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KATARZYNA CZACZYK, ANNA OLEJNIK, PATRYK MIEZAL., WEODZIMIERZ
GRAJEK

POSZUKIWANIE PROSTYCH MODELI DO BADANIA ADHEZJI
BAKTERII PROBIOTYCZNYCH

Streszczenie

Przeprowadzono studia poréwnawcze nad mozliwoscia zastapienia w badaniach adhezji bakterii
mlekowych modelu kultury komérek nabtonka jelitowego innymi uproszczonymi modelami. Badano
przyczepno$¢ bakterii probiotycznych Lactobacillus casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus
acidophilus L.C1 oraz Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 do membran wykonanych z alginianu,
karagenu, zelatyny, kolagenu, szkta, polistyrenu i karboksymetylocelulozy.

Zaobserwowano najwigkszy stopien przyczepnos$ci bakterii probiotycznych do membran wykonanych
z karboksymetylocelulozy i kolagenu. W wigkszodci wariantéw do$wiadczen liczba przyczepionych
komoérek bakteryjnych wzrastata wraz ze wzrostem czasu ich kontaktu z powierzchnig stata. Wykazano
takze réznice w przyczepnosci komorek do hydrozeli o réznych stgzeniach. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze stopien adhezji bakterii probiotycznych do réznych
powierzchni organicznych i nieorganicznych jest cecha zalezna od szczepu mikroorganizmu. Zaden z
prostych modeli adhezyjnych, zastosowanych w tej pracy, nie charakteryzowat si¢ adhezyjnoscia
poréwnywalng z komérkami nabtonka jelitowego Caco-2 i HT-29, stosowanego obecnie jako gléwny
model in vitro do badan adhezji bakterii probiotycznych.

Stowa kluczowe: adhezja, Lactobacillus, alginian, karagen, kolagen, karboksymetyloceluloza.

Wstep

Zdolnosci adhezyjne bakterii probiotycznych sa uwazane za jedna z najbardziej
pozadanych cech tych drobnoustrojow, gdyz warunkuja one dlugotrwate ich
przebywanie w przewodzie pokarmowym cztowieka i tym samym przedtuzony wplyw
na jego zdrowie. Dzieje si¢ tak nawet wowczas, gdy adhezja bakterii ma charakter
przej$ciowy i nie konczy si¢ trwata kolonizacja jelit [19, 21]. Z tego powodu badania
nad zdolno$ciami adhezyjnymi bakterii, obok badan nad ich przezywalnoscia
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w $rodowisku o niskim pH oraz w obecnosci zdlci i enzymdéw trawiennych, stanowia
podstawowy etap w pracach naukowych z tej dziedziny [1, 4, 5, 22].

Najczgsciej stosowanym modelem do badan adhezji bakterii sa jednowarstwowe
kultury nabtonka jelitowego in vitro, szczeg6lnie linii komérkowych Caco-2 i HT-29.
Kultury nabtonkowe, mimo Ze sa biologicznie najbardziej zblizone do nabtonka
jelitowego in vivo, trudno uzna¢ za tatwy model badawczy. Ich hodowla wymaga
specjalistycznej aparatury, jest dlugotrwata i bardzo kosztowna [4, 22]. Stad od dawna
poszukiwane sa modele, ktére cechuje prostota i niskie koszty badan, a przy tym
mozliwie wiernie imitujace adhezj¢ w przewodzie pokarmowym. Zagadnieniom
zwiazanym z adhezja mikroorganizméw do réznorodnych powierzchni po§wigcono
bogate pi$miennictwo naukowe [2, 6, 14, 18]. W tym kontekscie mozna wymienic¢
badania nad adhezja drobnoustrojéw do powierzchni ze¢béw, skéry, implantéw, osadu
czynnego, gleby, urzadzen inzynieryjnych, opakowan, produktéw spozywczych
i wielu innych. Czg$¢ zjawisk zwiazanych z adhezjq mikroorganizméw do ciat statych
nalezy uzna¢ za zjawisko niekorzystne (korozja mikrobiologiczna, skazenie
powierzchni kontaktujacych si¢ z zywnoscia, zakazenia szpitalne), natomiast czgs¢
mozna uzna¢ za zjawisko pozadane (kolonizacja jelit, fermentacja zywnosci i pasz,
udziat mikroorganizméw w tworzeniu prochnicy w glebie) [6, 9, 12].

Adhezja w sensie biologicznym nazywa si¢ trwate 1 nieodwracalne potaczenie si¢
komoérki drobnoustroju z powierzchnig ciata stalego. Pierwsza teorig zastosowang do
wytlumaczenia interakcji wystgpujacych w procesie adhezji bakterii byta teoria DLVO,
ktérej nazwa pochodzi od pierwszych liter nazwisk jej autoréw (Derjaguin, Landau,
Verwey, Overbeek) [10]. Teoria ta byta pierwotnie sformutowana do wyjasnienia
adhezji koloidéw i dopiero pdzniej adaptowana do opisu adhezji mikroorganizméw.
Teoria ta wskazuje na kluczowa rolg¢ dwdch rodzajow oddziatywan: przyciagajacych
sit van der Waalsa oraz odpychajacych sit elektrostatycznych zwiazanych z podwdjna
warstwa elektronowa woko6t komoérki. Sity te dziataja na dystansie od 1 do 50 nm i
decyduja o zblizeniu komdrek do powierzchni ciat statych na tyle blisko, aby powstaty
wigzania chemiczne trwale laczace oba obiekty. Catkowita wolna energia interakcji
miedzy komoérka a powierzchnia ciata statego jest wypadkowa obu sit i decyduje ona o
mozliwo$ci zblizenia komérki bakteryjnej do ciata stalego. Najwigksze przyciaganie
wystepuje w obszarze tzw. pierwszego minimum energetycznego, ktére wystgpuje na
bardzo matej odlegtosci od ciata statego, rzgdu 1 nm. Minimum to jest oddzielone od
drugiego minimum energetycznego obszarem dodatniej energii, ktéra odpowiada za
odpychanie komdrki od obiektu. Pokonanie tego niekorzystnego obszaru zalezy w
duzym stopniu od ksztattu komérek. Im majaq one mniejszy promien w miejscu styku
obu powierzchni, tym fatwiej pokona¢ komoérce bakteryjnej sity odpychania i przejs¢ z
drugiego do pierwszego obszaru minimum energetycznego. Oznacza to faworyzowanie
w procesach adhezji komoérek o ksztattach wydtuzonych oraz majacych wydluzone
struktury powierzchniowe, takie jak fimbrie 1 rzegski [11, 13]. Wobec powyzszego
mozna uznaé, ze komoérki pateczek bakterii kwasu mlekowego maja ksztatt utatwiajacy
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zblizenie do powierzchni ciala stalego. Podobne znaczenie maja nieréwno$ci na
powierzchni ciata statego — ciata szorstkie, o nieregularnej powierzchni sa szybciej
zasiedlane przez bakterie niz ciala o powierzchni gladkiej [6, 9].

Teoria DLVO nie uwzglednia interakcji wystgpujacych na S$rednich
odlegtosciach. Sa to gléwnie sity zwiazane z ruchami Browna oraz interakcje
hydrofobowe. Te ostatnie maja szczegdlnie duze znaczenie w Srodowisku wodnym.
Van Oss [24] zaproponowal uogdlniong teori¢ rozszerzajaca teori¢ DLVO o brakujace
oddzialywania na $rednich odlegto$ciach (teoria ta jest znana pod nazwa XDLVO [3]).

Obok wymienionych interakcji istotna rol¢ w adhezji komoérek do powierzchni
ciata stalego odgrywaja wydzieliny komérkowe o charakterze polimeréw. Sktadaja sig
one z polisacharydéw, glikoprotein, liposacharydéw i kwaséw uronowych [8, 15].
Tworza swoista otoczke polimerowa, ktéra bardzo czg¢sto utrudnia fizyczne zblizenie
komérki do ciata stalego [3, 23]. Wtasciwosci takie maja niektére gatunki
drobnoustrojéw z rodzaju Lactobacillus. Znane sa jednak liczne przypadki, w ktérych
glikokaliks otaczajacy komorke (np. Pseudomonas fluorescens) wrecz ulatwia jej
,.zakotwiczenie” na powierzchni ciala statego.

W potaczeniu komorki bakteryjnej z powierzchnia danego ciala biora udziat
swoiste substancje chemiczne, zwane adhezynami. W warunkach naturalnych
panujacych w przewodzie pokarmowym adhezyny bakteryjne tacza si¢ swoiscie z
receptorami znajdujacymi si¢ na powierzchni enterocytow jelitowych oraz w §luzie
jelitowym [22]. Receptory te zawieraja zwykle w swej strukturze weglowodany.
Adhezyny maja charakter biatkowy i najobficiej wystgpuja na powierzchni organelli
ruchowych (fimbrie) oraz w warstwach powierzchniowych §cian komérkowych [7, 12,
17]. Istotna rolg¢ w adhezji odgrywaja takze sktadniki Scian komdérkowych, takie jak
peptydoglikan lub mureina. Warstwa mureiny moze by¢ otoczona $cisle utozonymi
czasteczkami biatka, a w jej wielowarstwowa struktur¢ wplecione sa wielocukry
majace tadunek elektryczny 1 kwasy tejchojowe. W $cianie wielu bakterii
gramdodatnich sa tez czasteczki kwaséw lipotejchojowych zakotwiczone czg$cia
lipidowa w btonie cytoplazmatycznej, lezaca pod mureina. Uwaza sig, ze bakterie z
rodzaju Lactobacillus moga przylega¢ do powierzchni cial statych za posrednictwem
struktur powierzchniowych zawierajacych kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe
zwiazane z peptydoglikanem $ciany komérkowej [13, 20, 22].

Proces adhezji mikroorganizméw do powierzchni statych przebiega w sposéb
wielostopniowy. Pierwszy etap, poprzedzajacy wiasciwa adhezje drobnoustrojow,
stanowi przylaczanie si¢ substancji organicznych i nieorganicznych do miejsc
obdarzonych tadunkiem elektrycznym. Sa to rézne grupy polarne lub jony metali
wystepujacych na powierzchni ciata statego. Gromadzenie si¢ substancji organicznych
tworzy swoisty gradient pokarmowy skoncentrowany przy powierzchni ciata statego,
co stwarza dogodne warunki do rozwoju bakterii i w konsekwencji sprzyja adhez;ji
bakterii i tworzeniu biofilmu [23, 24].
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Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie prostego modelu do badah nad adhezja
bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym cztowieka. W tym celu
przeprowadzono badania nad adhezja komoérek trzech znanych szczepdéw bakterii
probiotycznych do powierzchni réznych ciat statych i poréwnano ja z adhezja tych
samych mikroorganizméw do monowarstwy komoérek nabtonka jelitowego in vitro.

Material i metody badan

Mikroorganizmy

W badaniach zastosowano trzy szczepy bakterii probiotycznych: Lactobacillus
casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus acidophilus LC1 i Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53103. Bakterie hodowano w warunkach wzglednie beztlenowych na
pozywce MRS w temp. 30°C przez 20 h. Do badan nad adhezja wykorzystano komérki
z logarytmicznej fazy wzrostu po ich odwirowaniu (5000 g, 10 min).

Komaorki nabtonkowe i metoda ich hodowli

Komérki nabtonka jelitowego linii Caco-2 (ATTC HTB 37) hodowano w
pozywce DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Sigma), wzbogaconej w 20%
ptodowa surowice bydleca (FBS, Gibco BRL), inaktywowana termicznie (56°C, 30
min.), 1% zestaw aminokwaséw endogennych 100X (NEAA, Sigma) i 50 mg 1"
gentamycyny (Gibco BRL). Komoérki nabtonka jelitowego linii HT-29 (ATTC HTB
38) hodowano w pozywce bezsurowiczej, wzbogaconej w 10% dodatek ptodowej
surowicy bydlecej. W trakcie hodowli pozywke wymieniano na $§wieza co drugi dzien.
Hodowlg komoérek Caco-2 prowadzono przez 21 dni, a HT-29 przez 10 dni w 6-
dotkowych ptytkach polistyrenowych (Nunc), w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,
1 95% powietrza. Eksperymenty prowadzono w trzech powtorzeniach.

Przygotowanie powierzchni statych

1. Ptytki polistyrenowe, firmy Becton Dickinson and Company (Multiwell™),
pakowane sterylnie, stosowano bezposrednio, bez dodatkowej obrébki wstgpne;.

2. Mikroskopowe szkietka nakrywkowe, wykonane ze szkla borosilikatowego,
odttuszczano przez gotowanie z dodatkiem mydta szarego przez 1 h, przeptukiwano
kilkakrotnie woda destylowana, moczono w roztworze 0,1 N NaOH przez 24 h,
ponownie przeptukiwano woda destylowana, po czym moczono w 0,02% fosforanie
tréjsodowym przez 24 h, przeptukiwano woda [16] i umieszczano w dotkach plytki
polistyrenowe;.

3. Karagen (Sigma) przygotowywano w formie 1, 2 i 3% roztwordw, ktérymi zalano
dotki ptytki polistyrenowej, uzyskujac jednolita powierzchnig¢ zelu karagenowego
do badan nad adhezja.

4. Alginian (Sigma) przygotowano przez wprowadzenie 0,5 i 1% roztworéw
alginianu sodowego do dotkéw plytki polistyrenowej i zestalenie ich do postaci
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zelu poprzez zalanie 4% roztworem chlorku wapnia. Nadmiar roztworu wapnia
usuwano, a powierzchnie przemywano jatlowa woda destylowana.

5. Kolagen (Millicell-PCF, Millipore), naniesiony na membran¢ poliwgglanowa,
umieszczano w dotkach ptlytki polistyrenowe;.

6. Karboksymetyloceluloze (Millicell-CM, Millipore) stosowano w formie krazkow
umieszczonych w dotkach ptytki polistyrenowe;j.

7. Zelatyna (Sigma) byta przygotowana w formie 5 i 10% roztworéw, ktére w temp.
371 20°C zachowaty formg lepkiej cieczy bez widocznego zelowania.

Test na adhezje bakterii do ciat statych

Ciafa state i hydrozele umieszczano w 6-dotkowych ptytkach polistyrenowych
i zalewano zawiesing komérek bakteryjnych o gestosci 1-10° jtk/ml, pozostawiajac je
w temp. 37°C przez 1, 2 i 8 h. W celu ograniczenia zakazen zewngtrznych ptytki
pokrywano parafilmem. Po czasie inkubacji dolki przemywano dwukrotnie 2 ml
buforu PBS i dokonywano liczenia przyczepionych komdrek. W tym celu
powierzchnig wraz z drobnoustrojami wybarwiano oranzem akrydyny (0,01%) przez 2
min i przemywano woda destylowana. Bakterie przyczepione do badanej powierzchni
liczono z 10 pdl widzenia za pomoca mikroskopu fluoroscencyjnego (CARL-ZEISS,
Axiovert 200, Niemcy).

Test na adhezje bakterii do komdrek nabtonka jelitowego in vitro

Komérki bakteryjne hodowane w pozywce MRS wirowano (5000 g, 10 min),
dwukrotnie przemywano buforem PBS (pH = 7,2) i rozcienczano do gestosci populacji
1-10° jtk/cm® w pozywce DMEM bez dodatku antybiotyku. Do kazdego dotka
w ptytce, do kultur tkankowych dodawano 1 ml zawiesiny bakteryjnej. 21-dniowa
kultura Caco-2 i 10-dniowa kultura HT-29, wyhodowane w dotkach 6-dotkowe;j plytki,
byly dwukrotnie przemywana buforem PBS. Do kazdego z dotkéw w plytce dodawano
1 ml inoculum bakteryjnego i ptytkg inkubowano w warunkach beztlenowych w temp.
37°C przez 1h. Nastgpnie usuwano pozywke DMEM i monowarstwg enterocytow
przemywano trzykrotnie buforem PBS w celu usunigcia niezwiazanych bakterii. Po
ostatnim przemyciu komoérki Caco-2 zostaty delikatnie odklejone przez trypsynizacje¢ i
odwirowane oraz poddane dziataniu 1% Triton X-100 przez 5 min w celu
przeprowadzenia lizy komdrek enterocytéw. Bakterie przyczepione do enterocytow
byty oznaczane metoda plytkowa po odpowiednim dziesi¢tnym rozcienczeniu.
Hodowlg¢ bakterii prowadzono w warunkach wzglednie beztlenowych, na podtozu
MRS, w temp. 30°C.

Wiyniki i dyskusja

W przedstawionej pracy zbadano adhezj¢ bakterii probiotycznych do powierzchni
ciat statych, takich jak: hydrozele typu alginian, karagen, zelatyna, kolagen oraz szkto,
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polistyren i1 karboksymetyloceluloza. Stopien adhezji bakterii kwasu mlekowego
oceniano na podstawie liczebnosci komérek bakteryjnych przyczepionych do 1 cm®
powierzchni po 1, 2 i 8 h inkubacji. Okreslono takze stopien adhezji badanych
szczepOw bakterii do monowarstwy komoérek nabtonka jelitowego in vitro.

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni polistyrenu i szkta

W pierwszym etapie badan okreslono mozliwosci adhezji dwudziestogodzinnej
hodowli komoérek Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus oraz Lactobacillus
rhamnosus do powierzchni polistyrenu i szkta. Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 1.

Wyniki doswiadczen wskazuja jednoznacznie, ze badane szczepy bakterii
mlekowych nie wykazaty adhezji do powierzchni polistyrenu. Réwniez adhezja do
szkta borosilikatowego zostata oceniona jako bardzo mata. Komérki L. casei w ogéle
nie przytaczyly si¢ do powierzchni szkta, a pozostate dwa szczepy wykazaty adhezje
rz¢du 13-26 komérek/cm?.

Tabela 1

Adhezja bakterii do powierzchni polistyrenu i szkta.
Bacterial adhesion to polystyrene and glass surfaces.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni (po 1h ekspozycji)
Number of bacteria adhering to a given surface (after 1h of exposure)
Szezep [jtk/cmz] / [cfu/cm?]
Strain
Polistyren Szkto
Polystyrene Glass
L. casei Shirota 0 0
L. acidophilus LC1 0 26 (£7)
L. rhamnosus GG 0 13 (£3)

(£ ) — odchylenie standardowe / standard deviation

Podobne badania prowadzili Boonaert i wsp. [5], ktérzy testowali zdolnosci
adhezyjne bakterii Lactococcus lactis do powierzchni polistyrenu i szkla. Autorzy ci
wykazali, ze adhezja tych bakterii ksztaltowata si¢ na poziomie 10° jtk/cm® a
decydujacy wptyw na zjawisko miata faza wzrostu mikroorganizméw (wigksza w fazie
stacjonarnej w poréwnaniu do logarytmicznej fazy wzrostu). W naszych badaniach
w ogéble nie stwierdzono przyczepnosci badanych szczepdéw Lactobacillus do tego
materiatu. W przypadku adhezji bakterii L. lactis do szkta nie obserwowano juz
zaleznosci zwiazanej z wiekiem populacji bakteryjnej. Autorzy ci wskazali takze na
niekorzystny wptyw przemywania komoérek buforem PBS, wynikajacy z ekstrakcji
biatek i kwaséw nukleinowych. W rezultacie dochodzito do lizy czgsci komdrek
bakteryjnych. Zagadnienie to wymaga jednak wyjasnienia, gdyz PBS jest powszechnie
stosowany do przemywania komérek bakteryjnych, szczegdlnie przy wykorzystaniu
nabtonkowych kultur komérkowych. W pracy tej zwrdcono takze uwage na istotna
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role w adhezji metabolitow wydzielanych przez komoérki, czego nie uwzglednia model
DLVO [3]. Nalezy podkresli¢ takze, ze adhezja L. lactis do szkla byta mniejsza niz do
polistyrenu. Flint i wsp. [9] okreslili wydajnos¢ adhezji bakterii Streptococcus
thermophilus do szkta na poziomie 107 jtk/cm® i byta ona wigksza niz do réznych
rodzajow stali kwasoodpornych. Studia nad adhezja o$miu szczepéw bakterii
nalezacych do rodzajow Escherichia, Burkholderia, Pseudomonas i Bacillus do szkta
borosilikonowego wykazaty, ze wydajno$é adhezji wynosita 10°~107 jtk/cm® [14].

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni membrany
karboksymetylocelulozowej, kolagenu i zelatyny

W kolejnym etapie do§wiadczen okreslono adhezj¢ badanych mikroorganizméw do
powierzchni membrany wykonanej z karboksymetylocelulozy lub z kolagenu. Kontakt
bakterii z obu powierzchniami trwat 1 h. Wyniki tych badan przedstawiono w tab. 2.

Uzyskane dane wskazuja, ze wszystkie trzy badane szczepy probiotyczne
wykazaty zdolno$¢ do przyczepienia si¢ zaréwno do karboksymetylocelulozy, jak i do
kolagenu. Poréwnujac obie powierzchnie nalezy stwierdzi¢, ze adhezja do
karboksymetylocelulozy byta zdecydowanie wigksza niz do kolagenu. Obserwacja ta
dotyczyta szczegélnie L. rhamnosus GG, gdyz przyczepno$¢ tych bakterii do
karboksymetylocelulozy byta 25-krotnie wigksza od przyczepnosci do kolagenu. W
przypadku L. casei Shirota réznica byta 10-krotna. Najmniejsza przyczepnos$¢ do
kolagenu wykazat szczep L. acidophilus. Wigksza przyczepno$¢ bakterii do
powierzchni karboksymetylocelulozy moze by¢ tlumaczona wigksza porowato$cia jego
powierzchni. Ciekawe badania nad adhezja bakterii mlekowych z rodzaju
Lactobacillus prowadzili Aleljun i wsp. [1]. Przetestowali oni przyczepno$¢ ponad stu
szczepow bakteryjnych do kolagenu typu I i wykazali, ze zdolno$¢ t¢ wykazato ok.
75% badanych szczepéw, w tym réwniez szczepy nalezace do gatunkoéw L. casei, L.
acidophilus 1 L. rhamnosus. Autorzy ci wskazali takze na zalezno$¢ migdzy
wlasciwosciami adhezyjnymi a wiekiem kultury u niektérych szczepéw. Maksimum
przyczepnosci obserwowali we wczesnej fazie stacjonarnej. Nieznaczny wplyw na
adhezje¢ bakterii miata takze pozywka hodowlana i jej pH. Autorzy ci zwracaja uwage
na powszechna zdolnos$¢ pateczek mlekowych do adhezji do kolagenu, co jest cecha
inwazyjnych szczepdéw bakterii chorobotwdrczych. Zwracaja oni przy tym uwage na
fakt, ze badane przez nich szczepy nie przyczepialy si¢ do fibronektyny.

Tabela 2

Adhezja bakterii do powierzchni karboksymetylocelulozy i kolagenu.
Bacterial adhesion to carboxymethylcellulose and collagen surfaces.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni (po 1h ekspozycji)
Number of bacteria adhering to a given surface (after 1h of exposure)
[jtk/em®] / [cfu/em’]

Szczep
Strain
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Karboksymetyloceluloza Kolagen
Carboxymethylcellulose Collagen
L. casei Shirota 12568 (+ 1756) 1211 (£ 98)
L. acidophilus LC1 4764 (£ 1430) 737 (£ 56)
L. rhamnosus GG 36953 (+ 4680) 1474 (£ 102)

(%) — odchylenie standardowe / standard deviation

Proba przeprowadzenia do$wiadczen nad adhezja bakterii do zelatyny nie
powiodla si¢ z uwagi na trudnosci w uzyskaniu struktury zelowej w temperaturze 20°C
137°C.

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni zelu karagenowego

Dogodna powierzchnia do adhezji bakterii moga by¢, obok kolagenu, takze inne
hydrozele. W zwiazku z tym w pracy przebadano zdolnos$¢ bakterii mlekowych do
zasiedlania karagenu. W badaniach tych uwzgledniono rézny czas ekspozycji oraz
r6zna gestos¢ hydrozelu. Wyniki tych do§wiadczen przedstawiono w tab. 3.

Przyczepnos$¢ badanych szczepdw bakterii do karagenu nalezy oceni¢ jako mata,
rzedu 2-4 cykli logarytmicznych w przeliczeniu na 1 cm?. Odnosi si¢ to szczegélnie do
adhezji szczepéw L. acidophilus LC1 i L. rhamnosus GG do 1% zelu karagenowego.
Wyniki badan wskazuja jednak, ze duza rol¢ w adhezji odgrywa czas kontaktu bakterii
z zasiedlana powierzchnia oraz ggstos¢ stosowanego zelu. Przy zastosowaniu 1%
karagenu w pierwszych dwéch godzinach ekspozycji liczba przyczepionych bakterii
byta podobna, jednak po 8 h obserwowano znaczacy wzrost adhezji.

Wraz ze wzrostem gesto$ci zelu wyrazny byt wzrost liczby przyczepionych
bakterii. Podobna zalezno$¢ odnotowano w stosunku do czasu ekspozycji, gdyz
wydtuzenie kontaktu bakterii z powierzchnia karagenu zwigkszyto liczbg zwiazanych z
niag komoérek. Do wynikéw tych nalezy jednak podej$¢ z pewna ostrozno$cia, bowiem
zwigkszenie liczebnosci bakterii na powierzchni karagenu po 8 h inkubacji moze by¢
wynikiem rozmnazania si¢ bakterii, ktére przyczepily si¢ do tej powierzchni
w poczatkowym okresie. Sugeruje to brak réznic w adhezji do 1% zelu migdzy 1.1 2. h
ekspozycji, jednakze wyniki uzyskane przy zasiedlaniu 3% zelu wydaja sig tej
hipotezie zaprzeczaé, gdyz réznice w liczbie zwigzanych komoérek miedzy 1. a 8. h
ekspozycji sa bardzo mate.

Tabela 3

Wplyw gestosci zelu i czasu ekspozycji na adhezj¢ bakterii do powierzchni karagenu.
The effect of gel concentration and exposure time on the bacterial adhesion to a carrageenan surface.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni
Number of bacteria adhering to a given surface
[jtk/em®] / [cfu/cm’]

Szczep
Strain
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1h | 2h | 8h
1% karagen
1% carrageenan

L. casei Shirota 145 (£ 12) 146 (£ 15) 711 (£ 68)
L. acidophilus LC1 33 (+5) 39 (x7) 375 (£ 31)
L. rhamnosus GG 26 (£ 4) 26 (£ 3) 230 (£ 19)

2% karagen
2% carrageenan

L. casei Shirota 439 (+40) 684 (£ 59) 1684 (= 113)
L. acidophilus LC1 592 (£ 43) 948 (£ 102) 1263 (£ 120)
L. rhamnosus GG 355 (£ 32) 1250 (£ 94) 1559 (£ 126)

3% karagen
3% carrageenan

L. casei Shirota 1440 (+ 105) 1487 (+ 100) 1531 (+ 150)
L. acidophilus LC1 853 (£ 62) 1238 (+ 109) 2171(£ 113)
L. rhamnosus GG 753 (£ 33) 1341 (£ 110) 2421 (£201)

(*) — odchylenie standardowe / standard deviation

Adhezja bakterii 7 rodzaju Lactobacillus do powierzchni zelu alginianowego

Drugim badanym hydrozelem roslinnym byt alginian. Do§wiadczenia objely dwie
zmienne: stezenie alginianu oraz czas ekspozycji. W przypadku alginianu zaleznosci
nie byly tak jednokierunkowe, jak to miato miejsce w przypadku karagenu, niemniej
odnotowano wiele podobienstw. W zdecydowanej wigkszoSci przypadkéw
zwigkszenie stgzenia alginianu z 0,5% do 1% spowodowato zwigkszenie liczby
bakterii, ktore ulegty adhezji (tab. 4).

Wptyw czasu ekspozycji na adhezje bakterii byt juz bardziej ztozony. Na ogdt
obserwowano zwigkszenie adhezji w drugiej godzinie ekspozycji, natomiast po 8 h
liczba przytaczonych komorek wyraznie si¢ zmniejszata i to wielokrotnie. Trudno
wskaza¢ przyczyne tego zjawiska, albowiem w literaturze nie ma informacji o
szkodliwym dziataniu alginianu na komérki bakteryjne, a polimer ten jest powszechnie
uzywany jako nosnik do immobilizacji mikroorganizméw. Mozna jedynie
przypuszczaé, ze pewna role w ostabieniu adhezji mogta odgrywac translokacja jonéw
dwuwarto$ciowych, wapnia i magnezu, z powierzchni kontaktu w gtab hydrozelu. Jony
te sa odpowiedzialne za stabilizacje struktury zelowej alginianu.

Tabela 4

Wplyw gestosci zelu i czasu ekspozycji na adhezjg bakterii do powierzchni alginianu.
The effect of gel concentration and time exposition on the bacterial adhesion to an alginate surface.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni
Number of bacteria adhering to a given surface
[jtk/cmz] / [cfu/cm?]

Szczep
Strain
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lh | 2h | 8h
0,5 % alginian / 0,5% alginate

L. casei Shirota 172 (+ 10) 407 (+38) 58 (£ 7)
L. acidophilus LC1 692 (£41) 809 (£ 74) 53 (£5)
L. rhamnosus GG 245 (£21) 602 (£ 53) 87 (x4)

1% alginian / 1% alginate

L. casei Shirota 222 (£21) 505 (£51) 305 (+30)
L. acidophilus LC1 689 (+39) 739 (+ 62) 192 (£ 18)
L. rhamnosus GG 499 (£ 27) 405 (£ 38) 226 (£ 20)

(%) — odchylenie standardowe / standard deviation

Adhezja bakterii do monowarstwy komorek nabtonka jelitowego in vitro

Pomimo odmiennej charakterystyki morfologicznej i funkcjonalnej obu linii
komérkowych, przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze przyczepnos¢ bakterii do
badanych tkanek jest zblizona (tab. 5). Najwigksze zréznicowanie wykazat szczep L.

Tabela 5

Adhezja bakterii do komérek nabtonka jelitowego.
Bacterial adhesion to intestinal epithelial cells.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni nabtonka (po 1h ekspozycji)
Szczep Number of bacteria adhering to intestinal epithelial cells (after 1h)
Strain [jtk/cmz] / [cfu/cm?]
Caco-2 HT-29
L. casei Shirota 4328 (£ 1500) 3490 (£ 750)
L. acidophilus LC1 10427 (+ 1600) 10680 (+2510)
L. rhamnosus GG 74211 (£ 7800) 6980 (+2931)

rhamnosus GG, ktérego adhezja do linii Caco-2 byta 10-krotnie wigksza niz w
stosunku do linii HT-29. Wynika z tego, ze ten sam mikroorganizm moze wykazywac
zupelnie odmienne zdolnos$ci do przyczepiania si¢ do poszczegdlnych linii komérek
nabtonkowych. Najmniejszymi wtasciwosciami adhezyjnymi odznaczal si¢ L. casei
Shirota. W poréwnaniu do pozostatych rodzajéw powierzchni, bakterie probiotyczne
silniej adherowaty do komdrek nabtonkowych, a liczba komérek przyczepionych do 1
cm’ powierzchni tkanki siegata 3—4 cykli logarytmicznych bakterii.

Whioski

1. Wykazano brak adhezji badanych szczepéw bakterii probiotycznych do
polistyrenu, a ich przyczepnos¢ do szkta byta duzo mniejsza niz innych gatunkéw
mikroorganizmoéw.
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2. Na przyczepnos¢ bakterii probiotycznych wplyw wywierat czas ekspozycji oraz
stezenie stosowanych hydrozeli.

3. Poréwnanie efektywnosci przytaczania komoérek bakteryjnych do réznych
powierzchni statych i odniesienie rezultatéw tych badah do danych uzyskanych w
badaniach nad adhezja komoérek bakteryjnych do nabtonka jelitowego in vitro jest
trudne, bowiem wystepuje zréznicowanie w adhezji bakterii juz na poziomie linii
komérek nabtonka jelitowego. Trudno w tym przypadku okresli¢, ktora z tych linii
jest bardziej reprezentatywna dla warunkow in vivo.

4. Najbardziej zblizone wyniki do adhezji na Caco-2 i HT-29 stwierdzono w
przypadku adhezji na membranie karboksymetylocelulozowej, chociaz nie moze
by¢ ona uznana jako model zblizony do modelu nabtonka jelitowego

Praca naukowa finansowana ze srodkow Ministra Nauki w latach 1999-2004 jako
projekt badawczy zamawiany PBZ-KBN/020/P06/1999/01.
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SEARCHING FOR SIMPLE MODELS TO STUDY THE ADHESION OF PROBIOTIC
BACTERIA

Summary

Comparative studies were performed on the possibility of replacing intestinal epithelial cells by some
other simplified models for the purpose of examining the adhesion of probiotic bacteria. The adhesion of
Lactobacillus casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus acidophilus LC1, and Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53103 to surfaces of alginate, carrageenan, gelatin, collagen, glass, polystyrene,
carboxymethylcellulose, and to intestinal epithelial cells (Caco-2 and HT-29 lines) were tested.

Among the examined solid surfaces, the highest degree of adhesion was observed in the case of
carboxymethylcellulose and collagen. In the majority of experimental variants, the number of bacterial
cells adhering to surfaces increased parallel to the time of their contacting a solid surface. Additionally,
there were stated differences in the cell adhesion to hydrogels showing varying concentration rates. On the
basis of the experiments performed, it is possible to state that the adhesion degree of probiotic bacteria to
various inorganic and organic surfaces is a parameter that depends on the strain of a microorganism.
Among all the simplified models applied in the studies in question, no one was marked by an adhesion
rate comparable to the adhesion of intestinal epithelial cells Caco-2 and HT-29, which are, nowadays,
used as a major model in vitro while investigating the adhesion of probiotic bacteria.

Key words: adhesion, Lactobacillus, alginate, carrageenan, collagen, carboxymethylcellulose.



