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ANTYBIOTYKOOPORNOSC BAKTERII Z RODZAJU
LACTOBACILLUS POCHODZACYCH Z ZYWNOSCI,
JAKO KRYTERIUM STAWIANE PROBIOTYKOM
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Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Powszechne i niewlasciwe stosowanie antybiotykow wsérod ludzi i zwierzat
oraz niestosowanie okresow karencji spowodowato zwigkszenie liczby mikroorganizmow
patogennych opornych na dziatanie lekow. Mimo ze bakterie mlekowe posiadaja status
GRAS, a proces fermentacji jest znany i stosowany od setek lat, pojawily si¢ doniesienia,
ze LAB moga by¢ rezerwuarem gendéw antybiotykoopornos$ci i sa w stanie przenosi¢ je na
patogeny. Szczepy potencjalnie probiotyczne obligatoryjnie musza zosta¢ przebadane pod
katem mechanizmow antybiotykoopornosci. Wsrdd lekooporno$ci wyréznia sig¢ opornosé
wrodzona oraz nabyta, przy czym ryzyko wiaze si¢ z mozliwoscia transferu opornosci do
innych mikroorganizmow. Najwigksza tatwoscia transferu u Lactobacillus cechuja si¢ geny
opornosci na tetracykling, chloramfenikol i erytromycyng. Znamienne jest to, ze bakterie
z rodzaju Lactobacillus sa w stanie wytworzy¢ wigcej niz jeden mechanizm oporno$ci na
antybiotyki. Ocena bezpieczenstwa staje si¢ zatem istotnym kryterium w badaniach szcze-
péw o cechach probiotycznych z punktu widzenia zastosowania jako kultur startowych
W ZywnoSci.

Slowa kluczowe: antybiotykoopornos¢, bakterie fermentacji mlekowej, bezpieczenstwo,
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WSTEP

Ponad 50 lat temu antybiotyki zostaly wprowadzone do leczenia infekcji bakteryj-
nych. Od tego czasu w sposob drastyczny narasta antybiotykooporno$¢ wsrod patogen-
nych bakterii, co stanowi obecnie problem $wiatowy. Powodem tego stanu jest powszech-
ne i niewltasciwe stosowanie antybiotykow wsrdd ludzi i zwierzat oraz nieprzestrzeganie
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okresoéw karencji [Rodak 2011, WHO 2014]. Leki sa od wielu lat stosowane w zwalcza-
niu chorob zakaznych ludzi i zwierzat. Wystgpowanie i rozpowszechnianie si¢ opornosci
antybiotykowej jest efektem dziatania powiazanych ze soba wielu czynnikéw, w tym
dziatan ludzkich. Uwaza sig, ze fancuch zywnos$ciowy stanowi jedna z drog transmisji an-
tybiotykoopornosci od zwierzat do cztowieka [Ammor i in. 2008, Truszczynski i Pejsak
2013]. Przed era antybiotykowa opornos¢ na antybiotyki wystgpowata rzadko [Hughes
i Datta 1983], z kolei krotko po wprowadzeniu nowego zwiazku przeciwbakteryjnego
obserwowano pojawianie si¢ zwigkszonej opornosci bakteryjnej na te zwiazki [WHO
2014].

Ogromng rol¢ w szerzeniu si¢ antybiotykoopornosci odgrywa wspomniane juz po-
wszechne stosowanie antybiotykéw wérdd zwierzat oraz ich pozostatosci, ktore zanie-
czyszczaja produkty pochodzenia zwierzgcego, takie jak: migso, mleko, ryby i jaja.
Antybiotykooporne szczepy izoluje si¢ takze z pasz dla zwierzat oraz ich odchodow.
W konsekwencji notuje si¢ obnizenie efektywnos$ci antybiotykoterapii. Naukowcy oba-
wiaja si¢, ze w przysztos$ci drobnoustroje patogenne moga uodporni¢ si¢ na wszystkie
znane antybiotyki [Mathur i Singh 2005]. Mathara i inni [2008] zauwazyli, ze w krajach,
gdzie antybiotykoterapia zwierzat nie jest tak powszechnie stosowana (np. w Kenii), izo-
lowane z tradycyjnego fermentowanego mleka Maasai szczepy nie wykazywaty obecno-
$ci gendw opornosci nabytej na antybiotyki mogacych przenosi¢ si¢ na patogeny.

Szacuje sig, ze okoto 1/4 calej produkcji zywnosci polega na procesach fermentacyj-
nych z udzialem LAB [FAO/WHO 2001]. W ostatnich latach naukowcy donosza o tym,
ze bakterie stosowane jako kultury startowe w produkcji Zzywnosci moga posiadaé geny
opornosci na antybiotyki [Hummel 2007], co wigcej, moga stanowi¢ swoiste rezerwuary
genow i przekazywac je bakteriom chorobotworczym [Schjerring i Krogfelt 2011]. Co-
raz wigkszy problem stanowia gram-dodatnie bakterie, a w$rdd nich szczepy z rodzaju
Lactobacillus, oporne na dziatanie antybiotykow. Wiedza na temat antybiotykoopornosci
LAB jest wciaz ograniczona, prawdopodobnie z powodu duzej liczby gatunkow bakterii
wystepujacych w tej grupie, a takze réznic w rodzajach ich opornosci. Celem opracowa-
nia jest przeglad i analiza badan nad antybiotykooporno$cia szczepow bakterii kwasu
mlekowego, izolowanych z zywno$ci, oraz mechanizmami przenoszenia i rozpowszech-
niania oporno$ci w Srodowisku.

BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ

Bakterie fermentacji mlekowej to grupa mikroorganizméw prowadzacych fermen-
tacj¢ beztlenowa, ktorej gtéwnym produktem jest kwas mlekowy. Cecha tych bakterii
jest zréznicowanie morfologiczne i niejednorodno$¢. Zgodnie z Bergey’s Manual of Sy-
stematic Bacteriology [2009], drobnoustroje mlekowe sg usystematyzowane w rzedzie
Lactobacillales, a wirdd rodzajow wyrdznia si¢ Lactococcus, Lactobacillus, Leucono-
stoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus 1 inne. Niektorzy naukow-
cy do LAB zaliczaja réwniez Bifidobacterium, lecz sa one filogenetycznie odlegte od
bakterii fermentacji mlekowej.

Bakterie kwasu mlekowego LAB (ang. lactic acid bacteria) maja dluga historig bez-
piecznego stosowania. Zywnos$é zawierajaca LAB, w tym rézne gatunki Lactobacillus
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i Lactococcus, byta i jest spozywana codziennie, poniewaz fermentacja to jedna z naj-
starszych metod utrwalania zywnosci. Rowniez szczepy probiotyczne nalezace do ,,grupy
Lactobacillus acidophilus” sa bezpiecznie stosowane od ponad 80 lat [Salminen i in.
1998]. Jednak jak podaja eksperci FAO/WHO [2002], zanim szczep zostanie zastoso-
wany w technologii produkcji Zywnosci nalezy ocenic¢ bezpieczenstwo jego stosowania.
LAB wystepuja naturalnie na roslinach, blonach §luzowych czlowieka i zwierzat oraz
zasiedlaja ich przewod pokarmowy. Mozna je réwniez znalez¢ w mleku i fermentowa-
nych produktach mlecznych, owocowo-warzywnych, napojach alkoholowych, pieczy-
wie, migsie, wedlinach oraz w zZywnosci i preparatach probiotycznych [Libudzisz 2008,
Sokotowska i in. 2011].

LAB to nieruchliwe, nieurzesione pateczki, laseczki i ziarniaki, zréznicowane wiel-
ko$cia komorek, o dodatnim barwieniu Grama, wzgledne beztlenowce, niewytwarzaja-
ce przetrwalnikow, katalazo-ujemne. Wielko$¢ genomu bakterii mlekowych wynosi od
1,8 do 3,3 Mpz. W jego sktad wchodzi nie wigcej niz 56% par guaninacytozyna. Geny
zawarte w matym genomie odzwierciedlajq ich przystosowanie do bogatego w sktadniki
odzywcze Srodowiska przez szeroki wachlarz genow transporterow, ktore sa potrzebne
do efektywnego pobierania wegla i azotu. Potrafia syntetyzowaé dysmutaze ponadtlenko-
wa, ktora usuwa reaktywne formy tlenu. Nie zawieraja enzymdw cyklu Krebsa i tancucha
oddechowego, a energig uzyskuja na drodze fosforylacji substratowej. Wszystkie gatun-
ki bakterii mlekowych charakteryzuja si¢ duzymi wymaganiami pokarmowymi. Nie sg
zdolne do syntezy wielu metabolitow, co jest spowodowane przystosowaniem do wzrostu
w mleku lub w §rodowisku bogatym w substancje odzywcze i czynniki wzrostowe. Ze
wzgledu na duze zapotrzebowania pokarmowe najczgSciej znajduje si¢ je w Srodowi-
skach bogatych w weglowodany, aminokwasy i pochodne nukleotydéw, jednak potrafia
przystosowac si¢ do trudnych warunkéw srodowiskowych, np. poprzez regulacjg we-
wnatrzkomorkowego pH [Axelsson 2004, Gajewska i Blaszczyk 2012].

Fermentacja mlekowa jest procesem przemiany weglowodanéw do metabolitdéw,
wsrod ktorych dominuje kwas mlekowy. Bakterie mlekowe produkuja, zaleznie od ga-
tunku, od 0,6 do 3% kwasu mlekowego. Ze wzgledu na szlaki przemian cukrow, klasyfi-
kuje sig je jako homofermentatywne lub heterofermentatywne. Poza kwasem mlekowym,
innymi produktami koncowymi fermentacji moga by¢: kwas octowy, aldehyd octowy,
dwutlenek wegla, etanol oraz diacetyl. Fermentacja mlekowa, w zalezno$ci od gatunku,
zachodzi w temperaturze od 26 do 42°C, przy optimum dla rodzaju Lactobacillus w gra-
nicach 35-37°C [Libudzisz 2008].

Pateczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus naleza do najliczniejszych i najbardziej
zrdéznicowanych gatunkowo bakterii kwasu mlekowego. Wystgpuja w $rodowiskach
o matym stg¢zeniu tlenu i bogatym skladzie chemicznym, gdzie tatwo zachodza proce-
sy fermentacji. Sa zdolne do wytwarzania aktywnych substancji, np. H,O,, lantybioty-
koéw, bakteriocyn, ktore dziataja hamujaco na wzrostu wielu mikroorganizméw choro-
botworczych [Strus 2006]. Dobrze toleruja srodowisko kwasne, gdyz potrafia regulowac
wewnatrzkomérkowe pH. Niektore szczepy Lactobacillus wykazuja wlasciwosci pro-
biotyczne i odgrywaja ogromna rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu przewodu pokar-
mowego czlowieka. Zainteresowanie bakteriami z rodzaju Lactobacillus rosnie gtownie
z powodow biotechnologicznych i medycznych, czego wyrazem sa poszukiwania no-
wych szczepow.
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Doskonatym naturalnym zroédtem bakterii kwasu mlekowego, a szczegdlnie pateczek
z rodzaju Lactobacillus jest zywno$¢ fermentowana. Liczne badania mikroflory prze-
wodu pokarmowego dorostego czlowieka wskazuja, ze bakterie pochodzace z zywnosci
spontanicznie fermentowanej moga zasiedlac jelito grube, a co za tym idzie odgrywac
istotna rol¢ w jego prawidtowym funkcjonowaniu. Dlatego obecnie, oprocz izolacji
pateczek mlekowych z przewodu pokarmowego ludzi, mikroorganizméw probiotycz-
nych poszukuje si¢ w$rdod mikroflory naturalnie fermentowanych produktow roslinnych
i zwierzgcych.

WYMAGANIA STAWIANE BAKTERIOM PROBIOTYCZNYM

Zgodnie z definicja FAO/WHO [2002], probiotyki to ,,zywe drobnoustroje, ktore
podane w odpowiedniej liczbie wywieraja korzystny wplyw na zdrowie gospodarza”.
W 2002 roku Grupa Ekspertow FAO/WHO opracowata przewodnik pt. ,,Probiotyki
w zywnosci. Wlasciwosci zdrowotne i zywieniowe oraz wytyczne do ich oceny” [2002],
zgodnie z ktorym po identyfikacji za pomoca metod fenotypowych i genotypowych
(z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej) oraz po charakterysty-
ce funkcjonalnosci, nalezy dokona¢ oceny bezpieczenstwa badanych szczepdéw. Cechy
probiotyczne sa szczepozalezne.

Bakterie kwasu mlekowego posiadaja status GRAS (ang. Generally Recognized as
Safe), co okresla je jako ,,0gdlnie uznane za bezpieczne”. Jednak, mimo ze technolo-
gia fermentacji mlekowej, znana i powszechna jest juz od czasow starozytnych, istnieje
obawa co do bezpieczenstwa szczepdw, ktdére moga wykazywaé antybiotykooporno$é
lub inne oportunistyczne wlasciwosci dotyczace zjadliwosci oraz produkowac szkodliwe
dla zdrowia cztowieka metabolity. W zwiazku z tym FAO/WHO [2002] zaleca przepro-
wadzenie testow bezpieczenstwa u bakterii potencjalnie probiotycznych stosowanych
w zywnosci: (1) okre$lenie schematdéw opornosci antybiotykowej, (2) okreslenie wybra-
nych procesow metabolicznych, (3) ocena dziatan niepozadanych podczas badan klinicz-
nych, (4) nadzér epidemiologiczny nad zdarzeniami niepozadanymi u konsumentdw, (5)
mozliwo$¢ wytwarzania toksyn, (6) okreslenie aktywnosci hemolitycznych.

Ostatecznym potwierdzeniem braku infekcyjnosci szczepoéw sa badania na zwierze-
tach immunodefektywnych, czyli z niedoborami odpornosci [FAO/WHO 2002].

Z reguty uwaza sig, ze bakterie rodzaju Lactobacillus, spozywane z zywnos$cia, sa
bezpieczne dla cztowieka. Jednak pojawity si¢ doniesienia o czterech typach niepoza-
danych dziatan: zakazenia uktadowe, szkodliwa dziatalno$¢ metaboliczna, nadmierna
stymulacja uktadu odpornosciowego czy transfer genow. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
zaobserwowane objawy dotyczyly gldwnie zakazen uktadowych, wystgpowaty nie-
zwykle rzadko (kilka udokumentowanych przypadkéw) i u oso6b przewlekle chorych,
0 znacznie obnizonej odpornosci lub z uszkodzona §luzéwka jelita [Kotozyn-Krajew-
skaiin. 2011].

W zwiazku z tym, ze szczepy bakterii kwasu mlekowego stosowane sg jako kultury
startowe oraz probiotyki, musza by¢ szczegdélowo badane pod wzgledem opornosci na
antybiotyki oraz pod katem produkowania szkodliwych metabolitow [Mathur i Singh
2005]. Jak podkresla Grupa Ekspertow FAO/WHO, oprécz prawidtowo zaplanowanych

Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych



Antybiotykoopornos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus pochodzqcych z Zywnosci... 103

badan klinicznych u ludzi, nalezy wzia¢ pod uwagg takie czynniki jak: standaryzacja
warunkow eksperymentu, indywidualny zespot mikroorganizmow cztowieka, wielko$é
grupy badawczej oraz optymalna dawke zastosowanego probiotyku. Konwencjonalne
metody szacowania ryzyka bezpieczenstwa sa niewystarczajace [Nowak i in. 2010].

Te szczepy bakterii probiotycznych, ktorych nazwy gatunkowe zawiera lista QPS
(ang. Qualified Presumption of Safety) ustanowiona przez EFSA [2012], maja wyso-
ki status bezpieczenstwa. Jednakze okreslenie opornosci antybiotykowej per se nie jest
gwarancja bezpieczenstwa, poniewaz ryzyko wiaze si¢ z mozliwoscia transferu genow
opornosci.

ANTYBIOTYKOOPQRN03¢ BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ
IZOLOWANYCH Z ZYWNOSCI

Bakterie fermentacji mlekowej sa mistrzami adaptacji. Jest to zwigzane z relatywnie
malym genomem zawierajacym wiele gendéw (od 1600 do 3000), ktore w zaleznosci od
potrzeb moga traci¢ lub pozyskiwa¢ [Horvath i in. 2009, van Reenen i Dicks 2011]. Okre-
$lenie obecnosci i sposobow przenoszenia opornosci u bakterii jest kluczowe dla kon-
troli 1 zapobiegania antybiotykoopornosci. Wyrdznia si¢ dwa typy oporno$ci: wrodzong
(ang. intrinsic) i nabyta (ang. acquired). Opornos¢ wrodzona jest cecha naturalng szczepu
lub gatunku i nie stanowi ryzyka w przenoszeniu cech opornosci na inne bakterie. Opor-
no$¢ na aminoglikozydowe antybiotyki, jak np. gentamycyna, wsrdd bakterii z rodzaju
Lactobacillus uwazana jest za oporno$¢ wrodzona, ze wzgledu na brak transportu elek-
tronowego za posrednictwem cytochromu, ktory jest odpowiedzialny za wchianianie leku
[Monteagudo-Mera i in. 2012]. Jedna z najlepiej poznanych opornosci u Lactobacillus
jest oporno$¢ na wankomycyne, ktora rowniez klasyfikuje si¢ jako wrodzona, poniewaz
wiaze si¢ z obecno$cia D-Ala-D-mleczanu w peptydoglikanie $ciany komoérkowej bak-
terii zamiast dipeptydu D-Ala-D-Ala, ktory stanowi cel antybiotyku [Coppola i in. 2005,
Gueimonde i in. 2013].

Oporno$¢ nabyta powstaje natomiast u organizmow, ktore poczatkowo sg wrazliwe na
antybiotyk, a nastgpnie staja si¢ oporne w wyniku zmian w ich genomie, na skutek muta-
cji spontanicznej lub przez nabycie od innych bakterii opornych genu lub zespotu genow
determinujacych oporno$¢ [Mathur i Singh 2005]. Oporno$¢ nabyta moze by¢ przeno-
szona horyzontalnie migdzy bakteriami poprzez mechanizmy transformacji, koniugacji
lub transdukcji. Wertykalne przenoszenie gendéw oznacza dziedziczenie ich przez potom-
stwo. Wktad poszczegolnych mechanizméw transferu w przenoszenie antybiotykoopor-
no$ci przez bakterie nie do konca jest poznany, jednak uwaza si¢, ze koniugacja jest
kluczowym mechanizmem. Po pierwsze wigkszo$¢ gendéw opornosci zlokalizowanych
jest na elementach mobilnych DNA takich jak plazmidy, transpozony i integrony. Po dru-
gie koniugacja pozwala na przenoszenie gendéw pomigdzy réoznymi gatunkami bakterii,
podczas gdy transdukcja i transformacja dotycza relacji na poziomie jednego szczepu
bakterii [van Reenen i Dicks 2011].

Na plazmidach znajduja si¢ geny odpowiedzialne za wiele cech bakterii, m.in.: me-
tabolizm wegglowodandw, produkcj¢ bakteriocyn i egzopolisacharydow, a takze geny
odpowiedzialne za oporno$¢ na antybiotyki. Plazmid pAMB1, kodujacy oporno$¢ na
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antybiotyki grupy MLS — makrolidy, linkozamidy, streptograminy, zostat zidentyfiko-
wany u Enterococcus faecalis 1 potwierdzono mozliwo$¢ jego transferu do innych bak-
terii z rodzajow Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium, Lactobacillus i Bacillus
[Macrina i Archer 1993]. Z kolei kodujacy oporno$¢ na chloramfenikol i erytromycyng
plazmid pRE2S zostat zidentyfikowany u Enterococcus faecalis RE25 i udowodniono
mozliwos$¢ jego transferu m.in. do Listeria inocua [Mathur i Singh 2005].

Bakterie z rodzaju Lactobacillus sa z reguly wrazliwe na antybiotyki z grupy p-lak-
tamoéw oraz oporne na cefalosporyny, a takze, jak juz wspomniano, na wankomycyng.
Lactobacillus wykazuja wrazliwo$¢ na niskie stezenia wielu inhibitoréw syntezy biatek,
takich jak chloramfenikol, makrolidy, tetracyklina, linkozamidy, ale s3 oporne na amino-
glikozydy [Gueimonde i in. 2013]. Opornos¢ LAB na kanamycyng, streptomycyng czy
wankomycyng jest czgsto opornoscia wrodzona lub moze by¢ wynikiem mutacji. RoOw-
niez w wyniku mutacji moze pojawi¢ si¢ opornos$¢ na erytromycyng i tetracykling. Na
przyktad stwierdzono, ze oporno$¢ na erytromycyng komercyjnego szczepu B. bifidum
Yakult YIT 400 powstata na skutek mutacji w regionie 23S rRNA zlokalizowanym na
chromosomie i z tego powodu ryzyko transferu jest minimalne [Sato i lino 2010]. Florez
i inni [2007] zidentyfikowali pojedyncza mutacje w rejonie 23S rRNA u Lb. rhamno-
sus powodujaca zmniejszenie powinowactwa do erytromycyny i antybiotykdéw z grupy
makrolidow. Z kolei Huys i inni [2006] zidentyfikowali gen kodujacy oporno$¢ na tetra-
cykling fet(S) na plazmidowym DNA szczepu Lb. plantarum, o wlasciwosciach poten-
cjalnie probiotycznych. Stwierdzono takze, ze bakterie mlekowe sa w stanie wyksztatci¢
wigcej niz jeden mechanizm opornosci na dany antybiotyk. Udowodniono, ze wyizo-
lowany z sera Sola szczep Lb. sakei RitS 9 ma dwa r6zne mechanizmy opornosci na
tetracykling: tef(M) — biatko kodowane rybosomalnie, zlokalizowane na transpozonach
oraz tet(L) — zlokalizowany na plazmidzie gen odpowiedzialny za uruchomienie pom-
py wyrzutowej (ang. efflux pump) [Ammor i in. 2008]. Z kolei van Hoek i inni [2008]
stwierdzili obecno$¢ trzech mechanizméw oporno$ci na tetracykling u bakterii z gatun-
ku Lb. johnsonii. Geny kodujace opornos¢ na chloramfenikol zostaly zidentyfikowane
u Lactobacillus acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. johnsonii, Lb. reuteri
1 Lb. plantarum. Geny kodujace oporno$¢ na tetracykling, erytromycyng i wankomycyne
znaleziono u Lactococcus lactis, enterokokow oraz u szczepow z rodzaju Lactobacillus
izolowanych z fermentowanego mleka i migsa. Produkty te nie sa poddawane obrobce
cieplnej przed konsumpcja, przez co stanowia doskonate zrodlo antybiotykoopornych
szczepow [Mathur i Singh 2005, Rodak 2011]. Najczgsciej spotykanymi genami opor-
nosci u rodzaju Lactobacillus sa geny oporno$ci na tetracykling. Do tej pory zidentyfi-
kowano 11 réznych gendw oporno$ci na ten antybiotyk [Gueimonde i in. 2013]. Geny
kodujace opornos¢ na erytromycyng, odpowiedzialne takze za oporno$¢ na makrolidy,
linkosamidy i streptograminy erm(B), erm(C) i erm(T), rowniez zostaly zidentyfikowane
u Lactobacillus [Mayrhofer i in. 2010].

Dotychczas udokumentowano antybiotykooporno$¢ szczepdéw z rodzaju Lactobacil-
lus, izolowanych z wina, sera, mleka i produktéw mlecznych, fermentowanych warzyw
np. kukurydzy, oliwek oraz owocow poddawanych fermentacji, a takze z fermentowa-
nych kietbas czy innych produktéw migsnych surowo dojrzewajacych. W tabeli 1 przed-
stawiono dane o antybiotykoopornych bakteriach rodzaju Lactobacillus wyizolowanych
Z ZyWnosci.
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Tabela 1. Oporno$¢ na antybiotyki bakterii z rodzaju Lactobacillus wyizolowanych z zywnoSci

Table 1. Antibiotic resistance to bacteria of the Lactobacillus genus isolated from food

Rodzaj zywnosci Mikroorganizm Opornos¢ na antybiotyk Zrodio
Type of food Microorganism Antibiotic resistance Reference
Jogurt Lb. delbrueckii ssp. bul Sozzl
;g‘il N - detbrueckiy ssp. but- NM, PB i Smiley
oghus garicus 1980
Fermentowane mleko Maasai Lb. acidop h,llus KN, ST, CF Mathara i in.
Fermented Maasai milk Lb. casei KN, ST, CF 2008
Lb. fermentum ST, CF
Lb. rhamnosus 173 Bujniakova
Mlek .
Mifko Lb. rhamnosus 123 ST i Kmet’
Lb. rhamnosus 161 2012
Fermentowane mleko Kule naoto Lb. johnsonii BFE 6128 ST GM. CF ) )
Fermented Kule naoto milk Lb. plantarum BFE 5092 T V120§f) Pinto
iin.
F 1t leko Kwerionik
ermenfowane mieko weriont Lb. plantarum BFE 5759 ST, GM, CF 2006
Fermented Kwerionik milk
Pikle z mango X
Mango pickles Lb. casei LA1 PN, AM, ST, GM, TR, CF Kumar
i Ghosh
Pikl k
¢ CrOSTEOWE Lb. helveticus LA2 PN, AM, ST, GM, TR, CF 2012
Garlic pickles
. . Lb. plantarum C709 GM, KN Rojo-Bezares
Wino —Wine Lb. plantarum E14 TR i in. 2006
Kietbasa fermentowana Lb. reuteri TR Gevers i in.
Fermented dry sausage Lb. curvatus 2003
Vidal
Migso wieprzowe surowe Lb. plantarum CH i Collins-
Raw pork meat Lb. brevis -Thompson
1987
Migso drobiowe Lb. reuteri G4 CH Liniin.
Raw poultry 1996

AM - ampicylina/ampicillin; CF — cyprofloksacyna/ciprofloxacin; CH — chloramfenikol/chloramphenicol;
CL - klindamycyna/clindamycin; GM — gentamycyna/gentamicin; KN — kanamycyna/kanamycin; NM — neo-
mycyna/neomycyn; PB — polimyksyna B/polymyxin B; ST — streptomycyna/streptomycin; TR — tetracyklina/

/tetracycline.

Istnieje wiele parametrow ilustrujacych relacje pomigdzy antybiotykiem a drobno-
ustrojem. Najczesciej stosowany i zalecany przez SCAN (Scientific Committee on Ani-
mal Nutrition) [2001] oraz EFSA [2008] jest wskaznik MIC (ang. Minimum Inhibitory
Concentration), czyli ,,minimalne stgzenie hamujace”. Jest to najmniejsze st¢zenie srodka
bakteriobdjczego, hamujace wzrost komdrek mikroorganizméw w podtozu statym badz
ptynnym wyrazane w mg-L™'. Zgodnie z wytycznymi EFSA [2008], stosuje sie nastepu-
jace oznaczenia badanych szczepow:

nr 578, 2014



106 A. Rzepkowska, D. Zielinska, D. Kotozyn-Krajewska

— Szczep wrazliwy — Susceptible (S), mikroorganizm definiuje si¢ jako wrazliwy, je-
$li jest hamowany na poziomie odcigcia (ang. breakpoint level) danego antybiotyku
(S =< X) w zdefiniowanym te$cie fenotypowania, gdzie X oznacza st¢zenie antybioty-
kuw mgL™,

— Szczep oporny — Resistant (R), mikroorganizm definiuje si¢ jako oporny, jesli nie
jest hamowany na poziomie odcigcia (ang. breakpoint level) danego antybiotyku
(R > X) w zdefiniowanym tescie fenotypowania, gdzie X oznacza st¢zenie antybioty-
kuw mg L™
W tabeli 2 przedstawiono warto§ci MIC dla wybranych gatunkéw z rodzaju Lactoba-

cillus, powyzej ktorych klasyfikuje si¢ szczepy jako oporne na dany antybiotyk.

Tabela 2. Warto$ci odcigcia MIC dla wybranych gatunkéw Lactobacillus
Table 2. MIC breakpoints of selected Lactobacillus species

Gatunek Lactobacillus Rodzaj antybiotyku — Type of antibiotic — MIC [mg-L™"]

Species Lactobacillus AM VA GM KN ST ER CL TR CH
Lb. helveticus 1 2 16 16 16 1 1 4
Lb. acidophilus 1 2 16 16 16 1 1 4
Lb. delbrueckii 1 2 16 16 16 1 1 4
Lb. reuteri 2 * 8 16 64 1 1 16 4
Lb. fermentum 1 * 16 32 64 1 1 8 4
Lb. plantarum 2 * 16 64 * 1 1 32 8
Lb. rhamnosus 4 * 16 64 32 1 1 8 4
Lb. paracasei 2 * 32 64 * 1 1 4 4

AM - ampicylina/ampicillin; CH — chloramfenikol/chloramphenicol; CL — klindamycyna/clindamycin;
ER - erytromycyna/erythromycin; GM — gentamycyna/gentamicin; KN — kanamycyna/kanamycin;
ST — streptomycyna/streptomycin; TR — tetracyklina/tetracycline; VA — wankomycyna/vancomycin; *niewy-
magane/not required.

Zrédto: [EFSA 2008].

Wprowadzono rowniez dodatkowe mierniki, tj. MBC (minimalne st¢zenie bakterio-
bojcze), w ktorym liczba zywych komoérek bakterii zdolnych do wytwarzania kolonii
zmniejsza si¢ do 0. Ponadto wyr6znia si¢ wskazniki MIC 50 i MIC 90, gdzie okresla
sig¢ stgzenia antybiotyku hamujace odpowiednio wzrost 50 i 90% komorek populacji ba-
danych szczepow, oraz MAC, czyli minimalne stgzenie antybiotyku indukujace zmiany
morfologiczne komorek bakterii [Rodak 2011].

Wrazliwos$¢ na antybiotyki okre$la si¢ roznymi metodami, najbardziej powszechnie
stosowane sa techniki rozcienczen z uzyciem pozywek ptynnych, potptynnych i agaro-
wych, a takze metody dyfuzyjne. W celu wykonania szybkiego skriningu i oznaczenia
antybiotykoopornosci szczepow zaleca si¢ stosowanie E-testow (ang. Epsilometer test),
czyli metody gradientowo-dyfuzyjnej [Del Piano i in. 2006]. Zasada metody polega na
ustaleniu najmniejszego stgzenia antybiotyku, hamujacego wzrost mikroorganizméw. Te-
sty te dziataja w oparciu o MIC i cechujq si¢ niskim progiem wykrywalnosci. Pozwalaja
na potwierdzenie lekoopornosci bakterii w krotkim czasie (wyniki uzyskuje sig juz po
24 godzinach).
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PODSUMOWANIE

Wedlug WHO [2014], problem antybiotykooporno$ci wérdd bakterii moze stano-
wi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego. Bakterie naturalnie obecne w zywnosci lub
celowo dodawane do zywnoSci, takie jak probiotyki, moga stanowi¢ swoisty rezer-
wuar i zrodlo czynnikoéw antybiotykoopornych. Szczegdlnie zywno$¢ fermentowana,
taka jak produkty mleczne czy produkty migsne surowo dojrzewajace, niepoddawane
obrobcee cieplnej, zawieraja bardzo duza liczbe bakterii, w tym bakterii kwasu mleko-
wego. Te mikroorganizmy (LAB) posiadaja nadzwyczaj duze zdolno$ci adaptacyjne
i wytwarzaja wiele mechanizméw opornosci. Jednym z najbardziej niebezpiecznych
jest transfer gendw opornosci zlokalizowanych na elementach ruchomych DNA przez
koniugacj¢ do innych bakterii. Wiaze si¢ to z ryzykiem dynamicznego rozwoju opor-
nosci na antybiotyki mikroorganizméw obecnych w ludzkim przewodzie pokarmo-
wym. W zwiazku z tym szczepy stosowane jako kultury startowe czy probiotyki mu-
sza by¢ badane pod wzgledem opornosci na antybiotyki, a szczegolnie zdolnosci do
transferu tych genow.
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ANTIBIOTIC RESISTANCE TO BACTERIA OF LACTOBACILLUS GENUS
ISOLATED FROM FOOD, AS A CRITERION FOR PROBIOTIC

Summary. The widespread and inappropriate use of antibiotics in human and animal and
is not applicable grace periods resulted in an increase in the number of pathogenic micro-
organisms resistant to drugs. Potentially probiotic strains obligatorily have to be tested for
antibiotic resistance mechanisms. Although lactic acid bacteria have GRAS status (Gener-
ally Recognized as Safe) and the fermentation process is known and used for hundreds of
years, it has been found that lactic acid bacteria may be a reservoir of antibiotic resistance
genes and they are able to transfer them on pathogenic microorganisms. There are two
types of resistance: intrinsic and acquired. Intrinsic resistance is a feature of the natural
strain or species and do not pose a risk in the transfer characteristics of resistance to other
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bacteria. While acquired resistance arises in organisms which are initially sensitive to the
antibiotic, and are then resistant as a result of changes in their genome as a result of sponta-
neous mutations or by acquiring from other bacteria resistant gene or genes determining the
resistance. Acquired resistance can be transferred horizontally between bacteria, through
the mechanisms of transformation, conjugation or transduction. Vertical gene transfer is
the inheritance of the offspring. The contribution of the various transfer mechanisms of
antibiotic resistance in bacteria transmission is not fully understood, but it is believed that
the conjugation is a key mechanism. Firstly, most of the resistance genes are located on
mobile DNA elements such as plasmids, transposons and integrons. Secondly conjugation
allows transfer of genes between different species of bacteria, while the transduction and
transformation of the relationship at the level of one strain. The tetracycline, chlorampheni-
col and erythromycin resistance gene are the most often and easily transferable genes in
Lactobacillus. Resistance to the aminoglycoside antibiotics such as gentamicin, of bacteria
of the genus Lactobacillus is considered innate resistance, due to lack of transport. One of
the best known Lactobacillus resistance is vancomycin resistance, which is also classified
as intrinsic. It is significant that the bacteria of the genus Lactobacillus are able to produce
more than one mechanism of antibiotic resistance.

According to the WHO the problem of antibiotic resistance among bacteria may pose a risk
to public health. Safety assessment is important criterion in strains with probiotic charac-
teristics, from the point of view of use as food starter cultures.

Key words: antibiotic resistance, lactic acid bacteria, safety, Lactobacillus, probiotics
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