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Ocena antagonistycznego dziatania w warunkach in vitro szczepoéw
z rodzaju Lactobacillus wobec toksynotworczych szczepdw Clostridium
difficile wyhodowanych z przewodu pokarmowego pacjentéw leczonych
w szpitalach na terenie wojewo6dztwa mazowieckiego
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Zbadano wplyw in vitro paleczek z rodzaju Lactobacillus nalezacych do ga-
tunkoéw L. plantarum, L. fermentum, L. acidophilus i L. rhamnosus na wzrost
61 toksynotworczych szczepow Clostridium difficile, wyhodowanych z probek
kahu chorych z rozpoznaniem biegunki poantybiotykowej hospitalizowanych
w trzech szpitalach wojewodztwa mazowieckiego. Wszystkie badane szczepy
nalezace do rodzaju Lactobacillus wykazaly w warunkach in vitro antagoni-
styczng aktywno$¢ wobec badanych klinicznych szczepow C. difficile.

ABSTRACT

Introduction: The aim of this study was to evaluate the antagonistic activity of Lactobacillus
strains against clinical C. difficile strains isolated from faecal samples of adults patients with
diarrhea. A total 61 strains of C. difficile randomly selected isolated in the period 2007-2008
from the gastrointestinal tract of hospitalized patients in three hospitals province Mazovia,
Poland. To determination of antagonistic activity of probiotic Lactobacillus spp. strains used
four reference strains: Lactobacillus plantarum 2017405, Lactobacillus fermentum 353,
Lactobacillus acidophilus DSM 21007 and Lactobacillus rhamnosus GG.

Methods: Isolation of C. difficile was performed on selective Columbia agar supplemented
with cycloserine/cefoxitine and amphothericin B (CLO medium, bioMérieux, France). The
plates were incubated in an anaerobic chamber for 48 h at 37°C. Isolates were identified
as C. difficile by the characteristic morphology of the colonies and horse-like odour, green
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yellow fluorescence under UV. Toxigenicity of of C. difficile strains was determined in PCR
to detection of fragments of genes encoding toxin A (tcdA), toxin B (fcdB) and binary toxin
(cdtA and cdtB). The study of antagonistic activity four Lactobacillus spp. strains against
61 clinical C. difficile strains was performed according to standard methods. Lactobacillus
strains were inoculated on MRS medium and incubated in oxygen-free atmosphere and cut
the bars of MRS agar and applied to the plate with cultures of C. difficile strains.

Results: Assessment of antagonist activity of Lactobacillus spp. strains was performed by
measuring the zone of inhibition of grown of C. difficile strains. The study shows that of
probiotic Lactobacillus spp. strains interacted antagonistically in vitro against all toxigenic
(A+B+CDT- and A+B+CDT+) of C. difficile strains.

Conclusions: The differences in the antagonistic activity of Lactobacillus spp. strains against
different toxigenic clinical C. difficile strains were not observed.

WSTEP

Clostridium difficile jest Gram-dodatnia, beztlenowa, przetrwalnikujaca laseczka, ktora
powoduje biegunki poantybiotykowe u 10 do 30% hospitalizowanych pacjentow. Drobno-
ustrdj ten jest ponadto praktycznie jedynym czynnikiem etiologicznym rzekomobloniastego
zapalenia okreznicy (1, 2, 12).

Do rozwoju zakazenia C. difficile w przewodzie pokarmowym czltowieka dochodzi
najczesciej na skutek ostabienia obronnych funkcji naturalnej mikroflory przewodu pokar-
mowego w wyniku stosowanej antybiotykoterapii.

Jedna z metod stosowanych w zapobieganiu rozwojowi zakazenia C. difficile jest podanie
pacjentowi preparatow zawierajacych bakterie probiotyczne (3, 4, 9, 11). Do drobnoustro-
jow wykazujacych wlasciwosci probiotyczne zalicza si¢ szczepy nalezace do gatunkow:
Lactobacillus rhamnosus GG, L. acidophilus, L. plantarum, L. johnsonii, L. fermentum,
Bifidobacterium bifidum, B. lactis, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus oraz
drozdze Saccharomyces boulardii (4).

Probiotyki dziataja na makroorganizm poprzez rézne mechanizmy, takie jak hamowanie
wzrostu innych bakterii jelitowych w wyniku dzialania réznych zwigzkéw wytwarzanych
na przyktad przez pateczki z rodzaju Lactobacillus sp. (nadtlenek wodoru, kwas pirogluta-
minowy), wspotzawodniczenie o sktadniki odzywcze, konkurowanie o receptory komorek
nabtonkowych jelita, modyfikowanie receptoréw dla toksyn wytwarzanych przez bakterie
chorobotworcze czy aktywowanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza (13). W wyniku
dziatania mikroorganizméw probiotycznych utrzymana jest wzglgdna réwnowaga migdzy
bakteriami wchodzacymi w sktad naturalnej mikroflory przewodu pokarmowego, a tym
samym nie dochodzi do nadmiernej kolonizacji przez bakterie chorobotworcze.

Celem pracy byta ocena antagonistycznej aktywnos$ci w warunkach in vitro szczepow
z rodzaju Lactobacillus wobec toksynotworczych szczepow C. difficile wyhodowanych
z przewodu pokarmowego pacjentow z biegunka poantybiotykowa leczonych w 3 szpitalach
w wojewodztwie mazowieckim.
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MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto losowo wybranych 61 szczepdéw C. difficile
wyhodowanych w latach 2007-2008 z probek katu pacjentow hospitalizowanych w trzech
szpitalach w wojewodztwie mazowieckim: Szpitalu Klinicznym Dziecigtka Jezus — Centrum
Leczenia Obrazen w Warszawie (szpital A), Centralnym Szpitalu Klinicznym w Warszawie
(szpital B) oraz w Wojewddzkim Szpitalu Zespolonym im. M. Kacprzaka w Ptocku (szpital
C). Do badan antagonistycznej aktywnosci szczepéw o dzialaniu probiotycznym uzyto 4
szczepow wzorcowych: Lactobacillus plantarum 2017405, Lactobacillus fermentum 353,
Lactobacillus acidophilus DSM 21007 i Lactobacillus rhamnosus GG, ktore otrzymano
z Katedry Mikrobiologii Lekarskiej Collegium Medicum w Krakowie dzigki uprzejmosci
Profesora dr hab. n. med. Piotra B. Heczko.

Hodowla iidentyfikacja szczepow C. difficile. Szczepy C. difficile uzyskano z probek
katu biegunkowego, ktére posiano na ptytki zawierajace podtoze selektywne do izolacji
C. difficile tj. podtoze CLO (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francja). Podtoze zawierato Co-
lumbia agar z dodatkiem 5% krwi baraniej i antybiotykow: cefoksytyny, cykloseryny oraz
amfoterycyny B. Posiewy inkubowano w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C
przez 48 godz. Po tym czasie dokonano identyfikacji C. difficile na podstawie morfologii
kolonii, z6lto-zielonej fluorescencji kolonii w §wietle lampy Wood’a przy dtugosci fali 365
nm, charakterystycznego zapachu para-krezolu oraz wlasciwosci biochemicznych oznaczo-

WL fermentem Bl gcidophifus OL. plantarem WL, riamnosus

nych testem API 20A (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francja) (6).
-] -]

Ryc. 1.  Wplyw szczepdw Lactobacillus sp. na szczepy C. difficile izolowane z przewodu pokar-
mowego pacjentow hospitalizowanych w szpitalu A
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Wykrywanie genéw toksyn C. difficile. Toksynotworczo$¢ szczepow C. difficile
ustalono na podstawie badania obecnosci gendw kodujacych toksyne A (fcdA), toksyng B
(tcdB) oraz toksyne binarng (cdtA i cdtB) stosujac metode PCR, ktora opisano wczesniej
(6). W celu wykrycia fragmentu genu toksyny fcdA uzyto swoistych starterow YT28/YT29
natomiast do wykrycia fragmentu genu tcdB uzyto starterow YT17/YT18 (6). Fragmenty
gendw toksyny binarnej cdtA i cdtB wykryto stosujac startery opisane przez Stubbsa wsp. (8).

Badanie wplywu paleczek Lactobacillus sp. na szczepy C.difficile (7). Zaktadano hodowle
szczepow Lactobacillus sp., ktore nalezaty do gatunkow: L. plantarum, L. fermentum, L. acidophi-
lus 1 L. rhamnosus na podtozu MRS o grubosci agaru 40 mm. Posiewy inkubowano w warunkach
beztlenowych przez 18 godz. w temp. 37°C. Po uzyskaniu wzrostu szczepéw Lactobacillus sp.,
w podiozu MRS wycieto okragte shupki, postugujac si¢ jalowym ,.korkoborem” o $rednicy 9
mm (7). Szczepy C. difficile posiano przy uzyciu jalowego wacika na ptytki z agarem z krwia.
Na tak przygotowane plytki naktadano stupki agarowe ze szczepami Lactobacillus sp. Na kazda
plytke natozono po 4 stupki agarowe z czterema szczepami Lactobacillus. Plytki inkubowano
w warunkach beztlenowych w anaerostatach w temp. 37°C przez 48 godz. Po okresie inkubacji
dokonano pomiaru strefy zahamowania wzrostu C. difficile wokot stupkéw agarowych.

WYNIKI

Zbadano antagonistyczne dzialanie in vitro czterech wzorcowych szczepow probiotycz-
nych nalezacych do gatunkéw L. plantarum, L.fermentum, L. acidophilus i L. rhamnosus
wobec 61 klinicznych szczepdéw C. difficile wyhodowanych w latach 2007-2008 z probek
katu chorych leczonych w 3 szpitalach wojewodztwa mazowieckiego. Wérod 61 badanych
szczepow 51 nalezato do typu toksynotworczosci A+B+CDT-, poniewaz w metodzie PCR
wykryto w materiale genetycznym pochodzacym z tych szczepow fragmenty genow toksy-
ny A (fcdA) i toksyny B (tcdB) natomiast nie wykryto genow toksyny binarnej CDT (geny
cdtA i cdtB). Pozostate 10 szczepdéw C. difficile nalezato do typu A+B+CDT+ i posiadato
zardwno geny fcdA i tedB jak tez geny toksyny binarnej. Wyniki przeprowadzonych badan
przedstawiono na rycinach 1, 2 i 3. Srednia wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu szczepow
C. difficile przez L. plantarum wyniosta 37,3 mm, L. fermentum 36,6 mm, L. acidophilus
wynosita 34,7 mm i L. rhamnosus 32,0 mm. Wszystkie badane szczepy C. difficile byty
wrazliwe na dziatanie bakterii Lactobacillus sp. Nie zaobserwowano roéznic w dziataniu
szczepOw probiotycznych w zaleznos$ci od typu toksynotworczosci szczepow C. difficile.

DYSKUSJA

Zakazenia wywolane przez C. difficile stanowig jeden z wazniejszych probleméw
wspolczesnej diagnostyki i lecznictwa szpitalnego. Powodem takiego stanu sg zmiany jakie
dokonaty si¢ w obrebie samego gatunku, ktérych skutkiem jest zwickszajaca si¢ wirulencja
szczepow C. difficile (5). W ostatnich kilkunastu latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zuzycia
antybiotykdw w lecznictwie szpitalnym. Niesie to za sobg powazne ryzyko zwigkszania
si¢ liczby szczepoéw opornych na leki stosowane w leczeniu zakazen C. difficile (CDI —
Clostridium Difficile Infections). Niestychanie istotne jest poszukiwanie alternatywnych
metod leczenia tego schorzenia (6, 10).
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Badania nad wptywem bakterii probiotycznych w leczeniu zakazen przewodu pokar-
mowego prowadzono juz w latach 90-tych XX wieku. Gorbach i wsp. (3) podawali przez
kilkanascie dni pacjentom z objawami rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego (PMC
—PseudoMembranous Colitis) bakterie probiotyczne L. rhamnosus GG. Po tym czasie zaob-
serwowano zlagodzenie objawdw choroby oraz zmniejszenie ilosci toksyn w kale pacjentow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze szczepy o wasciwosciach probiotycznych z rodzaju
Lactobacillus sp. oddzialywaly antagonistycznie w warunkach in vitro wobec toksynotwor-
czych laseczek C. difficile, wyhodowanych z katlu pacjentow leczonych w trzech szpitalach
Mazowsza. Najbardziej aktywny byt szczep nalezacy do gatunku L. plantarum. Dla porow-
nania w badaniu Wultanskiej i wsp. (14) wzrost szczepow klinicznych C. difficile najbardziej
hamowat szczep L. rhamnosus GG. Ze wzgledu na wzrost czgstosci wystepowania zakazen
C. difficile w Polsce oraz obnizong skutecznos$¢ leczenia farmakologicznego wskazane jest
kontynuowanie badafh nad wptywem szczepdw probiotycznych na laseczki C. difficile, w celu
stosowania skutecznych preparatow probiotycznych w leczeniu i zapobieganiu CDI.
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