 714 1522 23-30 31-38 39-46 47-54 >54 I >54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 52: Dziatanie wankomycyny (30 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

111



Dziatanie mupirocyny (5 pl) na Bifidobacterium
60
56(70,9%)
50
1S
=
& 40
[$)
®
o) strefa [mm]
he)
g % . >
2 1 714
g 20 I 15-22
w 15(19,0%)
§ [ 23-30
S 10 [ 31-38
6 (7.6%) M 39-46
2(2,5%
@ @.5%) 0 0 0 I 47-54
<7 7-14 15-2223-30 31-38 39-46 47-54 >54 I >54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 53: Dziatanie mupirocyny (5 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie kotrymoksazolu (25 pl) na Bifidobacterium
70
60 59 (74,7%)
5 50
8
S}
g 0
4
é strefa [mm]
o7} <7
£ 30
2 I 714
§ ” I 1522
8 [ 23-30
N
£ 10 10 (12,6%) [ 31-38
5(6,3%) 5 (6,3%) I 39-46
0 0 0 0 I 47-54
0
<7 7-14 15-22 23-30 31-38 39-46 47-54 >54 - 54
$rednica strefy zahamowania wzrostu [mm]

Ryc. 54: Dziatanie kotrymoksazolu (25 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
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Dziatanie testowanych antybiotykéw na szczepy Bifidobacterium

100% 100%

100 96,2%
88,6%
84,8%
80 74,7% 74,7%
70,9% I
60
40 r d .
20.1% srednica
5,3% 25, Po strefy
20 5.29% zahamowania
1,4% wzrostu
,8%
o 0% 0% ° Bl =7 mm

P10 E 15CXM 30 CN 10 CIP 5 VA 30 MUP 5 SXT 25 1 <7 mm

Procentowy udziat szczepdéw Bifidobacterium

Testowane antybiotyki

Ryc. 55: Wykres przedstawiajacy dziatanie o$miu zastosowanych antybiotykéw na
szczepy Bifidobacterium - podziat ze wzglegdu na wielko$¢ Srednicy strefy
zahamowania wzrostu.

Analiza statystyczna hamujacego dzialania
testowanych antybiotykéw na wzrost szczepoéw Bifidobacterium

70
E 60
E
=
8 50
N
H
2 40
@
2
g
& 30
<
©
N
< 20
£ Maks nieodstajacych
;§ 10 Min nieodstajgcych
= IR 75%
2 25%
2 0 .

P10 E 15CXM 30 CN 10 CIP 5 VA 30 MUP 5 SXT 25 O Mediana
Testowane antybiotyki

Ryc. 56: Analiza statystyczna hamujgcego dziatania o$miu zastosowanych
antybiotykow na wzrost szczepow Bifidobacterium.

W przedstawionej analizie uwzgledniono jedynie te wyniki, gdzie doszto do powstania
strefy zahamowania wzrostu szczepow Bifidobacterium wigkszej lub rownej 7 mm.
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SII
Sumaryczna srednica strefy zahamowania wzrostu

Sumaryczne dzialanie testowanych antybiotykéw na poszczegdlne szczepy

360
[mm]

300

73

240 | p1
2 O ] 53 59

_ - 14 27 _35 38 45 49 57 m

48 54
55

=] Bo51 | | 70 7576 78
o 24 42 _
h 6 1| B¢ 3g§_° N o 79
- L ; 77| -

120 - 12 bd : 44 I464_' 61
1 I 3 [ 43 6d

180 ] _ u 18 P2 o5 37

R 3

71
60

Szczepy Bifidobacterium

Ryc. 57: Sumaryczne dziatanie o§miu wybranych antybiotykow na poszczegdlne szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium wchodzace
w sktad utworzonej kolekcji. Stupki przedstawiajg sumy srednic zahamowania wzrostu.




Ryc. 58: Przyktadowe wyniki z testu okreslajacego wrazliwos¢ szczepow z rodzaju
Bifidobacterium na sole kwasoéw zétciowych.

1 - szczep 20083 DSMZ B. adolescentis wrazliwy na stezenie 2 g/l,

2 - szczep 20219 DSMZ B. longum oporny na stezenie 20 g/l.

Ryc. 59: Oznaczanie oporno$ci wybranego szczepu Bifidobacterium (8a) wzgledem o$miu
testowanych antybiotykow przy pomocy metody dyfuzji krazkowej Kirby’ego i Bauera.
Testowane antybiotyki: 1 - SXT 25ug, 2 - CXM 30ug, 3 -P 10ug, 4 - CIP Spg, 5- VA
30pg, 6 - CN 10ug, 7- MUP 5pg, 8 - E 15ug.
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X. DYSKUSJA

W czasie prowadzenia badan, nad wilasciwosciami warunkujgcymi udzial bakterii z
rodzaju Bifidobacterium we florze ludzkiego przewodu pokarmowego, poczyniono kilka
cieckawych obserwacji sklaniajacych do ich szerszego przedyskutowania na koncu niniejszej
rozprawy.

Istnieje wiele kontrowersji na temat pochodzenia bakterii z rodzaju Bifidobacterium w
przewodzie pokarmowym noworodkow. Prawdopodobne zrddta to gtownie pochwa i mleko matki
oraz w nielicznych przypadkach odbyt [31]. Wielokrotnie wykazano, ze najbardziej istotny wplyw
na wczesng kolonizacje noworodkow ma sposob porodu. Dzieci urodzone sitami natury sa w
sposob dominujacy skolonizowane bakteriami z rodzaju Bifidobacterium, w przeciwienstwie
do dzieci urodzonych przez cesarskie cigcie, u ktoérych to w poczatkowym okresie zycia dominuja
bakterie z rodzaju Bacteroides [121]. Poza tym badania epidemiologiczne sugeruja, ze istnieje
lokalne $srodowiskowe zrodto Bifidobacterium w kazdym szpitalu potozniczym. Dowodem na to
miatby by¢ fakt, ze zard6wno dzieci urodzone w sposob naturalny, jak i przez cesarskie cigcie, dzieci
karmione mlekiem matki lub produktami je zastgpujacymi, wszystkie z nich sa w obrebie jednego
szpitala skolonizowane tymi samymi gatunkami Bifidobacterium, co sugeruje, ze Szczepy
Bifidobacterium moga by¢ przenoszone pomigdzy dzie¢mi w danej placéwce na rekach personelu
medycznego [31, 32].

Na poczatku niniejszej rozprawy, majac mozliwos¢ nawigzania wspotpracy z Oddziatem
Ginekologiczno - Potozniczym Szpitala Klinicznego Ministerstwa Zdrowia i Administracji Kraju w
Krakowie (w ramach projektu Nr 4PO5F01299C z KBN) podjeto probe przeprowadzenia analizy
drog kolonizacji przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium noworodkéw karmionych mlekiem matki.
Grupe badang stanowito osiem matek wraz z ich nowo narodzonymi dzie¢mi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze kolonizacja noworodkow przez
Bifidobacterium odbywa si¢ migdzy innymi poprzez kontakt bezposredni z matka, a mianowicie w
czasie porodu przy przejsciu przez kanat rodny, a nastepnie bakterie te przekazywane sg wraz z
mlekiem matki. Kolonizacje pochwy przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium wykazano u
trzech (37,5%) na osiem badanych kobiet. Z kolei, tylko u jednej pacjentki (12,5%) zaobserwowano
wystepowanie tych bakterii w pokarmie. Zastanawiajacym jest fakt, iz u 7 na 8 badanych
noworodkow (87,5%) wykazano kolonizacj¢ przez szczepy Bifidobacterium nalezace do takich
gatunkow, ktorych to nie udato si¢ wyizolowac od ich matek. By¢ moze jest to potwierdzeniem teorii,
ktora mowi o lokalnym $rodowiskowym zrddle szczepdéw Bifidobacterium obecnym w kazdym
szpitalu potozniczym. By¢ moze wykazana kolonizacja byla efektem opieki przez personel
medyczny, z ktorym dzieci miaty kontakt, a wyizolowane szczepy mogty pochodzi¢ od innych dzieci

obecnych wowczas na Oddziale.
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Identyfikacja bakterii nalezgcych do rodzaju Bifidobacterium jest bardzo skomplikowana i
czasochtonna. Chociaz istnieje wiele metod wykorzystywanych w tym celu, opartych na badaniu
cechach fenotypowych, to wlasciwie tylko wyniki z testow molekularnych wydajg si¢ by¢ naprawde
wiarygodne.

Obecnie na rynku brak jest stosunkowo prostego w wykonaniu, niedrogiego, a

jednoczesnie dajacego dokladne wyniki zestawu, opartego na badaniu cech biochemicznych,
stuzacego do identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Czgsto
wykorzystywanymi w tym celu, nie zawsze jednak z sukcesem, jak wykazano w toku niniejszych
doswiadczen, sg nastgpujace zestawy: Anaerobe ID Kit [Becton Dickinson], API 20A i rapid ID
32A [bioMérieux]. Natomiast, pomocny w identyfikacji gatunkowej okazat si¢ program ,,The
numerical phenotypic identification system” sumujgcy wyniki z zestawoéw API 50 CH oraz rapid ID
32A [bioM¢érieux] [123]. Niestety program ten byt udostepniany przez Internet jedynie na specjalng
prosbe skierowang do jego Autorow. Poza tym jego duzym ograniczeniem byt fakt, ze umozliwial
on identyfikacje jedynie sze$ciu z posrdd trzynastu dotad poznanych ludzkich gatunkéw bakterii
nalezacych do rodzaju Bifidobacterium, takich jak: B. bifidum,
B. breve, B. longun, B. adolescentis, B. dentium i B. pseudocatenulatum. Wyniki uzyskane dla
szesciu szczepOw wzorcowych, otrzymane przy pomocy tego programu potwierdzily ich
przynalezno$¢ gatunkowa. Metoda ta, wydaje si¢ wigc godna polecenia, gdyz daje wiarygodne i
powtarzalne wyniki. Nalezy jednak pamigta¢, Ze jest ona bardzo czaso- i pracochionna oraz
kosztowna.

Najbardziej uzyteczng metoda z zakresu biologii molekularnej wykorzystang podczas
identyfikacji gatunkowej bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium byla metoda PCR.
Technika ta jest obecnie najlepiej wystandaryzowana, dzigki zastosowaniu gatunkowo
specyficznych starterow, komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S rRNA badanych
gatunkow bakterii [147, 148, 149]. Pozytywny wynik identyfikacji otrzymano dla piecdziesieciu
jeden szczepow, pochodzacych z utworzonej kolekcji, z czego: siedemnascie szczepdéw nalezato do
gatunku B. longum, czternascie do B. bifidum, dziewie¢ do B. breve, pie¢ do B. infantis oraz po
trzy do B. adolescentis i B. cathenalatum

Zastosowanie metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), umozliwilo
przeprowadzenie identyfikacji rodzajowej Bifidobacterium, zarowno w czystej hodowli jak 1
w materiatach biologicznych. Metoda ta dzigki zastosowaniu rodzajowo specyficznej sondy Bif 164,
charakteryzowata si¢ wysoka czuto$cig i specyficznoscia, a ponad to byta stosunkowo prosta i
szybka w wykonaniu - pozwalala na wykrycie obecno$ci bakterii juz po 5 godzinach od momentu
pobrania materialu. Obecno$¢ bakterii nalezacych do omawianego rodzaju potwierdzono metoda

FISH w nastepujacych materiatach: wymaz z pochwy, pokarm matki,
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smoélka oraz kat noworodkow. Co wigcej, przy wykorzystaniu metody FISH mozna byto okresli¢
liczb¢ bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium w jednym gramie probki, przy czym metode
ta zastosowano dla prébek kalu pobranych od noworodkow. Uzyskane wyniki dla przebadanych
probek miescity sie w przedziale warto$ci: 6.0x108 - 4.0x10'°, ze $rednig wartos$cig 1.0x10'° komorek
bakterii na 1 gram kalu noworodka. Taka liczba bakterii obecnych w kale noworodkow, jest zgodna
z wynikami innych badaczy, ktorzy dzieki zastosowaniu metody FISH wykazali, ze bakterie nalezace
do rodzaju Bifidobacterium znaczaco przewyzszaja swa liczba wszystkie inne rodzaje bakterii
beztlenowych izolowane z probek katu [152, 161].

Omawiajgc kwesti¢ identyfikacji bakterii z rodzaju Bifidobacterium nalezy jeszcze zwroci¢
uwage na jeden istotny fakt. Mianowicie, sama nazwa rodzajowa Bifidobacterium sugeruje, ze
bakterie te wystgpuja w podwdjnie rozdwojonej formie. Jest to jednak bardzo mylace, gdyz
zaobserwowano, ze ten sam szczep w zalezno$ci od ilo$ci pasazy od momentu odmrozenia, fazy
wzrostu, zastosowanego podiloza (np. ptynne, stale) oraz jego jakoSci, moze wystgpowaé w
rozmaitych formach morfologicznych, od bardzo matych do wielkich, z réznym stopniem
rozgat¢zienia komorek. Te spostrzezenia sg zgodne z obserwacja Scardovi (1986) oraz Noble i wsp.
(1998) [2, 5].

Wiadomo jest, ze szczepy Bifidobacterium bytujace w ztozonych ekosystemach
drobnoustrojow w aktywny sposob kontroluja wzrost innych sktadnikéw mikroflory. Dzieje si¢ tak
najprawdopodobniej na drodze kilku naktadajacych si¢ mechanizmoéw, a dominacja jednego z nich
jest zalezna od gatunku bakterii na ktore one dziataja [8].

Zaproponowana metoda stupkowa wedtug Strus (1998), wykorzystana do oznaczenia zakresu
wlasciwos$ci antagonistycznych badanych szczepdw Bifidobacterium, pozwolila na bezposrednie
zbadanie bakterii o rdznej tolerancji na tlen w jednym systemie agarowym [164, 171, 174].

W toku przeprowadzonych badan nad wlasciwo§ciami antagonistycznymi okoto
osiemdziesigciu  szczepow  Bifidobacterium wobec o$miu wybranych drobnoustrojow
wskaznikowych wykazano, ze wigkszo$¢ szczepow charakteryzowata si¢ bardzo silnym dzialaniem
antagonistycznym wzgledem: Propionibacterium acnes i Campylobacter coli, $rednim lub silnym
dzialaniem wobec: Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei 1 Staphylococcus
aureus, stosunkowo mata aktywno$cig wzgledem Enterococcus faecalis oraz zupelnym brakiem
dzialania na Lactobacillus lactis.

Uzyskane wyniki sg zgodne z wynikami innych badaczy, ktérzy wykazali antagonistyczne
dzialanie Bifidobacterium wobec wielu patogennych gatunkéw bakterii, m.in.: Salmonella typhi,
Shigella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Campylobacter

sp., Listeria sp. 1 Vibrio cholerae [3, 8, 206, 207].

118



W niniejszej rozprawie wykazano takze, ze poszczegdlne bakterie wskaznikowe roznily sie
pomiedzy sobg wrazliwo$cig na dziatanie tego samego szczepu Bifidobacterium oraz te same szczepy
wskaznikowe byly w réznym stopniu wrazliwe na dziatanie rdznych szczepdw Bifidobacterium.

Zauwazono rowniez, ze niektore szczepy Bifidobacterium wykazywaty wybitne dziatanie
hamujace wobec tylko jednego gatunku bakterii wskaznikowych, a inne réwnolegle hamowaty
wzrost kilku roznych gatunkow bakterii.

Przeprowadzanie do$wiadczen nad zakresem antagonistycznego dziatania bakterii z
rodzaju Bifidobacterium w sposob oczywisty prowadzi do rozwazan nad mechanizmami tego
zjawiska. W wigkszo$ci prac poswigconych antagonizmowi, a wykonanych na przestrzeni wielu lat,
mozemy znalez¢ informacje, z ktorych wynika, ze dziatanie antagonistyczne Bifidobacterium jest
zwigzane glownie z wydzielaniem kwasow mlekowego i octowego oraz z produkcja substancji
podobnych do bakteriocyn [8, 57, 166, 167].

Antybakteryjny wptyw kwasoéw organicznych moze by¢ wynikiem gwaltownego obnizenia
pH s$rodowiska, poza zakres optymalnej wartosci dla wzrostu okreslonych bakterii i/lub inhibicje
aktywnos$ci biochemicznej mikroorganizméw przez niezdysocjowane czasteczki kwasu. Kwas
octowy, jeden z najsilniejszych inhibitorow wsrod kwasow organicznych, moze oddziatywaé na
membrany komoérkowe neutralizujgc potencjat elektrochemiczny komorki, moze takze powodowac
denaturacj¢ wewngtrzkomérkowych biatek oraz redukcj¢ wartosci pH wewnatrz komorki, co w
konsekwencji prowadzi do zahamowania wzrostu i aktywnosci wrazliwych mikroorganizméw. Co
wiecej, kwas octowy razem z kwasem mlekowy poteguja swoje dziatanie, wykazujac synergizm w
inhibicji mikroorganizmoéw [165, 206].

W  S$wietle wynikow uzyskanych w  zaprezentowanej pracy, stwierdzenie, ze
antagonistyczne dziatanie szczepow Bifidobacterium jest zwigzane gldwnie z wydzielaniem przez
nie kwasow mlekowego 1 octowego wydaje si¢ by¢ niekompletne i nie do konca stuszne. Z takim
podejsciem zgadzajg si¢ rdwniez inni badacze [8, 206]. Mieszanina kwaséw mlekowego i octowego
produkowana przez te bakterie obniza pH podloza mniej wiecej w podobnym zakresie
wynoszacym 3.6 - 4.4, a mimo to zauwaza si¢ wyrazne, jako$ciowe i ilosciowe rdéznice w
antagonistycznej aktywno$ci badanych szczepéw wobec bakterii wskaznikowych. Autorzy, ktorzy
okreslali wptyw dziatania kwasu mlekowego na tempo wzrostu innych bakterii wykazali, ze nie
wywieral on specyficznego dzialania hamujacego na wigkszo§¢ badanych mikroorganizmow,
wrazliwymi na niskie pH $rodowiska okazaty si¢ jedynie niektore bakterie bezwzglednie beztlenowe
[56]. Nasuwa si¢ zatem pytanie, ktore podzielaja niektorzy badacze, czy przypadkiem obok
typowych, tatwych do wykrycia 1 oznaczenia kwasow mlekowego i octowego, bakterie z

rodzaju Bifidobacterium nie produkuja jeszcze innych,
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krotkotancuchowych kwasoéw thuszczowych (w tym rowniez lotnych), wydzielanych w roznych
ilosciach, ktéorym to w szczegolnosci przypisa¢ mogliby$my tak wszechstronne i tak zréznicowane
antybakteryjne wlasciwosci prezentowane przez niektore szczepy probiotyczne [120].

Badania prowadzone przez Meghrous’a i wsp. (1990) udowodnily po raz pierwszy, ze
niektore szczepy bakterii z rodzaju Bifidobcterium sa zdolne do produkcji substancji podobnych do
bakteriocyn. Opierajac si¢ na doniesieniach naukowych tej grupy mozna przyja¢, ze zakres
antybakteryjnego dziatania znanych i scharakteryzowanych substancji podobnych do bakteriocyn
produkowanych przez szczepy Bifidobcterium jest bardzo waski i w praktyce ograniczony tylko do
wlasnego rodzaju, chociaz istnieje kilka wyjatkow [57]. Natomiast niektore ze szczepow
przebadanych w powyzszej pracy posiadaty bardzo szeroki zakres dziatania antybakteryjnego,
obejmujacy zaréwno ziarenkowce Gram-dodatnie, pateczki z rodziny Enterobacteriaceae, jak i
bakterie beztlenowe. Mamy zatem do czynienia z sytuacja podobna, jak w odniesieniu do
kwasow octowego i mlekowego: trudno przyjaé, ze jedna substancja o aktywnosci bakteriocyny
moglaby by¢ odpowiedzialna za hamowanie wzrostu tak szerokiego zakresu drobnoustrojow
wskaznikowych.

Innym z proponowanych mechanizméw jest wytwarzanie przez szczepy Bifidobacterium
tzw. zwiazkow antybakteryjnych (ang. antimicrobial compounds) [8]. Fujiwara i wsp. (1997) opisali
biatkopodobny czynnik, wydzielany przez szczep B. longum SBT 2928 o masie molekularnej
wynoszacej co najmniej 100 000 Da powodujacy zahamowanie adherencji in vitro
enteropatogennego szczepu E. coli Pb 176 do czasteczek gangliotetrasylceramidu [208]. Liévin i
wsp. (2000) wykazali, ze na czterdziesci przebadanych szczepdéw z rodzaju Bifidobacterium, dwa
charakteryzowaty si¢ bardzo silnymi wlasciwo$ciami antagonistycznymi, blokujac inwazje szczepu
S. typhimurium CS w glab komorek linii Caco-2 oraz prowadzac do zabicia komdrek bakteryjnych.
Udowodniono, ze szczepy te wytwarzaty lipofilne czasteczki o masie molekularnej mniejszej niz
3500 Da, wykazujace wlasciwosci antybakteryjne [207].

Tak wiec, najbardziej prawdopodobna wydaje si¢ by¢ taka mozliwo$¢, ze szczepy
Bifidobacterium o szerokim zakresie dziatania przeciwbakteryjnego sa w stanie produkowaé wiele
roznych substancji, ktore dziataja na inne sktadniki dzielagce z nimi tg sama nisze¢ ekologiczng i w
ten sposob stabilizujg lokalny sktad flory. Prawdopodobnie wigkszo$¢ z tych aktywnych substancji
nie zostala jeszcze poznana. Taka hipoteza jest zgodna z wspolczesnymi pogladami dotyczacymi
ekologii bakterii [120, 175,209, 210].

Wilasciwosci powierzchniowe bakterii z rodzaju Bifidobacterium nie sa jeszcze dokladnie

zbadane i dlatego w pracach badawczych zwykle opisuje si¢ je w sposdb czastkowy. Najczgsciej
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okresla si¢ hydrofobowos$¢ powierzchni bakterii oraz zdolno$¢ ich przylegania do komorek
gospodarza, tzw. adherencje [71, 176].

W niniejszej rozprawie przebadano pod kontem aktywnos$ci powierzchniowej stosunkowo
duza kolekcje, bo az osiemdziesiat cztery szczepy Bifidobacterium. Poza tym, po raz pierwszy
udowodniono produkcje przez szczepy Bifidobacterium §luzowatej substancji zewnatrzkomorkowe;j,
morfologicznie 1 czynno$ciowo przypominajacej tzw. slime, obecnosci ktorej nigdy dotad nie
rozwazano jako czynnika powierzchniowego bakterii z rodzaju Bifidobacterium, kolonizujacych
btony sluzowe ustroju cztowieka. Wykazano, ze tylko 2% szczepow z przebadanej puli, nie
produkowato zewnatrzkomorkowego $luzu, z kolei, najwyzej oceniane wydzielanie §luzu byto
charakterystyczne dla 7% szczepow, za$ prawie potowa przebadanych szczepéw wytwarzata §luz w
umiarkowanej ilosci.

Substancja okreslona z angielskiego terminem ,,slime” zostala juz wcze$niej opisana u
innych bakterii, w tym miedzy innymi u gatunku S. epidermidis oraz u gatunkow reprezentujacych
rodzaj Lactobacillus, pochodzacych zaré6wno ze $rodowiska zewnetrznego, jak i kolonizujacych
przewdd pokarmowy cztowieka. Przypuszcza sig, ze bakterie produkujace zewnatrzkomorkowy sluz
wykazuja wyjatkowo silng aktywnos¢ powierzchniowa i stosunkowo tatwo przywieraja do roznych
powierzchni, szczegolnie do powierzchni sztucznych. Badania nad szczepami wydzielajacymi duze
ilosci §luzu sg bardzo zaawansowane, gdyz producenci zywnos$ci majg nadzieje, ze dodanie tego
typu szczepéw do produktow mlecznych, stanie si¢ w przyszto$ci naturalnym sposobem ich
zageszczania [190, 212].

By¢ moze, w warunkach naturalnych produkcja substancji zewnatrzkomdrkowej posiada
jakies znaczenie biologiczne, na przyktad umozliwia tworzenie naturalnego biofilmu, ktéry opisano
jako typowe rozmieszczenie bakterii na powierzchni bton §luzowych [211].

Oceniajac hydrofobowo$¢ powierzchni szczepdw Bifidobacterium wykazano, ze az okoto
jedna czwarta z przebadanego zestawu bakterii, charakteryzowala si¢ zdolnoscig do autoaglutynacji
oraz agregacji w najnizszym stezeniu siarczanu amonu. Uzyskane wyniki $§wiadcza o wysokiej
hydrofobowosci powierzchni tych szczepow.

Za wysoka hydrofobowo$¢ powierzchni bakterii Gram-ujemnych odpowiada obecnos$¢ na
niej adhezyn [187]. Udowodniono zatem, ze bakterie z rodzaju Bifidobacterium pochodzace z
naturalnej flory czlowieka, rowniez wykazuja wysoka hydrofobowos¢ powierzchni, co moze
wskazywacé, ze wykorzystuja do kolonizacji §luzowek te same mechanizmy, co patogenne bakterie
Gram-ujemne [188].

Mozliwos$¢ oddzialywania bakterii z rodzaju Bifidobacterium jako probiotykéw zwigzana jest

w duzej mierze z ich zdolno$cig adherowania do powierzchni nabtonka ludzkiego [120, 181].
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Badania adherencji Bifidobacterium w warunkach in vitro z wykorzystaniem ustalonych linii
komoérkowych prowadzone sg tylko w niewielu wyspecjalizowanych laboratoriach. Najczesciej w
tym celu wykorzystywane sg dwie dobrze scharakteryzowane linie komoérkowe pochodzace z
ludzkich nowotworoéw okreznicy: linia Caco-2 charakteryzujaca si¢ typowymi cechami kolonocytow
oraz linia HT-29 begdaca bardzo dobrym modelem komorek kubkowatych [184, 185].

W toku badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy zaobserwowano, ze
wigkszo$¢ z badanych szczepdéw Bifidobacterium adherowalo zaré6wno do wolnych przestrzeni
pomiedzy komorkami, jak i do brzegoéw tkanek, a stopien tego zjawiska byt rézny w zaleznosci od
badanego szczepu. Ta stosunkowo czgsto obserwowana zdolno$¢ szczepdéw do przylegania do szkta
moze sugerowac, ze niekoniecznie badane zjawisko bylo wynikiem specyficznego wigzania si¢
receptorow bakteryjnych z receptorami komoérkowymi, a jedynie efektem bardzo silnych
wiasciwosci hydrofobowych badanych szczepoéw. Najprawdopodobniej byta to tzw. adherencja
niespecyficzna. Z kolei, adherencja do jednowarstwowych hodowli (ang. monolayer) badanych
linii komodrkowych Caco-2 1 HT-29 byla rzadziej spotykana i charakteryzowata si¢
mniejszym nasileniem.

Analizujac stopien adherencji badanych szczepow bakterii do obu linii komoérkowych,
wykazano, ze byl on poréwnywalny. Jednakze, niektore szczepy przylegaty lepiej do linii Caco-2
niz do linii HT-29 i odwrotnie. Zauwazone roznice we wlasciwosciach determinujacych adherencje
do jednej z obu linii, moga sugerowaé wydzielenie si¢ w obrebie rodzaju Bifidobacterium epitopow
charakteryzujacych sie swoistym powinowactwem do roznych komorek ludzkiego organizmu.

W trakcie prowadzonych do§wiadczen zaobserwowano takze ciekawe zjawisko, mianowicie,
do niektérych komoérek wchodzacych w sklad jednowarstwowej hodowli, bakterie przylegaly w
znacznie wigkszej liczbie, niz do innych. Zwazywszy, ze hodowla badanych linii komorkowych
trwata stosunkowo dtugo: 15 dni linia Caco-2 i 21 dni linia HT-29, sugeruje to, ze adherencja
bakterii moze zaleze¢ od ekspresji pewnych receptoréw powierzchniowych obecnych na komadrkach
bedacych w odpowiedniej fazie wzrostu i zréznicowania.

Bernet 1 wsp. (1993) wykazali przy pomocy mikroskopu skaningowego, ze
Bifidobacterium adheruja do apikalnej powierzchni mikrokosmkow rabka szczoteczkowatego (ang.
brush border) enterocytow linii Caco-2 oraz do $luzu wydzielanego przez komorki linii HT-29-MTX,
bedacych mutacja linii HT-29 stale produkujaca sluz [184, 185]. Uwaza sig, ze bakterie z
rodzaju Bifidobacteroium moga przylega¢ do ludzkich kolonocytow za pomoca struktur
powierzchniowych zawierajacych ~ kwasy  teichowe i lipoteichowe  zwigzane z

peptydoglikanem $ciany komoérkowej [188]. Adherencja ta jest niezalezna od obecnosci
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wapnia i jest kontrolowana przez biatkowy czynnik (ang. adhesion-promoting factor). Czynnik ten
wystepuje zar6wno w komoérkach bakteryjnych, jak 1 w supernatancie pochodzacym z
hodowli Bifidobacterium. Brak zdolnosci do adherowania niektérych szczepow Bifidobacterium
sugeruje, ze czynnik stymulujacy adherencje nie wykazuje ekspresji u wszystkich
szczepow tego rodzaju [184, 186].

Podsumowujac, jako wynik badan nad poznaniem aktywnosci powierzchniowej szczepow
Bifidobacterium, zauwazono pewng istotng zgodnos$¢, a mianowicie, ze szczepy ktore wyjatkowo
skutecznie przylegaty do badanych linii komoérkowych, cechowatly sie autoaglutynacja, wysoka
hydrofobowo$cig powierzchni 1 duzg produkcja $luzu zewnatrzkomorkowego. Zaobserwowana
zaleznos¢ jest zgodna z wynikami Perez i wsp. (1998), ktorzy wykazali, ze szczepy Bifidobacterium
dobrze adherujace do komorek nabtonkowych, wykazuja duza hydrofobowosé¢, a tym samym
autoaglutynacje i hemaglutynacije [181].

Przezycie szczepdw Bifidobacterium w niekorzystnych warunkach panujacych w
przewodzie pokarmowym czlowieka, zalezy od ich fizjologicznej opornosci, ale takze od gospodarza
i od nosnika, z ktérym zostaja one spozyte [197].

Aby szczepy Bifidobacterium mogly skutecznie kolonizowaé jelito, musza by¢ oporne
zarbwno na wysokie stezenia kwasow zotadkowych, soli kwasow zotciowych, jak i soku
trzustkowego. Tylko szczepy posiadajace wiasciwosci probiotyczne sa w stanie pokonaé naturalne
bariery i trwale skolonizowac¢ $sluzowke jelit [193, 196, 203].

Clark i wsp. (1993) wykazali, ze szczepy Bifidobacterium izolowane zardwno ze srodowiska
zewnetrznego, jak i z naturalnej mikroflory cztowieka, generalnie dobrze znosza niskie pH,
poniewaz same bytujac w §rodowisku kwasow mlekowego i octowego wytworzyly mechanizmy
przystosowawcze [127]. Wiadomo jest takze, ze szczepy Bifidobacterium, izolowane z organizmu
cztowieka, potrafig przezy¢ w wysokich stezeniach soli kwasow zoétciowych, gdyz wydzielaja enzym
hydrolazg soli zo6tci (ang. Bile Salt Hydrolase - BSH), ktéry katalizuje hydrolize glicyny i/lub tauryny
z soli kwasow zotciowych i tym samym podnosi opornosci tych bakterii na toksyczny poziom soli
z0tci obecnych w przewodzie pokarmowym [36, 198].

Na podstawie otrzymanych wynikow badan przeprowadzonych na sze$c¢dziesieciu
dziewieciu szczepach Bifidobacterium zauwazono, ze wiekszo$¢ z nich (55%), wykazywala duza
oporno$¢ na najwyzsze, z zastosowanych, stezenie soli kwaséw zoétciowych, wynoszace 20 g/l.
Wynik ten moze $wiadczy¢ o doskonalym przystosowaniu si¢ tych bakterii do niesprzyjajacych
warunkow panujacych w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Literatura dotyczaca opornosci bakterii z rodzaju Bifidobacterium na antybiotyki jest bardzo

skapa, by¢ moze ze wzgledu na trudno$ci metodyczne, zwigzane z hodowla tych bakterii
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w warunkach beztlenowych w kwasnym srodowisku lub ze wzgledu na fakt, ze bakterie te wchodza
w sktad naturalnej flory cztowieka i nie stanowig dla niego zagrozenia tak jak inne typowe patogeny.

Jednakze, opornos$¢ rodzaju Bifidobacterium na antybiotyki jest szczegélnie interesujgca z
racji poznania zmian, jakie mogg zaj$¢ w mikroflorze przewodu pokarmowego po zastosowaniu
antybiotykow [203]. Druga istotng korzyscig wynikajaca z poznania lekoopornosci Bifidobacterium
na chemioterapeutyki, jest mozliwo$¢ ich wykorzystania przy opracowywaniu nowych wybiorczo-
namnazajacych podlozy wzrostowych, ktére moglyby by¢ wykorzystane do izolacji tych bakterii z
materialow biologicznych, z produktoéw mlecznych lub farmaceutycznych [120]. Przyktadem takiego
podloza, niestety o watpliwych wlasciwosciach, moze by¢ agar Wilkins-Chalgren’a zawierajacy w
swoim sktadzie 100 mg/l mupirocyny [133].

Wedtug danych literaturowych caty rodzaj Bifidobacterium jest wrazliwy na penicyling G,
erytromycyng, ampicyling, bacytracyne, klindamycyne, wankomycyng, linkomycyng,
oleandomycyne, chloramfenikol i nitrofurantoing. Bakterie te sa oporne na neomycyng,
streptomycyne, gentamycyneg, kanamycyne, polymyksyne B, kwas nalidyksowy i
w przeciwienstwie do innych bakterii beztlenowych na metronidazol [2, 120, 203, 205].

Badanie lekoopornosci szczepow Bifidobacterium na antybiotyki, a szczegélnie jego
interpretacja jest do$¢ skomplikowana, gdyz do tej pory brak jest odpowiednich norm
przeprowadzania tego typu oznaczen, oraz interpretacji uzyskanych wynikow.

W niniejszej rozprawie, w celu zbadania lekoopornosci siedemdziesi¢ciu dziewigciu
szczepow z rodzaju Bifidobacterium, poshuzono si¢ metoda dyfuzji krazkowej Kirby’ego i
Bauera. Przyjmujac arbitralne kryterium interpretacji stref zahamowania wzrostu szczepow
Bifidobacterium wykazano, ze najsilniejsze dzialanie hamujgce miala: penicylina G (10ug),
erytromycyna (15ug), cefuroksym (30ug) i wankomycyna (30ug); z kolei stabiej dziatata:
gentamycyna (30pg) i ciprofloksacyna (5ug); najstabiej za$, badz wcale nie dzialaly: mupirocyna
(5ng) 1 kotrymoksazol (25ug).

Naturalng konsekwencja doswiadczeh nad  wyselekcjonowaniem  szczepow o
wybitnych wtasciwosciach probiotycznych, wykazanych w warunkach in vitro, sa badania kliniczne,
prowadzone albo na zdrowych ochotnikach, albo na grupach oséb chorych. Takie badania powinny
oczywiscie podlega¢ nowoczesnym zasadom wtlasciwego doboru badanych o0so6b, opierac si¢ na
stworzeniu proby podwojnie Slepej oraz podlega¢ odpowiedniej ocenie statystycznej. W literaturze
swiatowej jest jak dotad niewiele doniesien opisujacych badania kliniczne spetniajace te kryteria.
Dotycza one tylko kilku najbardziej znanych szczepow probiotycznych gltéwnie z rodzaju
Lactobacillus. Dotychczas za w pelni udowodniony uwaza si¢, wpltyw L. rhamnosus GG na

zmniejszenie ryzyka zakazenia rotawirusami oraz na skrocenie
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czasu trwania biegunki rotawirusowej u dzieci (niestety na polskim rynku nie sg dostgpne preparaty
zawierajace ten szczep) [68, 69, 82].

Chociaz obszar praktycznych zastosowan szczepdw probiotycznych w medycynie jest juz
znaczny i stale si¢ rozszerza, ciagle jeszcze naukowe podstawy stanowigce warunek §wiadomego,
bezpiecznego i1 skutecznego podawania szczepdw Bifidobacterium jako srodkow leczniczych i
zapobiegawczych w zakazeniach cztowieka sg do§¢ stabe.

Mozna zywi¢ nadzieje, ze wyselekcjonowane w toku niniejszej pracy szczepy, posiadajace
w badaniach in vitro wymagane cechy probiotykow, zostang w przysztosci wlaczone do badan

klinicznych, ktore zweryfikujg ich wartosc.
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XI. WNIOSKI

1. Najbardziej uzyteczna i najlepiej wystandaryzowang metodg wykorzystang do identyfikacji
gatunkowej bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium byla metoda PCR z
zastosowaniem gatunkowo specyficznych starterow komplementarnych do fragmentu

podjednostki 16S rRNA.

2. Metoda FISH z wykorzystaniem rodzajowo specyficznej sondy komplementarnej do
fragmentu podjednostki 16S rRNA, okazala si¢ skuteczna w identyfikacji Bifidobacterium,

a takze umozliwita okre$lenie liczby tych bakterii w badanych probkach katu noworodkow.

3. Analiza wlasciwo$ci antagonistycznych szczepow Bifidobacterium wobec drobnoustrojow
wskaznikowych wykazala, ze wigkszo$¢ szczepdw charakteryzowala si¢ bardzo silnym
dziataniem antagonistycznym wzgledem: P. acnes i C. coli, Srednim lub silnym dzialaniem
wobec: E. coli, S. enteritidis, S. sonnei i S. aureus, stosunkowo mata aktywnoscia wzgledem
E. faecalis oraz zupelnym brakiem dzialania na L. lactis, przy czym, zakres
antagonistycznego dziatania pojedynczych szczepow Bifidobacterium byl znacznie

zréznicowany.

4. Tylko nieliczne szczepy, ktore cechowaty si¢ szczego6lng aktywnoscig powierzchniows, tj.:
zdolno$cig do autoaglutynacji i zdecydowanie wysoka hydrofobowos$cia powierzchni,
jednoczes$nie produkowaly znaczne ilosci $luzu i wyjatkowo skutecznie przylegaty do

ustalonych linii jelitowych: Caco-2 i HT-29.

5. Przyjmujac arbitralne kryterium interpretacji stref zahamowania wzrostu wykazano, ze
wszystkie badane szczepy Bifidobacterium byly wrazliwe na penicyling i

erytromycyng, natomiast wigkszo$¢ byla oporna na kotrymoksazol i mupirocyme.

6. Podsumowujac, wykazano, ze w sktad naturalnej mikroflory organizmu ludzkiego wchodza
rozne gatunki bakterii nalezace do rodzaju Bifidobacterium, ale tylko nieliczne z posrod
przebadanych szczepow posiadaly wyraznie zaznaczajagce si¢ cechy szczepow
probiotycznych, ktorych warto§¢ powinna zosta¢é zweryfikowana we wlasciwie

zaplanowanych badaniach klinicznych.
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XII. STRESZCZENIE

Przewod pokarmowy czlowieka stanowi bardzo ztozony ekosystem, w sktad ktdrego wchodzi
ponad 400 gatunkéw bakterii, z ktorych 99% stanowia bakterie bezwzglednie beztlenowe, a tylko
1% to bakterie tlenowe. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium dominuja w okre¢znicy u 1/3
populacji osiggajac poziom 103-10'2 j.tk. [j.t.k. - jednostki tworzace kolonie] na gram tresci
jelitowe;.

Rodzaj Bifidobacterium nalezy do beztlenowych, niesporujacych laseczek Gram- dodatnich,
nie posiadajacych zdolnosci poruszania si¢. Z posrod trzydziestu szesciu poznanych gatunkow
Bifidobacterium, trzynascie wchodzi w sklad naturalnej mikroflory organizmu cztowieka,
kolonizujac przede wszystkim przewod pokarmowy, a takze jame ustng i narzad rodny oraz pojawia
si¢ w mleku matki i kale niemowlat w kilka dni po porodzie.

Korzystny wptyw bakterii z rodzaju Bifidobacterium na czynno$¢ przewodu pokarmowego
oraz przemiany ogolnoustrojowe jest szeroko poznany, polega on m.in. na: syntezie
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych oraz witamin, uczestnictwie w procesach trawienia i
wchtaniania, ochronie przed patogenami i ich toksynami, pobudzaniu uktadu immunologicznego
oraz dziataniu antykancerogennym.

Prowadzone od kilku lat badania wyraznie wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania szczepodw
Bifidobacterium do odbudowywania, a nastepnie utrzymywania prawidlowego sktadu mikroflory w
ludzkim przewodzie pokarmowym, zaburzonego dzialaniem licznych, zewnetrznych i
wewnetrznych czynnikow, takich jak: ostre zakazenia jelitowe (bakteryjne lub wirusowe), $rodki
farmakologiczne, rdzne postacie stresu, dieta.

Ze wzgledu na zdolno$¢ do produkowania aktywnych substancji dzialajacych
antagonistycznie na bakterie chorobotworcze, uwaza si¢, ze w niedalekiej przysztosci
wyselekcjonowane szczepy Bifidobacterium moga sta¢ sie naturalna, biologiczna alternatywa dla
powszechnego i zbyt szerokiego stosowania antybiotykow, tym bardziej, ze preparaty zawierajace
zywe szczepy bakterii tzw. probiotyki, moga by¢ przyjmowane bez obaw przedawkowania i
wywolania dziatan niepozadanych.

Przedmiotem przedstawionej pracy bylo utworzenie duzej kolekcji szczepéw z rodzaju
Bifidobacterium pochodzenia ludzkiego, a nastepnie, przebadanie poszczegélnych szczepéw pod
wzgledem:  przynalezno$ci  gatunkowej, wlasciwosci  antagonistycznych,  wlasciwosci
powierzchniowych i zdolnosci do adherencji oraz opornosci na sole kwaséw zotciowych i na
wybrane antybiotyki.

Dzieki wykorzystaniu metody PCR z zastosowaniem gatunkowo specyficznych starteréw,
komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S rRNA dokonano identyfikacji badanych
szczepow, klasyfikujac je do jednego z sze$ciu gatunkdéw, najczesciej izolowanych
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z przewodu pokarmowego czlowieka: B. longum, B. bifidum, B. breve, B. infantis,
B. adolescentis, B. cathenulatum.

Z kolei, metoda FISH wykorzystujaca rodzajowo specyficzng sond¢ komplementarng do
fragmentu podjednostki 16S rRNA, umozliwita okreslenie liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium
w badanych probkach katu, pobranych od noworodkow.

W toku przeprowadzonych badan nad wlasciwosciami antagonistycznymi szczepow
Bifidobacterium wobec drobnoustrojow wskaznikowych wykazano, ze wigkszos¢ z nich
charakteryzowata si¢ bardzo silnym dziataniem antagonistycznym wzgledem: P. acnes i C. coli,
srednim lub silnym dziataniem wobec: E. coli, S. enteritidis, S. sonnei i S. aureus, stosunkowo mata
aktywnoscig wzgledem E. faecalis oraz zupelnym brakiem dziatania na L. lactis. Wykazano takze,
ze niektore szczepy Bifidobacterium wykazywaly wybitne dziatanie hamujace wobec tylko jednego
gatunku bakterii wskaznikowych, a inne rownolegle hamowaty wzrost kilku réznych szczepow.
Co wigcej, zauwazono, ze poszczegélne bakterie wskaznikowe roznity si¢ pomiedzy soba
wrazliwos$cig na dziatanie tego samego szczepu Bifidobacterium oraz te same szczepy wskaznikowe
byly w ré6znym stopniu wrazliwe na dziatanie roznych szczepdw Bifidobacterium.

Oceniajac hydrofobowos$¢ powierzchni badanych szczepéw wykazano, ze okoto jedna
czwarta z przebadanej kolekcji bakterii, charakteryzowala si¢ zdolnoscia do autoaglutynacji oraz
agregacja w najnizszym z badanych st¢zeniu siarczanu amonu (0.02 mol/l). Wykazano takze, ze
tylko 2% szczepow z przebadanej kolekcji, nie produkowato zewnatrzkomorkowego $luzu, za$
prawie polowa wytwarzata $§luz w umiarkowanej ilosci. Jako wynik badan nad aktywno$cia
powierzchniowa szczepdw Bifidobacterium, zauwazono pewna istotna zgodnos$¢, a mianowicie,
szczepy ktore wyjatkowo skutecznie przylegaty do badanych linii komoérkowych: Caco-2 i
HT-29, cechowaly si¢ autoaglutynacja, wysoka hydrofobowos$cig powierzchni i duza produkcja
$luzu.

Badajac opornos$¢ szczepdw Bifidobacterium na sole kwasow zotciowych wykazano, ze
wiekszos¢ z nich, cechowala si¢ duza opornoscia na najwyzsze z zastosowanych stezen wynoszace
20 g/l. Wynik ten moze $wiadczy¢ o doskonalym przystosowaniu sie tych bakterii do
niesprzyjajacych warunkow panujacych w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Przy zastosowaniu metody dyfuzji krazkowej Kirby’ego i Bauera zbadano lekoopornosci
szczepow Bifidobacterium na wybrane antybiotyki. Przyjmujac arbitralne kryterium interpretacji
stref zahamowania wzrostu wykazano, ze wszystkie badane szczepy Bifidobacterium bylty wrazliwe
na penicyline 1 erytromycyng, natomiast wickszo§¢ byla oporna na kotrymoksazol i

mupirocyme.

128



Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych badan wykazano znaczne rdznice migdzy
szczepami wchodzacymi w sktad utworzonej kolekcji.

Mozna zywi¢ nadzieje, ze wyselekcjonowane w toku niniejszej pracy szczepy,
najaktywniejsze pod wzgledem przebadanych wilasciwosci, posiadajace w badaniach in vitro
wymagane cechy probiotykow, zostang w przysztosci wlaczone do badan klinicznych, ktore

zweryfikujg ich wartos$¢.

SUMMARY

The intestinal tract of humans contains a complex bacterial ecosystem, known as the normal
flora. The composition of the normal flora plays an important role in human health. These bacteria
provide colonization resistance and might stimulate the immune responses to potentially pathogenic
microorganisms.

The genus Bifidobacterium is one of the most common genera in the human gastrointestinal
tract. At present, the genus Bifidobacterium includes 36 species, from which 13 were isolated from
human faecal samples. Besides, these bacteria colonize various warm- blooded animals and honey
bees. They are also found in sewages and human clinical materials. The genus Bifidobacterium
consists of Gram-positive anaerobes with a variety of rod morphologies. The density of populations
of these bacteria in the human gastrointestinal tract is the highest in the colon, where they achieve
the level of 10%-10'2 ¢.f.u. [c.f.u. - colony forming units] per 1 gram of faeces.

The neonatal period is crucial for intestinal colonization. Infants are sterile and they are an
open field for colonization by different types of bacteria. Age, type of delivery and feeding affect the
stool flora of young infants. However, bifidobacteria outnumber all other species.

The contribution of these bacteria to good health has been recognized many times. Their role
is still under investigation and numerous studies have been carried out to investigate possible
probiotic effect of these bacteria.

Probiotic strains are live active bacterial cultures which improve the balance of the gut
microflora and have a beneficial effect on the host body. Successful probiotic bacteria are able to
survive gastric conditions and colonize the intestine.

Probiotic strains of bifidobacteria are useful in the treatment of disturbed intestinal
microflora, which is characteristic of many intestinal disorders, e.g. acute rotaviral diarrhoea, other
forms of intestinal dysfunction and colonic disorders. The properties of probiotic strains of
bifidobacteria include modification of intestinal microflora and secretion of metabolic products, such

as short-chain fatty acids and antimicrobial components.
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The aim of this PhD thesis was to create a collection composed of different species of
bifidobacteria, to study the selected properteis of these strains and to analyse their usefulness as
probiotics.

An investigation of 80 human isolates of Bifidobacterium and 6 standard collection strains,
was carried out. These human strains were isolated mostly from newborn faecal samples. The
bifidobacteria were identified using “The numerical phenotyping identification system” and two
modern molecular methods: PCR and FISH.

Moreover, the surface properties, which are very important in the first step of colonization
of the gastrointestinal track by these bacteria, were examined. In relation to the above their
autoaggregation ability was studied. Also, the slime production and ability to adhere to human
enterocyte-like cell lines, called Caco-2 and HT-29 were analysed.

Besides, their antagonistic properties were investigated, i. e. in relation to bacteria which are
involved in many intestinal disorders, e.g. diarrhoea, or which colonise the human gastrointestinal
tract. These bacteria included: Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Propionibacterium acnes, Campylobacter coli and
Lactobacillus lactis.

An examination of the bile and antibiotic resistance of the strains from the above collection
was also performed.

As a result of this research, a detailed description of the strains collected was produced and
a few Bifidobacterium strains have been chosen as good condidates for probiotics, but more research,

especially clinical, should be done.
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XIII. PODLOZA MIKROBIOLOGICZNE

1.

Agar BL - Glucose Liver Agar [127]
Ekstrat migsny ,,Lab-Lemko” [Oxoid] 3 g
Pepton proteazowy Nr 3 [Difco] 10 g
Pepton tryptozowy [BBL] 5 g

Pepton sojowy [BBL]3 g

Ekstrat drozdzowy [Difco] 5 g

Ekstrat z watroby (patrz ponizej ) 150 ml
Glukoza 10 g [Sigma]

Skrobia 6,5 g [Sigma]

Roztwér A (patrz ponizej) 10 ml
Roztwoér B (patrz ponizej) 5 ml

Tween 80 1g [Sigma]

Agar [Difco] 15 g

5% roztwér L-cysteina HCL-H,O [LOBA] 10 ml

Woda destylowana 825 ml

pH 7,2+ 0,1

Roztwor A (sktadniki POCH): Roztwoér B (sktadniki POCH):
MgSO4s7H0 4 g NaCl 6,2 g

K;HPO4 10 g FeSO4+7H,0 6,2 g

KH,PO4 10 g MnSO4xH>0 6,2 ¢

Woda destylowana 100ml Woda destylowana 100ml
Ekstrat watroby:

10 g sproszkowanej watroby rozpusci¢ w 170 ml wody i inkubowac przez
godzing w temperaturze 50-60°C, a nastegpnie zagotowac przez 5 minut.

MRS Agar (de Man, Rogosa, Sharpe) [Oxoid]
Pepton 10g/1

Puder “Lab- Lemco” 8g/1
Ekstrakt z drozdzy 5g/1
Glukoza 20 g/l

Tween 80 1 g/l

Cytrynian amonu 2 g/I
Octan amonu 5 g/l

Siarczan magnezu 6,1 g/l
Wodorofosforan potasu 2 g/l
Siarczan manganu 6,05 g/l
Agar 10 g/

pH 6,1 £ 0,1

Podloze Columbia Blood Agar [Oxoid]
Pepton 23 g/l

Skrobia 1 g/l

Chlorek sodowy 5 g/l

Agar 10 g/l

5% odwldknionej krwi barana

pH 7,3+ 0,1

Podloze Mac Conkey’a [BIOMED]
Pepton 20 g/l
Laktoza 10 g/l
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Chlorek sodowy 5 g/l
Dezoksychloran sodowy 6,9 g/l
Czerwien obojetna 6,03 g/l
Fiolet krystaliczny 6,001 g/
Agar 10 g/l

pH7,2+0,1

. Mueller — Hinton Agar II [Difco]
Ekstrakt wotowy -2 g/l

Kwasny hydrolizat kazeiny — 17,5 g/l
Skrobia — 1,5 g/l

Agarnr 1 —17 g/l

Jony wapnia — 50-100 mg/125

Jony magnezu — 20-35 mg/1

5% odwidknionej krwi barania
pH7,3£0,1

. Campylobacter Agar Base [Oxoid]
Puder ,,Lab-Lemco” 10 g/l

Pepton 10 g/l

Chlorek sodu 5 g/l

Agar 12 g/l

5% lizowana krew ludzka
pH7,5+0,2

. Casman Medium Base [Difco]
Pepton 10 g/l

Pepton tryptozowy10 g/l
Wyciag migsny 3 g/l

Kwas nikotynowy 6,05 g/l
Dekstroza 6,5 g/l

Skrobia 1 g/l

Chlorek sodu 5 g/l

Agar 14 g/l

pH7,3+£0,2

Schaedler Anaerobe Agar [Oxoid]
Bulion tryptozowo-sojowy 10 g/l
Pepton specjalny 5g/l

Ekstrat drozdzowy 5 g/l

Glukoza 5 g/l

Cysteina HC1 6,4 g/l

Hemina 0,01 g/

Bufor Tris 0,75 g/l

Agar 13,5 g/l

pH 7,6 £0,2

. Tryptic Soy Agar [DIFCO]
Trypton 15 g/l

Pepton sojowy 5 g/l
Chlorek sodu 5 g/l

Agar 15 g/l

pH7,3+0,1
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XIV. WYKAZ PRODUCENTOW ODCZYNNIKOW I PODLOZY ZASTOSOWANYCH
W TEJ PRACY

1. Aura-VF 72 / Wtochy

2. Becton Dickinson / USA

3. bioM¢érieux / Francja

4. BIOMED Lublin/ Polska

5. BIORAD/USA

6. Difco/ USA

7. DNA-Gdansk II / Polska

8. DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganisen und Zellkulturen / Niemcy
9. Fluka Biochemica / Szwajcaria
10. Jasco / Polska

11. LOBA / Niemcy

12. Menzel-Glaser / Niemcy

13. MERCK / Niemcy

14. Millipore Corporation / USA
15. MJ Reasearch / USA

16. MWG-Biotech AG / Polska
17. OliGold / Polska

18. Olympus / Japonia

19. Oxoid / Anglia

20. Polmos / Polska

21. Polskie Odczynniki Chemiczne / Polska
22. Roche Diagnostic / Szwajcaria
23. SERVA / Niemcy

24. SIGMA / USA

25. TIB MOLBIOL / Polska
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XV. SPIS TABEL I RYCIN

XV. 1. TABELE

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Materiaty biologiczne, z ktoérych wyizolowano trzynascie gatunkow
Bifidobacterium kolonizujacych organizm cztowieka.

Wystepowanie bakterii z rodzaju Bifidobacterium w organizmie cztowieka.

Wystepowanie gatunkow Bifidobacterium w ludzkiej okreznicy w zaleznosci od
wieku.

Kolonizacja o$miu pacjentek i ich dzieci przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

Pochodzenie szczepoéw bakterii nalezacych do rodzaju Bifidobacterium
wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji.

Tabela 6: Gatunkowo specyficzne startery komplementarne do fragmentu podjednostki  16S

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

Tabela 13:

Tabela 14:

rRNA dla szesciu gatunkdéw Bifidobacterium, najczgsciej kolonizujacych
przewod pokarmowy czlowieka.

Identyfikacja przyktadowych szczepow Bifidobacterium uzyskana przy pomocy
zestawu API 20A [bioMérieux].

Wyniki uzyskane z testu API 50 CH [bioMérieux] dla szesciu wzorcowych
szczepOw Bifidobacterium, wykorzystane do identyfikacji przeprowadzanej przy
pomocy programu komputerowego ,,The numerical phenotypic identification
system” dostepnego przez Internet (http://kounou.lille.inra.fr).

Wyniki uzyskane z testu rapid ID 32A [bioMérieux] dla szesciu wzorcowych
szczepow Bifidobacterium wykorzystane do identyfikacji przeprowadzanej przy
pomocy programu komputerowy ,,The numerical phenotypic identification system”
dostepnego przez Internet (http://kounou.lille.inra.fr).

Identyfikacja przyktadowych szczepow Bifidobacterium uzyskana przy pomocy
zestawu Anaerobe ID Kit wchodzacego w sktad BBL Cristal Identification System
[Becton Dickinson].

Wyniki gatunkowej identyfikacji dla pigédziesieciu jeden szczepow bakterii z
rodzaju Bifidobacterium, przeprowadzonej przy pomocy metody PCR

z zastosowaniem gatunkowo specyficznych starterow komplementarnych do
fragmentu podjednostki 16S rRNA.

Produkty metabolizmu bakterii fermentacji mlekowej o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j.

Aktywno$¢ antagonistyczna badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium wobec
szczepOow wskaznikowych.

Antagonistyczne dzialanie badanych szczepdw Bifidobacterium wzglgdem bakterii
wskaznikowych - podzial ze wzgledu na wielko$¢ stref zahamowania wzrostu.
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Tabela 15: Legenda oceny stopnia przylegania bakterii z rodzaju Bifidobacterium do linii
komoérkowych Caco-2 i HT-29.

Tabela 16: Wlasciwosci powierzchniowe szczepow Bifidobacterium, w tym: produkcja $luzu,
autoaglutynacja, agregacja w roztworach siarczanu amonu oraz adherencja do linii
komoérkowych Caco-2 i HT-29.

Tabela 17: Tabela przedstawiajaca warto$¢ najwyzszego z testowanych stezenia soli zékci
[g/1], nie powodujgcego zahamowania wzrostu badanych szczepdéw bakterii

z rodzaju Bifidobacterium.

Tabela 18: Oporno$¢ badanych szczepdw Bifidobacterium na wybrane antybiotyki, wykazana za
pomocg metody dyfuzji krazkowej Kirby’ego i Bauera.

Tabela 19: Dziatanie o$miu wybranych antybiotykow na szczepy Bifidobacterium - podziat ze
wzgledu na wielkos¢ $rednicy strefy zahamowania wzrostu.

XV. 2. RYCINY

Ryec. 1: Schemat dominujgcych grup bakterii jelitowych o potencjalnie szkodliwym lub
korzystnym oddziatywaniu.

Ryc 2: Przyktad wzrostu bakterii z rodzaju Bifidobacterium w ptynnym podtozu BL -
Glucose Liver.

Ryec. 3: Przyktad wzrostu bakterii z rodzaju Bifidobacterium na statym podtozu BL -
Glucose Liver Agar.

Ryc. 4 -9: Obraz mikroskopowy szczepow wzorcowych reprezentujacych rodzaj
Bifidobacterium: 4 - B. adolescentis 20083 DSMZ, 5 - B. animalis 20104 DSMZ,
6 - B. breve 20213 DSMZ, 7 - B. longum 20219 DSMZ, 8 - B. bifidum 20456
DSMZ, 9 - B. gallinarum 20670 DSMZ.

Ryec. 10: Zestaw API 50 CH [bioMérieux].

Ryec. 11: Zestaw API 20A [bioMérieux].

Ryec. 12: Zestaw rapid ID 32A [bioM¢érieux].

Ryc. 13: Program komputerowy ,,The numerical phenotypic identification system” dostepny

przez Internet (http://kounou.lille.inra.fr), wykorzystywany w identyfikacji
gatunkowej bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Ryc. 14: Zestaw Anaerobe ID Kit wchodzacy w sktad systemu BBL Cristal Microbial
Identyfication [Becton Dickinson].

Ryec. 15: Wynik przyktadowej elektroforezy (1% zel agarozowy, czas 1.5 godz, napigcie
80V) przeprowadzonej w celu potwierdzenia prawidtowej izolacji DNA

wykonanej przy uzyciu mikrokolumienek.

Ryc. 16: Rozktad widma gestosci optycznej genomowego DNA wyizolowanego metoda
wedlug Gevers’a.

135



Ryec. 17: Identyfikacja gatunkowa B. bifidum przeprowadzona przy pomocy reakcji PCR
z wykorzystaniem gatunkowo specyficznych starteréw (BiBIF-1, BiBIF-2)
komplementarnych do fragmentu podjednostki 16S rRNA.

Ryc. 18: Udzial procentowy szeSciu gatunkow Bifidobacterium w utworzonej kolekcji.
Identyfikacja gatunkowa przeprowadzona przy pomocy reakcji PCR
z wykorzystaniem gatunkowo specyficznych starterow komplementarnych do
fragmentu podjednostki 16S rRNA.

Ryc. 19: Identyfikacja bakterii z rodzaju Bifidobacterium za pomocg fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) z wykorzystaniem rodzajowo specyficznej sondy
Bif 164 komplementarnej do fragmentu podjednostki 16S rRNA.

Ryec. 20: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Escherichia coli.

Ryc. 21: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Shigella sonnei.

Ryc. 22: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Salmonella enteritidis.

Ryc. 23: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Staphylococcus aureus.

Ryc. 24: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Enterococcus faecalis.

Ryc. 25: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Propionibacterium acnes.

Ryc. 26: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepoéw z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Campylobacter coli.

Ryc. 27: Dziatanie antagonistyczne badanych szczepoéw z rodzaju Bifidobacterium
wzgledem szczepu wskaznikowego Lactobacillus lactis.

Ryc. 28: Dziatanie antagonistyczne poszczegolnych szczepow z rodzaju Bifidobacterium,
wchodzacych w sktad utworzonej kolekcji, wzgledem o$miu szczepow bakterii
wskaznikowych (E. coli, S. sonnei, S. enteritidis, S. aureus, E. faecalis, P. acnes,
C. coli, L. lactis).

Ryc. 29: Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
szczepu E. coli wykazany metoda stupkowa.

Ryc. 30: Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Shigella sonnei wykazany metoda stupkowa.

Ryc. 31: Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Salmonella enteritidis wykazany metoda stupkowa.

Ryc. 32: Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Enterococcus faecalis wykazany metodg stupkowa.
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Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryc.
Ryc.
Ryec.
Ryc.
Ryc.

Ryec.

. 33:

. 34:

. 35:

. 36:

37:

38:

. 39:

40:

41:

42:

43:

44.

45:

. 46:

47:

48:

49:

50:

51:

52:

Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Staphylococcus aureus wykazany metoda stupkows.

Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Propionibacterium acnes wykazany metoda stupkowa.

Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Campylobacter coli wykazany metoda stupkowsa.

Przyktad antagonistycznego dziatania szczepow Bifidobacterium wzglgdem
Lactobacillus lactis wykazany metodg shupkowa.

Struktura peptydoglikanu gatunku Bifidobacterium bifidum.

Poréwnanie zdolnosci do agregacji w roztworach siarczanu amonu (NH4)2SO4
badanych szczepow z rodzaju Bifidobacterium.

Poréwnanie produkcji §luzu przez badane szczepy z rodzaju Bifidobacterium.

Poréwnanie zdolnosci do przylegania (adherencji) badanych szczepow z rodzaju
Bifidobacterium do dwoch linii komérkowych: Caco-2 i HT-29.

Stopien aktywnos$ci powierzchniowej poszczegdlnych szczepow Bifidobacterium,
wchodzacych w sklad utworzonej kolekcji.

Obraz mikroskopowy testu wykazujgcego zdolno$¢ bakterii z rodzaju
Bifidobacterium do autoaglutynacji w 0,9% roztworze NaCl.

Przyktadowe wyniki z testu okre$lajagcego produkcje sluzu (ang. slime) przez
bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

Przyleganie (adherencja) wybranych szczepow Bifidobacterium do linii
komoérkowych ludzkiego raka okreznicy o morfologii epitelialne;.

Oporno$¢ szczepdw Bifidobacterium na dziatanie soli kwaséw zotciowych
w nastepujacych stezeniach: 1, 2, 5, 10, 20 [g/1].

Poréwnanie opornosci testowanych szczepow bakterii z rodzaju Bifidobacterium,
wzgledem soli kwasdéw zotciowych w nastepujacych stezeniach:

1,2,5,10,20 [g/1].

Dziatanie penicyliny G (10 ul) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
Dziatanie erytromycyny (15 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
Dziatanie cefuroksymu (30 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
Dziatanie gentamycyny (10 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
Dziatanie ciprofloksacyny (5 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie wankomycyny (30 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.
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Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryec.

53:

54:

. 55:

56:

57:

58:

59:

Dziatanie mupirocyny (5 pl) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Dziatanie kotrymoksazolu (25 ul) na szczepy bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Wykres przedstawiajacy dziatanie o$miu zastosowanych antybiotykow na szczepy
Bifidobacterium - podziat ze wzgledu na wielko$¢ $rednicy strefy zahamowania
wzrostu.

Analiza statystyczna hamujgcego dziatania o$miu zastosowanych antybiotykow na
wzrost szczepdw Bifidobacterium.

Sumaryczne dziatanie o§miu wybranych antybiotykéw na poszczegdlne szczepy
bakterii z rodzaju Bifidobacterium wchodzace w sktad utworzonej
kolekeji.

Przyktadowe wyniki z testu okre$lajgcego wrazliwo$¢ szczepow z rodzaju
Bifidobacterium na sole kwasow zétciowych.

Oznaczanie opornosci wybranego szczepu Bifidobacterium wzglgdem o$miu

testowanych antybiotykow przy pomocy metody dyfuzji krazkowej Kirby’ego
i Bauera.
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