Laktobacily a ich probiotické vlastnosti

KINOVA SEPOVA H., BILKOVA A., BUKOVSKY M.
Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceutickd fakulta, Katedra bunkovej a molekularnej
biologie lie¢iv

Doslo: 22. ledna 2007 / Pfijato: 16. unora 2008

SUHRN

Laktobacily a ich probiotické vlastnosti

Laktobacily radime k baktéridm mliecneho kvasenia, fermentuji sacharidy na kyselinu mlie¢nu.
Profilom fermentovanych sacharidov sa jednotlivé druhy a kmene liSia, ale tento tidaj nie je dosta-
¢ujuci pre identifikdciu na trovni druhu. Druhy a kmene sa liSia v sekvencii 16S rDNA a v medzi-
génovom priestore medzi 16S a 23S rDNA, ktoré umoZziiuju ich rozliSenie a identifik4ciu. Niektori
zastupcovia rodu Lactobacillus st stic¢astou probiotickych pripravkov, vzhladom na ich zdraviu pro-
spesné ucinky pre ludsky a zvieraci organizmus. Su schopné napriklad interagovat s imunitnym
systémom a pozitivne ho stimulovat, konzumaciou fermentovanych mlie¢nych vyrobkov zmierio-
vat prejavy laktézovej intolerancie, skracovat postantibioticku a cestovatelskd hnacku. Laktobacily
taktieZ produkuji bakteriociny, antimikrébne u¢inné latky.
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SUMMARY

Lactobacilli and their probiotic properties

Lactobacilli rank among lactic acid bacteria, fermenting saccharides to produce lactic acid. The
individual species and strains differ by the profiles of fermented saccharides, but this property is not
sufficient for the identification at the species level. The species and strains differ in the 16S rDNA
sequence and in the intergenic space between 16S and 23S rDNA, which make their differentiation
and identification possible. Some representatives of the genus Lactobacillus are included in
probiotic preparations with regard to their beneficial health effects on the human and animal
organisms. For example, they are able to interact with the immune system and stimulate it
positively, to reduce the manifestations of lactose intolerance by consuming fermented milk
products, and to shorten postantibiotic and travellers’ diarrhoea. Lactobacilli also produce
bacteriocins, antimicrobially active substances.
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Md

Rod Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp. st nesporulujiice, grampozitivne,
fakultativne anaerébne, kataldza negativne baktérie,
morfologicky pali¢ky pravidelného tvaru, niekedy koko-
bacily. Charakteristickou vlastnostou rodu Lactobacillus
je schopnost fermentovat sacharidy na laktat. Podla
vzniknutych produktov fermenticie ich mézeme rozdelit
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na obligdtne homofermentativne (OHOL), ked je pro-
duktom fermentacie len kyselina mlie¢na, fakultativne
homofermentativne (FHOL) a obligitne heterofermenta-
tivne (OHEL), kedy vznika okrem laktatu acetat, etanol
a oxid uhli¢ity. U niektorych zastupcov boli dokdzané
zdraviu prospes$né Gcinky na Tudsky a zvieraci organiz-
mus Y. MoZu sa vyuzit v profylaxii a terapii niektorych
ochoreni, ako probiotikd (z gr. ,,pro bios”, pre Zivot).
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Probiotika st pripravky obsahujice Zivé mikroorganiz-
my, ktoré prijaté do gastrointestindlneho traktu organiz-
mu v adekvitnom mnoZstve, maju zdraviu prospes$né
ucéinky #. Probiotické u¢inky baktérii sa vztahuji na jed-
notlivé druhy a kmene (Lactobacillus spp., ale aj Bifido-
bacterium spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp.,
Enterococcus spp., Saccharomyces spp. a Bacillus spp.).
FAO/WHO * uré¢uji podmienky, za akych je mozné dany
mikrobidlny kmen pouZzivat ako probiotikum.

Laktobacily, ktorych je dnes znamych viac ako 90 dru-
hov ©, nachiddzame v réznych ekologickych podmien-
kach: Osidluju ludsky gastrointestinalny trakt =%, po§vu
Zien vo fertilnom veku !9, ustnu dutinu 'V, boli nijdené
v silazi 2, ovéom mlieku '®, v rdznych druhoch syrov 4
3 jogurte 219, ale i vo vine '9. Podmienkam vyskytu
daného druhu je prisposobena aj velkost genému jedno-
tlivych zastupcov.

Je znama kompletnd nukleotidova sekvencia gendmu
Lactobacillus johnsonii NCC 533, izolovaného z ludske;j
stolice. Jej dizka bola stanovend na 1 992 676 bp.
V genetickej vybave L. johnsonii chybaji gény pre syn-
vyskyt L. johnsonii v prostredi bohatom na Ziviny, akym
je aj Tudské ¢revo. TaktieZ v genéme tejto baktérie nena-
chadzame gény pre syntézu niektorych enzymov, napr.
glutamétsyntazu, glutamatdehydrogenazu (neschopnost
vyuzivat amoniak), chybaji enzymy zodpovedné za syn-
tézu mnohych kofaktorov, ako su tiamin, kyselina nikoti-
nov4, riboflavin, biotin, kobalamin, pantotenit a pyrido-
xin. Pre obmedzené schopnosti biosyntézy sa
predpoklada v L. johnsonii kompenzacia tohto nedostat-
ku posilnenim transportnych systémov 7.

Sekvencia genému Lactobacillus plantarum WCFS1
bola stanovena na 3 308 274 bp, o je zatial najrozsia-
hlejSia génova vybava identifikovana u mlie¢nych bak-
térii. Kmen bol izolovany z Tudskych slin, iné kmene
tohto druhu boli izolované z fermentovanych napojov '*
19 misa 29 a réznych rastlin 2V, Velkost genému pre-
durcuje L. plantarum pre vyskyt aj v prostredi chudob-
nom na Ziviny. Geném L. plantarum kéduje kompletné
cesty biosyntéz viacSiny aminokyselin, okrem aminoky-
selin s rozvetvenym retazcom, leucinu, izoleucinu
a valinu. L. plantarum mé enzymovy systém pre prijem
peptidov, primarnych produktov degradéacie proteinov.
Devitnast génov L. plantarum koéduje intracelularne
peptidazy roéznej Specifity. Ako u prvej baktérie zo sku-
piny mliecnych baktérii bol v genéme L. plantarum
ndjdeny gén (o velkosti 25 kb) pre neribozomélnu syn-
tézu peptidov. Podobnym systémom st produkované aj
peptidom podobné produkty, ktoré maju rdéznu Strukti-
ru a zloZenie a zahfiaju dolezité komponenty (L. plan-
tarum NC8 produkuje plantaricin NC8 ??), pouZivané aj
vo farmaicii.

Pri klasickej identifikédcii (morfoldgia buniek, typ fer-
mentacie glukézy, rast pri rozdielnych teplotach,
DL-konfiguracia kyseliny mlie¢nej a fermentacia roz-
nych sacharidov ?) jednotlivych zéstupcov rodu Lacto-
bacillus vznikaji problémy a niektoré baktérie sa nedaji
tymito metddami od seba odliSit. Napriklad profil fer-
mentdcie sacharidov u L. fermentum je velmi podobny
profilu L. reuteri, ale na génovej Grovni nie si tieto dva

druhy laktobacilov podobné. Napriek tomu st fenotypo-
vé metddy pri rozliSeni tychto dvoch baktérii potrebné —
zloZenie peptidoglykdnu je signifikantne odli§né 2V.
V suacasnosti sa pristupuje pri identifikicii laktobacilov
k metédam molekularnej biolégie. Jednou z vyuZivanych
metdd je sekvendcia variabilnych regiénov 16S rDNA
amplifikovanych pomocou polymerazovej retazovej
reakcie (PCR). 16S rDNA kédujica gény pre 16S rRNA,
ktora je sucasfou mensej podjednotky ribozému, obsahu-
je okrem variabilnych regiéonov aj konzervované regiony,
ktoré sa vyuZzivaji pre konStrukciu rodovo Specifickych
PCR primerov 7. Inym prikladom tazko odliSitelnych
druhov rodu Lactobacillus st L. plantarum a L. pentosus.
Opit je fermenticia sacharidov na rozliSenie tychto
dvoch druhov nepouzitelnd, profily fermentacie oboch
baktérii su takmer identické. V pripade tychto dvoch
baktérii je nemoZzné pouzit metdédu sekvenicie ampliko-
nov 16S rDNA, lebo sa v nukleotidovej sekvencii dané-
ho génu lisia len troma nukleotidmi 2¥, homoldgia dané-
ho dseku je az 99 % *. Na odliSenie tychto dvoch
druhov laktobacilov sa vyuZziva iné miesto v ich genéme.
Jedna sa o DNA v medzigénovom priestore, ISR (,,inter-
gernic spacer region®), teda o sekvenciu leZiacu medzi
16S a 23S rDNA. Do tohto priestoru smeruju aj druhovo
Specifické PCR primery pre L. plantarum a L. pentosus,
pomocou ktorych mozno amplifikovat €ast tychto génov
a odlisit baktérie od seba 2.

Ako bolo spomenuté, Lactobacillus spp. a niektoré
mlieCne baktérie (Bifidobacterium spp., Lactococcus
spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., Saccharo-
myces spp. a Bacillus spp.) sa pouzivaju v profylaxii
a terapii niektorych ochoreni. Dnes sa uvaZuje o viace-
rych mechanizmoch uc¢inku probiotickych baktérii a ich
posobkov. UZ na zaciatku 20. storocia predpokladal Ilja
Mecnikov, Ze niektoré potraviny — ako fermentované
mlieko a mliecne produkty — napoméhaji nahradit Skod-
livé baktérie v gastrointestinalnom trakte prospe$nymi #.

Posobenie laktobacilov

Medzi hlavné miesta pdsobenia laktobacilov v Tud-
skom organizme patri ¢revo a poSva. V posve st laktoba-
cily sdicastou prirodzenej mikrofléry a majui nezastupite-
Iné miesto v udrziavani fyziologickych podmienok
v tomto organe. Tym, Ze laktobacily produkciou laktatu
znizuju pH poSvy na 4,5 a menej, brania kolonizacii
patogénmi, ktoré pri takomto nizkom pH nie st schopné
rast. Laktobacily sa v poSvovom sekréte nachadzaji
v koncentrécii 10°-107 CFU/ml 7.

Gastrointestindlny trakt dospelého jedinca je osidlova-
ny priblizne 300400 druhmi baktérii patriacich k viac
ako 190 rodom ?¥. RozloZenie a pocet jednotlivych dru-
hov sa meni podla meniacich sa podmienok v GIT, pri-
¢om tu nachddzame i oportinne patogénne druhy 2%.
Druhy rodu Lactobacillus sa vyskytuji v celej dizke tra-
viaceho traktu, v r6znej koncentracii »*. Hrubé a tenké
¢revo st miestom posobenia laktobacilov pri viacerych
ochoreniach. Pri lakt6zovej intolerancii sa ukazala kon-
zumécia probiotik ako prospeSnd. Niektoré probiotické
kmene, ako L. delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptoco-
ccus thermophillus, schopné fermentovat laktézu, zmier-
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fluju prejavy ochorenia pri konzumaécii fermentovanych
mlie¢nych produktov V. Podéavanie probiotickych kme-
nov viedlo tieZ k zmierneniu prejavov akitnej rotaviru-
sovej hnacky. Po uziti urcitych probiotik (L. rhamnosus
GG, L. reuteri, L. casei Shirota) sa pozorovalo zvySenie
hladiny $pecifického antirotavirusového IgA 3%, sti¢asne
sa znizila zvy$end ¢revna permeabilita *» a normalizova-
la sa ¢revna mikrofléra 2. Podanim Saccharomyces cere-
visiae (boulardii) sa zniZilo riziko vzniku postantibiotic-
kej hnacky 3». Probiotikd ako L. rhamnosus GG,
L. acidophilus a Enterococcus faecium SF68 tieZ znizuji
riziko vzniku hnac¢ky zapri¢inenej podavanim antibiotik
a ulahcuju jej terapiu ¥.

Mliecne baktérie sa ukazuju byt prospesné pri profy-
laxii kolorektalneho karcinému. Na 21 zdravych dobro-
volnikoch sa sledoval vplyv L. acidophilus NCFM
a L. acidophilus N-2 na B-glukuronidazu, nitroreduktazu
a azoreduktazu, baktériové fekdlne enzymy asociované
so vznikom kancerogénov v Creve. Pozorovalo sa signi-
fikantné zniZenie Specifickej aktivity uvedenych enzy-
mov u vSetkych dobrovolnikov po 10 diioch podavania
tychto kmefiov. Oba kmene mali rovnaky uc¢inok. Pre
tato aktivitu je ale nutnd nepretrzitd konzumadcia tychto
baktérii *¥. Mlieko fermentované druhmi Bifidobacte-
rium infantis, B. bifidum, B. animalis, L. acidophilus
a L. paracasei inhibovalo rast bunkovej linie MCF7
rakoviny prsnika, pricom tento efekt nebol priamo zavis-
1y na ich pritomnosti *». Toto zistenie predpoklada pri-
tomnost novovzniknutych komponentov produkovanych
mlie¢nymi baktériami pri fermentacii mlieka alebo mik-
robidlnou transformaciou biologicky aktivnych latok
z komponentov mlieka 3.

Napriek tomu, Ze laktobacily st vSeobecne povaZo-
vané za nepatogénne a ich pouZitie je bezpec¢né, je nut-
né preukazat ich bezpe¢nost ¥. Boli zaznamenané pri-
pady infekcie druhmi rodu Lactobacillus, i ked sa
jednalo o imunokompromitovanych pacientov a infek-
cia laktobacilmi bola sekundarna. Laktobacily ako
baktérie schopné produkovat kyselinu mlieénu sa
zucastiiuju na tvorbe zubného kazu. Viaceré druhy
rodu Lactobacillus boli asociované so zubnym kazom
a povazuji sa za dolezity sekundarny patogén 3. Boli
najdené ako pri povrchovom zubnom kaze, tak aj pri
hlbokych 1éziach *7, ale nepreukdzala sa ich pritom-
nost v bakteridlnej invazii neexponovanej zuboviny 3.
U imunokompromitovanych pacientov sa zaznamenali
systémové infekcie, ako bakteriémia, endokarditida
alebo lokalizovana infekcia, zapri¢inené laktobacilmi.
Pri bakteriémii to boli najmé onkologicki pacienti, dia-
betici, pacienti s abscesom. Pri endokarditide sposobe-
nej laktobacilmi mali pacienti Strukturdlnu poruchu
srdca alebo predchadzajicu epizédu endokarditidy,
pricom predispozi¢nym faktorom sa ukédzal byt stoma-
tologicky zakrok. Lokalizované infekcie Lactobacillus
spp. boli spojené s plicnou infekciou, peritonitidou,
chorioamnionitidou, intraabdomindlnou infekciou,
a i. Opit boli dblezitym predispoziénym faktorom
chronické ochorenia: diabetes, rakovina, neutropénia,
rendlne zlyhanie . V popisovanych pripadoch boli
najcastejSimi infekénymi agens L. casei, L. rhamnosus
a L. plantarum 3.

Interakcia s imunitnym systémom

V ochrane proti infekénym agens hra ddleziti dlohu tzv.
s ¢revom asociované lymfoidné tkanivo (GALT). GALT je
najvacsim lymfoidnym organom v Tudskom organizme 2.
V Creve sa predpokladd viacero mechanizmov pdsobenia
laktobacilov a prirodzene aj ich interakcia s imunitnym
systémom hostitelského organizmu. Niektoré druhy bak-
térii, vratane znamych probiotickych kmetiov (napr.
L. plantarum 299v), su schopné indukovat in vitro matu-
raciu a expresiu mysich dendritovych buniek, s moZnostou
uprednostnenia imunitnej odpovede T pomocnych buniek
(T,1, T2, T,3) ** V. Interakcia laktobacilov s dendrito-
vymi bunkami sa ¢iasto¢ne deje cez receptor nestci roz-
pozndvaci znak (,pattern-recognation receptor)
DC-SIGN (,,dendric cell-specific intercellular adhesion
molecule 3-grabbing non-intergrin®). Tie laktobacily, kto-
ré su schopné interagovat s DC-SIGN, vedd k pomnoZe-
niu T buniek produkujicich IL-10 (obr. 1) 2. Svoju tlohu

Lactobacillus spp. —
o acherentné patogény

L. plam‘arum-
GN manoézovy adhezin

DC-SI!

intestindlna epitelova bunka

- Q -y IL-10
—eep
T bunka

Obr. 1. Niektoré efektorové molekuly baktérii a hostitelského
organizmu s potencidlnymi probiotickymi ucinkami

(podla *?).

IL-10 - interleukin 10; DC-SIGN - dendric cell-specific
intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-intergrin

dendritova bunka

zohrdva aj adhézia baktériovych buniek na intestindlny
epitel. V genetickych Stidiach sa preukédzala pritomnost
viacerych proteinov bunkového povrchu, ktoré si asocio-
vané s intestindlnymi bunkami a s funkciami viazucimi sa
s muko6zou. Takto boli identifikované viaceré adhezivne
faktory v L. acidophilus *¥. Taktiez bol v L. plantarum
identifikovany Specificky man6zovy adhezin Y. Niektoré
enteropatogény sa viazu na epitelové bunky cez Specificky
manézovy adhezin. To znamend, Ze probiotické kmene
s podobnymi adhezivnymi vlastnostami st schopné inhi-
bovat adhéziu a kolonizaciu ¢reva patogénmi a ochranit
hostitelsky organizmus pred infekciou (obr. 1) .

Inym mechanizmom uG¢inku laktobacilov v reve je zniZo-
vanie pH prostredia, a tym zabrdnenie rastu patogénnych
organizmov. Kyslé prostredie je dosledkom produkcie lakta-
tu. Tento mechanizmus sa poklada za nespecificky. Laktoba-
cily st tieZ zname produkciou Specifickych antibakteridlnych
substancii, tzv. bakteriocinov. Povodne boli bakteriociny defi-
nované ako proteinové zlozky, ktoré zabijaji pribuzné bakté-
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rie 9. Aj ked védSina bakteriocinov je proteinovej povahy,
dnes je evidentné, Ze bakteriociny mozu mat aj ind formu
4. L. reuteri LA6 produkuje reutericin 6, bakteriocin pepti-
dovej povahy, s lytickym tc¢inkom voci kmeriom L. delbru-
eckii subsp. bulgaricus JCM 10027 a L. delbrueckii subsp.
bulgaricus NIAI B6 *®. U L. reuteri bola zaznamena tvorba
3-hydroxypropionaldehydu (reuterinu), ktory okrem vyuzitia
v probiotickych pripravkoch, ma aj priemyselné vyuzitie pri
priprave chemikalii, napriklad plastov alebo kyseliny akrylo-
vej 4. Reuterin vznikd dehydratéciou a redukciou glycerolu.

ZAVER

Laktobacily ako baktérie mlie¢neho kvasenia maji vyu-
zitie nielen v potravinarstve, ale aj vo veterindrnej
a humannej medicine. Produkuju substancie s pozitivnym
vplyvom na hostitelsky organizmus a neSpecifickymi
a Specifickymi mechanizmami brania kolonizacii patogé-
nov a svojou nepatogenitou a tym, Ze s prirodzenymi
kolonizatormi Tudského Creva a posvy, si vhodnymi adep-
tami pre pouZitie ako probiotikd. VyuZitim metéd moleku-
larnej bioldgie sa zjednodusuje a urychluje proces identifi-
kécie a charakterizacie izolovanych kmertov, to vysvetluje
aj rozsirenie sortimentu probiotik v ostatnom Case. Svoje
vyuZzitie nasli probiotikd nielen v perordlnych formach, ale
aj ako vagindlne preparaty uréené na obnovu prirodzenej
mikrofléry po antimykotickej a antibakteridlnej terapii.
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