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OCENA AKTYWNOSCI WYBRANYCH PROBIOTYKOW
W PROCESIE ZAPALNYM IN VITRO

ASSESSMENT OF THE ACTIVITY OF SELECTED PROBIOTICS
IN IN VITRO THE INFLAMMATORY PROCESS

Wprowadzenie

Zainteresowania $wiata naukowego bakteriami zasiedlajgcymi organizm czlowieka sa
widoczne w publikowanych doniesieniach od lat. Z literatury klasycznej wiadomo, Ze organizm
ludzki to ztozona struktura wzajemnie na siebie odzialywujaca, zbudowana z komoérek tworzacych
tkanki, organy. Nalezy pamieta¢ réwniez o bakteriach zasiedlajacych te strukture. Znajdujg sie one
na skorze, w jamie ustnej, nablonku, pochwie, czy w najbardziej skolonizowanym ukladzie, jakim
jest uktad pokarmowy (ponad 70% calej ich masy). Mikrobiom organizmu, czyli wszystkie formy
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zywe bytujace w roéznych czedciach organizmu, pelnia szereg dobroczynnych funkeji, wptywajac
na prawidlowe funkcjonowanie proceséw zachodzacych in vivo. Natomiast utrzymanie prawidlo-
wej rownowagi mikroflory bakteryjnej w organizmie jest w dzisiejszych czasach dosy¢ trudne ze
wzgledu na postep technologiczny w wielu obszarach zycia. Z danych naukowych wynika, ze styl
zycia, w tym zywienia populacji odbiega od schematu, ktéry bylby bezpieczny dla mikrobiomu
ludzkiego. Stad tez przemyst farmaceutyczny wychodzi naprzeciw ze swoimi produktami probio-
tycznymi. Syntetyczne probiotyki aplikowane cztowiekowi sa dedykowane w wielu terapiach, wiec
na rynku farmaceutycznym mozna spotkac szeroki wachlarz tego typu produktéw.

Uklad pokarmowy, jelito, mikrobiota jelitowa

Na podstawie klasycznych zrodet wiadomo, ze przewdd pokarmowy rozpoczyna sig
w jamie ustnej natomiast koniczy w ostatnim odcinku, odbytem. Stad tez przewdd pokarmo-
wy czlowieka jest przewodem otwartym. Z dwdch stron istnieje dostep do $rodowiska ze-
wnetrznego, co jest uzasadnionym narazeniem na zasiedlanie potencjalnie chorobotworczych
drobnoustrojow. Jelita s najdluzsza i najwickszg czescig przewodu pokarmowego cztowieka.
Rozpoczynajg si¢ tuz pod zoladkiem, a koniczg odbytem. Dzielg si¢ na dwie czesci: jelito cien-
kie oraz jelito grube. Pierwszg czescig jest jelito cienkie. Jego dlugo$¢é wynosi od 4 do 5 metrow.
Poczatek oraz koniec jelita cienkiego wyposazone sa w zastawki. U gory zastawka odzwierni-
ka, za$ u dotu zastawka okreznicy. W pierwszym przypadku zastawka nie pozwala na cofanie
sie miazgi pokarmowej z powrotem do Zoladka, za$ druga zapobiega cofnieciu sie tresci do
jelita cienkiego [Bochenek i Reicher, 2014].

Jelito grube jest najbardziej zasiedlonym przez mikroorganizmy fragmentem ludzkiego
przewodu pokarmowego, na 1gr zawartosci jelita przypada tam 1012 bakterii [Gibson GR. 1995].
Ich rola jest bardzo wazna, poprzez procesy fermentacyjne moga one produkowa¢ przerdzne sub-
stancje, ktore wykazuja zaréwno pozytywny jak i negatywny wplyw na dzialanie przewodu po-
karmowego i calego organizmu [Gibson GR. 1995]. Z tego powodu szerokim zainteresowaniem
cieszg s substancje, ktére maja pozytywny wplyw na dzialanie tej cz¢sci przewodu pokarmowego.

Mikrobiota jelitowa cztowieka to zlozony, niezwykle bogaty ekosystem drobnoustro-
jow (bakterie, grzyby, wirusy i eukariota) bytujacych w przewodzie pokarmowym [Manrique
P i. in. 2016 r.]. Ludzka mikrobiote stanowi pie¢ dominujacych gatunkéw: Firmicutes, Bac-
terioidetes, Proteobacteria, Actinobacteria i Verrumicrobia [Turnbaugh P. J. i in. 2007r.], ale
szczegolowy skiad i stosunek pomiedzy nimi jest unikatowy dla kazdego cztowieka. Mikrobio-
ta jelitowa pelni szereg funkcji, m.in. reguluje przemiany energetyczne, metabolizm glukozy,
lipidow i kwasow zotciowych, uczestniczy w syntezie witaminy B i K, rozktadzie lekéw, toksyn
i kancerogenéw oraz prawidlowym funkcjonowaniu centralnego uktadu nerwowego. Ponad-
to ,zdrowa” mikrobiota gwarantuje utrzymanie integralnosci bariery jelitowej, dzigki czemu
chroni przed patogenami i zapewnia odporno$¢ immunologiczng organizmu [Oliphant K.,
2019; Dieterich W. 2018; Sommer F. 2013; Baumann-Dudenhoeffer A.M., 2018].
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Nowoczesne metody, jak: analiza rybosomalnego 16S rRNA, badania metagenomicz-
ne, czy technika iChip, pomogty ustali¢ sktad mikrobiomu ludzkiego. Najbardziej zréznico-
wany oraz najliczniejszy mikrobiom wystepuje w jelitach. Kazda czeé¢ ciala czlowieka jest za-
siedlana przez specyficzna populacje drobnoustrojow, dopasowana do poszczegélnych miejsc
ciala (tab. 1) oraz przedziatu wiekowego (np. okres noworodkowy, mlodziez czy osoby starsze)
[Gliniski, Kostro, 2015], (Tab. I).

Tab. 1. Wybrane rodzaje i gatunki bakterii w organizmie ludzkim.

Jama ustna Jelito Mleko z piersi Nar.zady
ptciowe
Streptoco- Burkholderia ; - . :
ocus cepacia complex Bacteroidaceae Propionibacterium | Staphylococcus, | Lactobacillus
: Chlamydophia -
Rothia pneumoniae Clostridiaceae Staphylococcus Prevotella Gardnerella
; : Pseudomonas Mycoplasma/
Neisseria aeruginosa Prevotellaceae Moraxella Streptococcus, Ureoplasma
Candida Eubarteriaceae Malassezia Veillonella,
Veillonella Ruminococcaceae Gemella,
Actinomyces Lactobacillaceae Enterococcus,
Enterobacteriaceae Clostridia,
Saccharomycetaceae Bifidobacterium,
Lactobacillus

Interpretacja wlasna npdst. Lloyd-Price i in., 2016; Kotlinska i Huras, 2017; Tylman i in., 2016
Probiotyki, prebiotyki

Probiotykami, nazywa si¢ kultury Zywych mikroorganizmoéw, ktére w odpowiednich
ilosciach wykazuja wplyw na zdrowie czlowieka [FAO]. Probiotykami nazywamy takze sub-
stancje produkowane przez mikroorganizmy, ktére wptywaja pozytywnie na wzrost innych
mikroorganizméw [Lilly DM. 1965], jak réwniez nazywamy te substancje ktére wplywaja
na réwnowage mikrobiologiczng przewodu pokarmowego [Parker RB.1974], to réwniez
mikrobiologiczne adiuwanty dietetyczne, ktére poprzez wplyw na sluzéwkowy i systemowy
uktad immunologiczny, a takze poprzez wplyw na réwnowage mikrobiologiczng w jelitach,
wplywaja pozytywnie na organizm gospodarza [Salminen S.1998]. Dla odmiany, prebiotyki
to nie ulegajace trawieniu sktadniki, ktére pozytywnie wplywaja na gospodarza, poprzez se-
lektywna stymulacje wzrostu i/lub aktywnoéci jednego rodzaju, lub wigkszej ilosci bakterii,
ktére juz znajdowaly si¢ w przewodzie pokarmowym [Gibson GR.1995].

Probiotyki wykazuja ogromny wplyw na organizm gospodarza, wplywaja na wiele
stan6w, sg przydatne w leczeniu wielu choréb. W przypadku alergii dzialaja one najpraw-
dopodobniej poprzez efekt blokujacy [Isolauri E. 2002, Kalliomaki M. 2001, Sanders ME.
2003]. Obnizaja rowniez stezenie cholesterolu, poprzez dekoniugacje kwaséw zotciowych
[De Roos NM. 2000]. W przypadku biegunki probiotyki dzialaja poprzez efekt bariery, po-
budzaja ukltad odpornosciowy gospodarza [Sanders ME.2003, Marteau P. 2002]. Probiotyki
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wydaja sie takze przydatne w przypadku sepsy w przebiegu alkoholowej choroby watroby, ich
dzialanie polega wtedy na hamowaniu toksyn produkowanych przez bakterie jelitowe [Nanji
AA. 1994]. Probiotyki wykazuja réwniez dzialanie przeciwko H. pylori [Felley CP. 2001].
Wykazano réwniez wplyw na podwyzszone ci$nienie krwi, poprzez komérkowe efekty oraz
produkty fermentacji dzialajg one jak ACEIL, obnizaja ci$nienie [Hata Y. 1996]. Posiadajg one
znaczny wplyw na uktad odpornosciowy, poprzez wielomiejscowy wplyw na komorki ukta-
du immunologicznego wykazujg dzialanie immunomodelujace [Isoluari E, 2001]. W prze-
biegu zapalnych choréb przewodu pokarmowego, jak choroba Le$niowskiego- Crohna, czy
wrzodziejacego zapalenia jelit moga zmniejsza¢ nasilenie poprzez obnizenie aktywnosci
odpowiedzi uktadu immunologicznego [Shanahan E 2002]. Poprzez wpltyw na mikroflore
przewodu pokarmowego maja wplyw na redukcje takich objawéw jak: zaparcia, nie infek-
cyjna biegunke, wzdecia, skurcze [Madden JAJ. 2002]. Poprzez dostarczenia laktazy, po-
chodzenia bakteryjnego zmniejszaja objawy nietolerancji laktozy [De Vrese M. 2001]. Gdy
mamy do czynienia z infekcja drég rodnych, uktadu moczowego czy nadmiernym wzrostem
bakterii w jelicie cienkim probiotyki poprzez aktywnos$¢ antymikrobiologiczng oraz swoje
kompetencje wplywaja na leczenie tych schorzen pozytywnie [Dunn Sr. 1998, Reid G. 2002].
Bifidobacteria biora udzial w produkcji witamin z grupy B [Nishizawa, Y. 1960] oraz szereg
enzymoéw np. lizozym [Kawase K. 1982]. Sg one réwniez waznym elementem w przywrdce-
niu prawidlowej rownowagi mikrobiologicznej organizmu po antybiotykiterapii [Korshunov
U.M. 1985]. Probiotyki sa powszechnie w uzyciu populacji, stad tez istotne sg kwestie ich
wplywu na organizm czltowieka. Wedlug danych naukowych, wiadomo, iz preparaty, ktore
zawierajg lactobacili lub bifidobacteria sa bezpieczne dla ludzi zdrowych [Salminem S.1998],
sa réwniez ogélnodostepne, a takze stosowane w wielu problemach klinicznych [Barczynski,
B.;iin. 2023, Fragszczak K.; i in. 2022].

Antybiotykoopornos¢

Antybiotykoopornos¢ to zdolnos¢ bakterii do przeciwstawiania si¢ dziataniu anty-
biotyku. Jest to naturalnie przebiegajacy proces, ktéry wynika ze zmian w materiale gene-
tycznym bakterii na drodze mutacji i/lub pozyskiwania obcego DNA na skutek odziatywa-
nia uzywanego preparatu. Skala zjawiska antybiotykoopornosci rosnie do niespotykanych
rozmiaréw. Naukowcy doszukujg si¢ przyczyn, w Polsce i na $§wiecie, w niewlasciwym i/lub
nadmiernym wykorzystaniu antybiotykéw w medycynie, weterynarii oraz hodowli zwie-
rzat [Mazinska B. 2020]. Wedlug zrédet literaturowych wiadomo, ze gwaltowny wzrost ich
podazy wystepuje gléwnie w krajach rozwinietych [Klein EY. 2018]. Wedlug danych z 2017
r. w Polsce ilo§¢ zastosowanych antybiotykéw w lecznictwie otwartym, tj. poza szpitalem,
wynosita 27 dawek dobowych na 1000 mieszkancéw dziennie (DDD), co stawia nas znacz-
nie powyzej $redniej europejskiej, ktéra wynosi 18,3 DDD [NIK 2021]. Na podstawie szere-
gu badan zauwaza sig¢ $cista korelacje pomiedzy podazg antybiotykéw a nasileniem zjawiska
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antybiotykoopornoéci [Klein EY. 2018]. Olbrzymi problem stanowi réwniez nieprawidlo-
we zachowanie pacjentéw w zakresie antybiotykoterapii zwigzane z niestosowaniem si¢ do
zalecen lekarzy. Ponadto zaobserwowano, nie tylko Polsce, ale i na $wiecie zjawisko ,,sa-
moleczenia si¢” pacjentdw, zwigzane m.in. z przyjmowaniem dawek, ktére pozostaty z po-
przednich kuracji oraz stosowanymi preparatami bez recepty [Maziniska B. 2020, Klein EY.
2018]. Notuje sie rowniez niskie zuzycie ptynéw do dezynfekcji w szpitalach i zakladach
ochrony zdrowia oraz ograniczone mozliwosci izolacji pacjentéw zakazonych i nosicieli
bakterii MDRO (multi-drug resistant organisms). Fakt ten jest bezposrednio wigzany ze
zjawiskiem antybiotykoopornosci [Klein EY. 2018]. Stosowanie preparatéw antybiotyko-
wych w hodowli zwierzat rzeznych, bardzo czesto bez uzasadnienia klinicznego jest niestety
dos¢ czestg praktyka wsréd hodowcow [Europejski Dzienn Wiedzy o Antybiotykach, 2010].

Wedlug ONZ, lekoopornos¢, ze wzgledu na gwaltownie postepujacy proces, jest
jednym z dziesieciu najwiekszych globalnych zagrozen zdrowotnych, ktore niesie ze sobg
wiele konsekwencji klinicznych, mikorbiologicznych oraz ekonomicznych [10 najwiek-
szych zagrozen dla zdrowia na $wiecie w 2019 roku. Rzeczpospolita 2019, Antimicrobial
Resistance, 2021]. Najwazniejszym skutkiem narastania lekoopornosci jest ograniczona
liczba skutecznych preparatow, ktére dotychczas stanowily leki pierwszego, drugiego oraz
trzeciego rzutu w leczeniu infekgcji, co przeklada si¢ bezposrednio na zwiekszona liczbe
niepowodzen terapeutycznych [Klein EY. 2018]. Coraz czesciej konieczne jest wdroze-
nie tzw. terapii ratunkowej (salvage therapy). Na podstawie danych szacunkowych ONZ,
w 2050 r. z powodu infekcji szczepami wielolekoopornymi, prawdopodobnie umrze wie-
cej ludzi niz z powodu nowotworéw [Antimicrobial Resistance, 2021].

Bezpos$rednimi lub posrednimi przyczynami okresla si¢ coraz szybsze rozprzestrzenia-
nie si¢ szczepdw bakterii wielolekoopornych, a takze ulatwiona transmisja genéw pomiedzy
poszczegdlnymi bakteriami. Dodatkowo sprzyjaja tu nasilone ruchy migracjyjne ludnosci,
ktére przyczyniaja sie do kolonizacji tymi szczepami. Nastepstwa ekonomiczne tych proce-
sOw to wzrost kosztow terapii, przedtuzajace sie hospitalizacje, odszkodowania oraz renty dla
pacjentéw [Antimicrobial Resistance, 2021, https://www.gov.pl/attachment/197294cb-efea-
-4bec-8690-0090cf4a5239].

Cel badan

Celem dos$wiadczenia badawczego jest ocena wptywu wybranych preparatéw pro-
biotycznych na wzrost bakterii patologicznych przy zastosowaniu antybiotykogramu.

Metodyka badan

Do badan uzyto nastepujace preparaty: MULTILAC, LAKCID, TRILAC, oraz LINEX,
zakupione na rynku UE.
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1. Preparat MULTILAC, dodatkowo uzyto z dodatkiem prebiotyku- oligofruktozy.
Poszczegélne preparaty réznily sie miedzy sobg skltadem bakterii i ich zawartoscia.
Preparat MULTILAC zawieral dziewiec szczepéw bakteryjnych, ktérymi sa: 4 Lacto-
bacillus,3 Bifidobacterium ,1 Lactococcus, 1 Streptococcus.

2. Preparat LAKCID zawieral jeden szczep bakterii Lactobacillus, bez ostonki.

3. Preparat TRILAC zawieral trzy szczepy: 2 Lactobacillus,1 Bifidobacterium, z ostonka.

4. Preparat LINEX zawieral dwa szczepy:1 Lactobacillus,1 Bifidobacterium z dodatkiem
prebiotyku.

Wedlug producentéw w preparacie MULTILAC znajduje si¢ 4,5x109, za$ w preparacie LAKCID
2x109, z kolei w preparacie TRILAC 1,6x109, a takze w preparacie LINEX 2x109 bakterii zywych.
Bakterie zostaly przygotowane wedlug nastepujacej procedury wlasnej:

- hodowla badanych bakterii w temperaturze 37 st. C przez 24 godziny (na pozywce
plynnej MRS w warunkach beztlenowych).

- posiewy bakterii badanych i patologicznych (E. coli) na podtozu agarowym w mody-
fikacji Muller Histon przez 48 godzin w warunkach beztlenowych.

- ocena wplywu badanych bakterii na wzrost patogendéw (na podstawie oceny uzy-
skanych kolonii bakterii badanych i patologicznych. - antybiogram badanych bakte-
rii (uzyto krazkéw zawierajacych 4 antybiotyki: Ampiciln, Cefuroxym, Ceftazydyn,
Ciprofloxacyn).

Omowienie wynikow

W zwiazku z coraz czestszym stosowaniem preparatéw zawierajacych bakterie probio-
tyczne, podjeto probe poréwnania skltadu, a takze dziatania, wybranych preparatow.

Uzyskane wyniki pokazaly, ze najwieksze zahamowanie patologicznych (wzorcowych)
bakterii E, coli uzyskano przy stosowaniu preparatu MULTILAC, mniejszy dla preparatu LINEX,
za$ najmniejszy dla preparatu LAKCID. Preparat MULTILAC wykazywal najwieksze zahamo-
wanie wzrostu bakterii patologicznych, prawdopodobnie dlatego, ze w poréwnaniu z pozosta-
tymi preparatami zawieral najwigcej bakterii zywych 4,5x109, pozostale za$ 1,6x109(TRILAC)
i 2x109(LINEX i LAKCID); poza tym w preparacie MULTILAC wystepowata najwieksza licz-
ba szczepéw bakterii zywych i najbardziej zréznicowana: 4 Lactobacillus, 3 Bifidobacterium,
1 Lactococcus, 1 Streptococcus. Natomiast w preparacie LAKCID wystepowal jedynie szczep
Lactobacillus, w preparacie TRILAC wystepowaly 2 szczepy Lactobacillus oraz 1 szczep Bifido-
bacterium. Z kolei w preparacie LINEX wystepowal 1 szczep Lactobacillus, i 1 szczep Bifido-
bacterium. Dodatkowo w preparacie MULTILAC i LINEX zastosowany zostal prebiotyk, ktory
wplywal stymulujaco na wzrost bakterii z probiotyku. Wykonano antybiogram z uzyciem Am-
picyliny, Cefuroksymu, Ceftazydymu i Ciprofloksacyny dla poszczegolnych preparatéw. Wyni-
ki wykazaly, ze najwigksza antybiotykooporno$¢ wykazuja bakterie z preparatu MULTILAC.
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Z powyzszych wynikéw badan wynika, Ze z poréwnywanych preparatéw zawierajacych
zywe szczepy bakterii probiotycznych: MULTILAC, TRILAC, LINEX i LAKCID, najlepsze
wlasciwosci wykazal preparat MULITLAC, poniewaz najlepiej hamowatl wzrost bakterii pa-
tologicznych, jednoczesnie wykazywal najwigksza antybiotykoopornos¢, przez co moze by¢

dobrym preparatem do stosowania w czasie antybiotykoterapii.
Podsumowanie

Mikrobiota organizmu ludzkiego stanowi niezwykle wrazliwg strukture, na ktérag ma
wplyw wiele czynnikéw etiologicznych obecnych w zyciu czlowieka. Do niedawna, stosun-
kowo, nauka nie posiadata wiedzy na temat bakterii zasiedlajacych poszczegolne czeéci orga-
nizmu. Aktualnie zauwazy¢ mozna wzrost zainteresowania wielu o§rodkéw naukowych tym
zagadnieniem. Ten problem badawczy jest niezwykle istotny ze wzgledu na zjawisko antyko-
opornosci, czy lekoopornosci, ktory juz dzi$ pietrzy problemy dzisiejszej medycynie.

W pracy przedstawiono aktualng wiedze z zakresu probiotykéw, ich funkji, ich odzia-
tywania na organizm ludzki. Ponadto przeprowadzono do$wiadczenie z wybranymi, dostep-

nymi na rynku preparatami probiotycznymi w symulowanym procesie zapalnym in vitro.
Whioski

1. Szczepy probiotyczne wptywaja dobroczynnie na homeostaze organizmu ludzkiego.

2. Zaburzenia réwnowagi mikrobioty warunkuja postepujace procesy zapalne w orga-
nizmie czlowieka.

3. Zjawisko antybiotykooporno$ci budzi niepokojace szacunki dla dzisiejszej nauki
i medycyny.

4. Dzialania i rekomendacje WHO, ONZ i stuzb zajmujacych sie ochrona zdrowia sg
skoncentrowane na niwelowaniu i zapobieganiu szerzenia czynnikéw prowadzacych
do narastania zjawiska antybiotykoopornosci.

5. Na podstawie przeprowadzonego do$wiadczenia stwierdzono, ze im wigksze zroz-
nicowanie szczepdw probiotycznych i liczba kolonii tym lepszy efekt terapeutyczny.
Zastosowanie prebiotykéw wspomaga dzialanie probiotykéw. Nalezy, wiec dostarczaé
organizmowi naturalnych zrédet prebiotykéw pochodzacych z zywnosci, stosujac od-

powiednio zbilansowang diete.
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STRESZCZENIE

Probiotykoterapia znajduje coraz szersze zastosowanie w terapii wielu schorzen. Ze wzgledu na pro-
wadzone na catym $§wiecie badania z wykorzystaniem najnowszych technologii analitycznych, zaintere-
sowanie probiotykami ro$nie. Niepokojace natomiast jest zjawisko antybiotykoopornosci, prowadzace
do wielu probleméw klinicznych. Stad tez celem pracy bylo przedstawienie aktualnej wiedzy z zakresu
probiotykéw, ich funkeji, a takze ich odzialywania na organizm ludzi. Ponadto przeprowadzono do-
$wiadczenie z wybranymi, dostepnymi na rynku preparatami probiotycznymi w symulowanym procesie
zapalnym in vitro.. Uzyskane wyniki pokazuja, ze im wieksze zréznicowanie szczepéw probiotycznych

iliczba kolonii tym lepszy efekt terapeutyczny.

SLOWA KLUCZOWE: Probiotyki, prebiotyki, antybiotykoopornog¢

ABSTRACT

Probiotic therapy is consistently gaining popularity in the treatment of many diseases. Due to world-
wide research carried out using the latest analytical technologies, interest in probiotics is on the rise. Ho-
wever, the phenomenon of antibiotic resistance is disturbing, as it leads to numerous clinical problems.
Therefore, the aim of the work was to present current knowledge about probiotics, their functions, and
their impact on the human body. Additionally, an experiment was carried out with selected commer-
cially available probiotic preparations in a simulated in vitro inflammatory process. The obtained results
show that the greater the diversity of probiotic strains and the number of colonies, the better the thera-

peutic effect.

KEYWORDS: probiotics, prebiotics, antibiotic resistance


https://www.gov.pl/attachment/197294cb-efea-4bec-8690-0090cf4a5239

	Maciej Domański, Anna Domańska, Luiza Kubisiak-Banaszkiewicz
	Wioletta Żukiewicz-Sobczak
	Paulina Wojtyła-Buciora
	Paweł Sobczak
	Ocena aktywności wybranych probiotyków w procesie zapalnym in vitro

