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l. Lactobacillus plantarum 299v

1. Konsumpcja zywych bakterii kwasu mlekowego
(probiotykéw)

Konsumpcja zywych bakterii kwasu mlekowego (lactic acid bacteria - LAB) zawartych w sfer-
mentowanych pokarmach mlecznych od dtugiego czasu byta statym elementem diety cztowieka.
Istniejg archeologiczne dowody na to, ze ludzkos$¢ od zarania dziejéw stosowata te technike prze-
twarzania zywnosci i ze zostata ona prawdopodobnie wynaleziona 1,5 miliona lat temu przez
wczesne humanoidy (Leakey 1993; Leakey 1995) (patrz ryc. 1). Tym samym, ludzie od zarania dziejow
spozywali znaczne ilosci zywych LAB, przy czym prawdopodobnie bakterie zwigzane z roslinami
Spozywano znacznie wczesniej niz zwigzane z pokarmami mlecznymi. Fermentacja mlekowa jest
najprostsza i czesto najbezpieczniejszag metoda konserwacji zywnosci stosowang w Europie
jeszcze przed rewolucja przemystowg, rownie czesto jak obecnie w Afryce. Dlatego tez nie jest
niczym niezwyktym, ze przewdd pokarmowy cztowieka (gastro-intestinal tract — Gl) ewoluujac,
przystosowat sie do spozycia zywych LAB. Spozycie to ulegto znacznemu zmniejszeniu
w dwudziestym wieku, zwtaszcza w krajach rozwinietych, co mozna uznac za przyczyne prowadzaca
do powstawania zaburzen zotgdkowo-jelitowych, a nawet dysfunkcji uktadu immunologicznego.

rewolucja antybiotyki
przemystowa i lodowki

pojawienie sie wynalezienie _ _ pojawienie sie malowidia
Homo erectus fermentacji mlekowej zdobycie ognia Homo sapiens  jaskiniowe
0
2 mlniatpne. 1,5 miIniatpne. 800 tys. lat p.ne. 30 tys. lat p.n.e. 50 tys. lat n.e.

200 tys. lat p.n.e.

Ryc. 1. Orientacyjna skala czasowa rozwoju gatunku ludzkiego, pokazujgca chronologicznie uzywanie tech-
niki fermentacji mlekowej.

Od kiedy zaczeto szerzej dostrzegac korzystny wptyw pewnych typéw zywych bakterii na
zdrowie cztowieka, zaczeto je okreslac jako ,probiotyki”. Poczatkowo pojecie ,probiotyki” oznaczato,
ze spozywanie pewnych typéw zywych mikroorganizméw moze zapewniac¢ réwnowage miedzy
dobroczynnymi i szkodliwymi bakteriami mikroflory przewodu pokarmowego (Parker 1974;
Fuller 1989). Jednakze do dnia dzisiejszego pojecie ,probiotykédw” jest uzywane czesciej w znaczeniu
0golnym do opisywania zywych bakterii, ktére po spozyciu pozytywnie oddziatywujg na zdrowie
cztowieka.
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Il. Bakterie kwasu mlekowego, Lactobacillus, Lactobacillus
plantarum oraz Lactobacillus plantarum 299v

2.1 Bakterie kwasu mlekowego, definicja

Organizmy przeksztatcajace weglowodany do kwaséw karboksylowych, gtéwnie kwasu mleko-
wego, s tradycyjnie nazywane bakteriami kwasu mlekowego (lactic acid bacteria — LAB). Mikro-
biolodzy uzywaja tego terminu od dawna. Juz w 1919 roku duniski mikrobiolog Orla Jensen
prébowat zdefiniowa¢ gtéwne cechy LAB jako ,prawdziwe bakterie kwasu mlekowego nalezace
do naturalnej grupy nieruchliwych, nieprzetrwalnikujgcych, Gram-dodatnich ziarniakéw i pate-
czek, ktore podczas fermentacji cukru produkujg gtéwnie kwas mlekowy”. Bazujac na podobnych
definicjach, w grupie LAB utworzono odrebne jednostki taksonomiczne. Mimo to LAB nie tworzg
w systematyce oddzielnie wyodrebnionej grupy ze wzgledu na relacje miedzygatunkowe, jakie
zachodzity w trakcie ewolucji. Jest to jedynie grupa funkcjonalna, uzywana przez mikrobiologéw,
stosowana dla bakterii nieszkodliwych zaréwno dla zywnosci, jak i dla zdrowia ludzkiego, ktére
wystepuja naturalnie w pozywieniu poddawanemu fermentacji mlekowej. Metaanalizy opubli-
kowanych badan klinicznych wykazaty, ze rézne rodzaje bakterii kwasu mlekowego moga by¢
uzywane w celu zapobiegania biegunkom wywotanym antybiotykami (D'Souza i in. 2002) oraz
skrocenia czasu trwania ostrych biegunek u dzieci (Huang i in. 2002).

Z systematycznego punktu widzenia LAB obejmuja stosunkowo szeroki zakres jednostek takso-
nomicznych. To, jak wiele rodzajéw i gatunkéw powinno zalicza¢ sie do LAB zalezy od tego, ile
wyréznimy réznych typdw pozywienia powstatego w wyniku fermentacji mlekowej oraz od wy-
mogow jakosciowych, jakie wyznaczymy tym produktom. Na przyktad: im wyzsza jest jakos¢
spozywcza produktow fermentacji mlekowej, tym mniej typow bakterii zwykle bierze udziat
w fermentacji koncowej. W przypadku produktow nizszej jakosci wszystkie typy niepozadanych
organizméw moga by¢ réwniez obecne w produkcie koncowym. Jedynym warunkiem koniecznym
dla wszystkich organizméw zwigzanych z fermentacjg mlekowa jest ten, ze musza one produkowac
kwas mlekowy oraz by¢ nieszkodliwe w przypadku konsumpcji w duzych ilosciach nawet dla
konsumentéw z chorobami ostabiajacymi ich ukfad immunologiczny. Rodzaje bakterii produkujacych
kwas mlekowy, pojawiajace sie czesto w duzych ilosciach w tradycyjnych, samoistnie fermentu-
jacych produktach fermentacji mlekowej to: Lactobacillus, Pediococcus, Weissella, Leuconostoc,
Oenococcus, Lactococcus, oraz Streptococcus thermophilus (jak réwniez inne, blisko spokrewnione
gatunki). Rodzaje Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella oraz Oenococcu maja ze sobg
stosunkowo bliskie powigzania filogenetyczne i mogg by¢ okreslane wspdlnym, potocznym
mianem ,bakterii mlekowych”. Jednakze bakterie z rodzajéw Lactococcus oraz S. thermophilus nie
maja nic wspdlnego, pod wzgledem filogenetycznym, z bakteriami mlekowymi poza przynalez-
noscia do tej samej ogdlnej grupy ewolucyjnej tzn. gromady Firmicutes (bakterii Gram-dodatnich,
majacych niska zawartos$¢ guaniny i cytozyny w genomie).
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2.2 Gatunek Lactobacillus plantarum

L. plantarum jest gatunkiem bakterii nalezacym do ogromnego i wzglednie réznorodnego rodzaju
Lactobacillus, ktéry sktada sie z okoto 90 nazwanych i potwierdzonych gatunkéw. Tradycyjnie
Lactobacillus spp. dzieli sie na grupy funkcjonalne w zaleznosci od ich zdolnosci fermentacyjnych:
bezwzglednie homofermentujace (Grupa 1), wzglednie heterofermentujace (Grupa Il) oraz bez-
wzglednie heterofermentujace (Grupa lll) (Kandler i Weiss 1986). Grupa | fermentuje heksozy
wylacznie do kwasu mlekowego, lecz nie jest w stanie fermentowac glukonianu ani pentoz, podczas
gdy Grupa Il fermentuje heksozy do kwasu mlekowego, ale jest tez zdolna do fermentacji pentoz
i/lub glukonianu. Grupa lll fermentuje heksozy do kwasu mlekowego, kwasu octowego i/lub etanolu
oraz dwutlenku wegla. L. plantarum jest bakterig wzglednie heterofermentujaca. Szczep wzorcowy
L. plantarum to ATCC 14917 (Handler i Weiss 1986).

L. plantarum rézni sie od wielu innych przedstawicieli gatunku Lactobacillus w nastepujgcych
aspektach:

1) L. plantarum posiada stosunkowo duzy genom, co wskazuje na zdolnosci przystosowywania
sie do roznych warunkoéw (Kleerebezem i in. 2003).

2) L. plantarum wykazuje zadziwiajgca zdolnos¢ do fermentacji wielu réznych weglowodanoéw.

3) L. plantarum przejawia wysokie zapotrzebowanie na mangan w okresie wzrostu oraz
posiada zdolnos¢ gromadzenia duzych ilosci manganu (Archibald and Fridovich 1981b).
Pierwiastek ten zapewnia L. plantarum ochrone przed toksycznym dziataniem tlenu poprzez
redukcje wolnych rodnikéw tlenu do nadtlenku wodoru (H,0,) (Archibald and Fridovich
1981a). Powstaty w ten sposdb nadtlenek wodoru H,O, moze by¢ przeksztatcony do tlenu
O, oraz wody przez pseudokatalaze z udziatem manganu (Kono i Fridovich 1983a, 1983b).

4) L. plantarum posiada wysoka tolerancje dla niskiego pH (Daeschel oraz Nes 1995). Fakt, iz
bakterie L. plantarum czesto dominuja w produktach fermentacji mlekowej, w ktérych pH
wynosi zwykle ponizej 4.0 oraz jest w stanie przezy¢ w kwasnym srodowisku ludzkiego
zofadka (Johansson i in. 1993), wskazuje na ich wysoka odpornos¢ na warunki kwasowe.

5) L. plantarum moze tez wykazywac zdolnos¢ tannazy (Osawa i in. 2000; Vaquero i in. 2004)
oraz jest zdolny do metabolizowania kwaséw fenolowych (Barthelmebs i in. 2000;
Barthelmebsiin. 2001).

L. plantarum czesto naturalnie wystepuje w duzych ilosciach w wielu pokarmach poddanych
fermentacji mlekowej, a zwfaszcza w pokarmach pochodzenia roslinnego na przyktad: w mary-
nowanych oliwkach (Fernandez Gonzalez i in. 1993), kaparach (kapar ciernisty; Pulido i in. 2005),
kiszonej kapuscie (Dedicatoria i in. 1981), kiszonych ogérkach (McDonald i in. 1993), zakwasie
chlebowym (Lonner i Ahrné 1995), nigeryjskim ogi (robionym z kukurydzy lub sorgo) (Johansson
1995a), etiopskim kocho (robionym ze skrobi z Ensete ventricosum) (Gashe 1987; Nigatu 1998),
etiopskim zakwasie robionym z mitki abisynskiej (Eragrostis tef) (Gashe 1987; Nigatu 1998) oraz ma-
nioku (Oyewole oraz Odunfa 1990; Moorthy oraz Mathew 1998). Dlatego tez jest oczywiste, ze
osoby spozywajgce produkty poddane fermentacji mlekowej pochodzenia roslinnego spozywajg
réwniez duze ilosci bakterii L. plantarum. Co wiecej, L. plantarum pojawia sie tez w soku winogro-
nowym oraz w winie (Vaquero i in. 2004).

L. plantarum czesto wystepuje naturalnie na powierzchni btony sluzowej ludzkiego przewodu
pokarmowego, od jamy ustnej az do odbytnicy (Molin i in. 1993; Ahrné i in. 1998).
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Genotypowanie dwudziestu r6znych szczepdw L. plantarum pochodzacych z réznych zrédet, byto
przeprowadzane z uzyciem mikromacierzy zawierajacych zbiér matych fragmentéw genomo-
wych szczepu L. plantarum WCFS1 (Molenaar i in. 2005). Wykazano, ze geny odpowiedzialne za
transport cukréw i ich katabolizm znacznie roznity sie miedzy poszczegdlnymi szczepami, podczas
gdy geny odpowiedzialne za biosynteze lub rozktad zwigzkéw o ztozonej budowie, takich jak
biatka, lipidy i DNA pozostawaty niezmienione (Molenaar i in. 2005).

2.3 Szczep bakteryjny Lactobacillus plantarum 299v

Szczep L. plantarum 299v (=DSM 9843) zostat wyizolowany z btony $luzowej ludzkiego jelita (Molin
1993) i jest zaliczany do podgrupy genetycznej w obrebie gatunku L. plantarum (Johansson i in.
1995b), ktérego przedstawiciele wystepuja naturalnie na powierzchni btony sluzowej ludzkiego
jelita, ale sg réwniez obecne w tradycyjnych pokarmach uzyskiwanych droga fermentacji
mlekowej (Molin iin. 1993; Ahrné i in. 1998). Udowodniono, ze szczepy z tej podgrupy sg zdolne
do przywierania do komoérek ludzkiej sluzéwki in vitro, oraz ze adhezja jest oparta na mechanizmie
wigzania mannozy (Adlerberth i in. 1996; Ahrné iin. 1998).

Co wiecej, szczepy L. plantarum nalezace do tego konkretnego podtypu czesto dominujg wsréd
pateczek kwasu mlekowego Lactobacillus u zdrowych oséb zaréwno w $luzéwce odbytnicy, jak
i w jamie ustnej (Molin i in. 1993; Ahrné i in. 1998). Mechanizm przylegania oparty na wigzaniu
mannozy okazat sie mie¢ kluczowe znaczenie dla wtasciwosci modulacjnych uktadu immunolo-
gicznego przez L. plantarum 299v, co potwierdzono w badaniach in vitro z wykorzystaniem linii
ludzkich komérek nabtonkowych okreznicy HT-29 (McCracken i in. 2002). Ponadto udowodniono,
ze mechanizm ten warunkuje réwniez zdolnos¢ L. plantarum 299v do zmniejszania translokacji
bakterii u zakazonych szczuréw (zob. nizej).

Szczep L. plantarum 299v, ktoéry zostat wyizolowany ze zdrowej btony sluzowej ludzkiego jelita
(Molin i in. 1993; Johansson i in.1993; Johansson i in. 1995b), opatentowano w Europie i USA
(whascicielem wszystkich praw jest Probi AB, Lund, Sweden). Blisko spokrewnione szczepy L. plantarum
moga by¢ okreslone i identyfikowane poprzez analize catkowitego DNA chromosomalnego
z wykorzystaniem enzyméw restrykcyjnych (restriction endonculease analysis — REA) takich jak
EcoRl i Clal oraz tradycyjnej elektroforezy zelowej z wykorzystaniem agarozy (Johansson i in.
1995b). Metoda ta zostata uzyta pomyslinie do zdefiniowania i wyizolowania szczepu L. planta-
rum 299v z bioptatéw btony $luzowej w badaniach przeprowadzonych u ludzi (Johansson i in.
1993). L. plantarum 299v moze by¢ réwniez wyizolowany z materiatu biopsyjnego btony sluzowej
jelita czczego oraz odbytnicy po jego podaniu doustnym (Johansson iin. 1993). U niektérych oséb
L. plantarum 299v moze nawet dominowac wsrdd flory bakterii mlekowych btony sluzowej po
11 dniach po zakonczeniu jego podawania (Johansson iin. 1993).

Co wiecej, ekspresja genéw L. plantarum 299v zostata wykazana in vivo w ludzkich jelitach
(de Vries i in. 2006). Przed operacja trzej pacjenci, u ktérych zdiagnozowano raka okreznicy przyj-
mowali L. plantarum 299v (10" CFU na dobe przez jeden tydzien). Catkowite RNA zostato
wyizolowane z btony sluzowej chirurgicznie usunietych fragmentéw tkanki jelitowej i zhybrydy-
zowane do DNA mikromacierzy zawierajacej klony odpowiadajace genom L. plantarum. Obecnos¢
zywych bakterii L. plantarum 299v na $luzéwce zostata potwierdzona, a spozyte komorki
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L. plantarum 299v byly metabolicznie aktywne u wszystkich pacjentéw, co potwierdzito wykrycie
okoto 10% gendw, ktére podlegaty ekspresji na mikromacierzy DNA (de Vries i in. 2006).

L. plantarum 299v zawiera cztery plazmidy o rozmiarach 4, 9, 15 oraz 21 megadaltonéw (Mda)
(Johansson i in. 1995d). Szczep ten posiada taka sama mape restrykcyjna rybosomalnego RNA
jak szczep wzorcowy L. plantarum (ATCC 14917T) z czterema operonami ujawnionymi po
rozszczepieniu z udziatem endonukleazy EcoR1 oraz piecioma operonami po rozszczepieniu z Hindlll
(Johansson i in. 1995d).

Gdy genom L. plantarum 299v zostat poréwnany z 19 innymi szczepami L. plantarum na mikro-
macierzach zawierajacych zbiér fragmentéw genomowych szczepu L. plantarum WCFS1 (Molenaar
i in. 2005) udowodniono, ze L. plantraum 299v rézni sie genetycznie od wszystkich pozostatych
badanych szczepéw i byt najblizej spokrewniony ze szczepem L. plantarum 299 (=DSM6595)
(Molenaar i in. 2005).

lll. Wplyw na poszczegdlne narzady i uktady organizmu

3.1 Jelitowa flora bakteryjna

3.1.1 Probiotyki i rownowaga bakteryjna

Powszechnie wiadomo, ze duza ilo$¢ bakterii mlekowych neutralizuje inne patogenne lub
potencjalnie patogenne bakterie, zaréwno w zywnosci poddanej fermentacji mlekowej jak i ludzkim
jelicie (De Vuyst oraz Vandamme 1994a, 1994b). Poczatkowo pojecie ,probiotyki” oznaczato, ze
na rbwnowage pomiedzy dobroczynnymi bakteriami a bakteriami szkodliwymi mikroflory
przewodu pokarmowego pozytywny wplyw moze mie¢ spozywanie pewnych typéw zywych
mikroorganizméw (Parker 1974; Fuller 1989). L. plantarum 299v po doustnym podaniu u ludzi,
identyfikowane sg w duzych ilosciach na btonie sluzowej odbytu (Nobaek i in. 2000) oraz w stolcu
(Johansson i in. 1998; Nobaek i in. 2000; Onning i in. 2003; Goossens i in. 2003; Berggren i in. 2003;
Goossens i in. 2005). L. plantarum 299v przylegaja do btony sluzowej migdatkéw bezposrednio po
doustnym podaniu (Stjernquist-Desatnik i in. 2000). L. plantarum 299v zwieksza catkowitg liczbe
bakterii mlekowych zdolnych do przezycia w stolcu (Goossens i in. 2003; Berggren i in. 2003;
Goossens iin. 2005; Goossens i in. 2006a; Goossens i in. 2006¢).

Co wiecej, obecnos¢ zywych i aktywnych metabolicznie L. plantarum 299v na $luzéwce ludzkiego jelita
po podaniu bakterii w formie napoju zostata potwierdzona poprzez hybrydyzacje do DNA mikroma-
cierzy, zawierajecej klony pokrywajace sie zgenomem L. plantarum (De Vries i in., 2006).

Nawet jedli dzisiejsza definicja probiotykéw jest uzywana w szerszym zakresie, probiotykami
pozostaja te same mikroorganizmy majace dobroczynne dziatanie po podaniu ludziom i zwierzetom.
Pierwotna idea przeciwdziatania szkodliwym bakteriom w przewodzie pokarmowym ciagle
pozostaje interesujgca. W kazdym przypadku pytanie brzmi: ktére elementy flory jelitowej
powinny by¢ blokowane? To, ze probiotyki powinny hamowac rozwoj patogenoéw jest oczywiste,
jednak mikroflora jelitowa sktada sie z wielu organizmoéw, nie tylko patogennych. Niestety, ludzka
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flora jelitowa jest stabo zbadana i wiele jej sktadnikéw nie zostato jeszcze systematycznie opisanych
nawet na poziomie rodzaju (Langendijk i in. 1995). Przyktady czesto pojawiajacych sie sktadnikéw
ludzkiej flory jelitowej, ktére prawdopodobnie moga mie¢ negatywny wptyw na zdrowie
i przez to powinny by¢ zwalczane to Bacteroides fragilis (oraz by¢ moze inne gatunki Bacteroides)
oraz gatunki z rodziny Enterobacteriacieae (na przyktad Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae).
Te grupy bakterii wystepujace w normalnej florze sg rowniez czesto przyczyna infekcji brzusznych i sepsy.

Gatunki Lactobacillus czesto sa obecne w réznych ilosciach w ludzkim przewodzie pokarmowym,
jednak zwykle wystepujg one w mniejszych ilosciach niz inne sktadniki normalnej flory takie jak na
przyktad: Bacteroides, clostridia/eubacteria/ruminococci (Moore i Holdeman 1974; Finegold iin.1983;
Wang i in. 2005). Jednakze spozywane probiotyki nie tylko dziatajg w okreznicy, ale tez wchodzg
w kontakt ze $luzéwka jamy ustnej, a nastepnie $luzéwka jelita oraz jej mikrobiologicznymi
mieszkaricami na catej dtugosci jelita cienkiego. Oznacza to, ze probiotyki kontaktuja sie z olbrzymia
powierzchnig, ktérg zamieszkuja populacje bakteryjne mniejsze niz te obecne w okreznicy.
Dziatanie bakterii w jelicie cienkim prawdopodobnie ma réwniez wptyw na srodowisko w okreznicy.

W testach in vitro wykazano, ze L. plantarum 299v (DSM 9843) posiada wtasciwosci przeciwbakte-
ryjne, dziatajac przeciw takim, potencjalnie patogennym gatunkom jak: Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae oraz
Enterococcus faecalis (Jacobsen iin. 1999) i posiada stosunkowo silne wiasciwosci antagonistyczne
w stosunku do Salmonella enterica (Hutt i in. 2006) oraz bardziej umiarkowane dziatanie antago-
nistyczne w stosunku do Helicobacter pylori (Hitt i in. 2006).

Ponadto, kiedy zdrowym ochotnikom podawano mieszanke szczepéw bakterii mlekowych
zawierajacg L. plantarum 299y, ilo$¢ bakterii mlekowych w jelitach wzrastata. Wystepowato
jednoczesnie zmniejszenie liczby Gram-ujemnych bakterii beztlenowych Enterobacteriaceae oraz
redukujacych siarczany Clostridia (laseczek beztlenowych) (Johansson iin. 1993).

Enterobacteriaceae sa genetycznie blisko spokrewniong rodzing zawierajgcg wiele gatunkow
patogennych, a w pewnych warunkach zazwyczaj niepatogenni przedstawiciele z tej grupy moga
przejawiac¢ potencjalne wiasciwosci chorobotwércze np. w sytuacjach ostabienia obrony immu-
nologicznej gospodarza. Antagonistyczny efekt L. plantarum 299v w stosunku do Enterobacteriaceae
(Mao i in. 1996a; Adawi i in. 1997; Wang i in. 2001; Osman i in. 2005) oraz Gram-ujemnych
anaerobow (Mao i in. 1996a) zostat potwierdzony w badaniach eksperymentalnych przeprowa-
dzonych u szczuréw przy uzyciu modeli doswiadczalnych w ciezkich stanach klinicznych.
Wykazano réwniez, ze szczep L. plantarum 299v hamuje adhezje enteropatogennych oraz
enterokrwotocznych Escherichia coli do komérek nabtonkowych jelita in vitro poprzez stymulo-
wanie ekspresji mucyny, co oznacza, ze komérki nabtonkowe jelita produkujg wiecej mucyn, ktére
ograniczaja dostep patogendéw do ich powierzchni (Mack i in.1999; Mack i in. 2003). Zdolnos¢
L. plantarum 299v do redukowania reakgji wydzielniczej w komdrkach nabtonkowych jelita w odpo-
wiedzi na dziatanie enteropatogennych E. coli (EPEC) zostata wykazana w badaniach in vitro
(Michail i Abernathy, 2002). Zaobserwowany efekt byt spowodowany zmniejszonym przywieraniem
EPEC do komorek nabtonka (Michail i Abernathy, 2002). Wykazano réwniez, ze podczas kolonizagji
bakterie L. plantarum 299v konkuruja z E. coli u gnotobiotycznych szczuréw (Herias i in. 1999).

Gram-ujemne bakterie beztlenowe sg czestg przyczyng zakazen wtérnych po zabiegach opera-
cyjnych jamy brzusznej (Nichols 1980; Offenbartl i Bengmark1990; Wittman 1991). Co wiecej,
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bakterie Gram-ujemne zawsze produkuja endotoksyny oraz wywotuja gwattowne reakcje zapalne,
nawet gdy sa obecne w matych ilosciach. Sugeruje sie réwniez, ze bakterie te moga wytwarzac
w jelitach substancje rakotwdrcze (Rowland 1992; Roberfroid i Gibbson 1994). U szczuréw nara-
zonych na ostre uszkodzenie watroby wszczepienie Gram-ujemnych Bacteroides fragilis wywotuje
nasilenie zmian hepatotoksycznych (Adawi i in. 1999a). Niektdre szczepy B. fragilis moga wydziela¢
toksyne, ktdéra aktywuje zalezne od beta kateniny przekazywanie sygnatu w jadrze komérkowym
nabtonka jelita grubego, co moze mie¢ zwigzek z efektem onkogennym (Wui in. 2003). Hamujacy
efekt L. plantarum 299v w stosunku o bakterii Bacteroides zostat wykazany w kontrolowanej
prébie z zastosowaniem placebo u pacjentéw z nieaktywnym wrzodziejagcym zapaleniem jelita
grubego (Goossens i in. 2006b).

Grupa redukujacych siarczany Clostridia moze zawiera¢ podgrupy produkujace toksyny. Poza tym
redukujace siarczany Clostridia produkuja siarkowodor (H,S), ktory jest czynnikiem genotoksycznym
nawet w tak niewielkim stezeniu jak 250 pmol/L, co stanowi ilo$¢ podobna do tej, jaka znajduje
sie w ludzkiej okreznicy (Attene-Ramos i in. 2006).

W badaniu przeprowadzonym w Tanzanii szczep L. plantarum 299v byt wykorzystywany jako kultura
startowa do produkcji zbozowego napoju poddawanego fermentacji mlekowej o nazwie Togwa.
L. plantarum 299v byt uzywany do produkcji 50% testowego Togwa, podczas gdy pozostate 50%
byto produkowane metodami tradycyjnymi (Kingamkono i in. 1999).

L. plantarum sg obecne w duzych ilosciach w samoistnie fermentujgcym napoju Togwa (Mugula
2001). U dzieci ponizej 5 roku zycia, ktére spozywaty ten produkt raz dziennie przez 13 kolejnych
dni badano ilo$¢ enteropatogendw katowych, takich jak Campylobacter, enteropatogennych
Escherichia coli, Salmonella oraz Shigella i stwierdzono, ze w czasie badania procent dzieci
z wyizolowanymi enteropatogenami kalowymi znamiennie sie zmniejszyt (Kingamkono i in. 1999).

Spozywanie probiotykdéw moze pozytywnie wptywac na flore przewodu pokarmowego prowa-
dzac do zmniejszenia ilosci bakterii potencjalnie patogennych, co zaobserwowano przy zliczaniu
ptytek z Enterobacteriaceae oraz redukujacych siarczany Clostridia (Johansson 1993). Badania
przeprowadzone metoda podwdjnie Slepej préby pod kontrolg placebo na zdrowych ochotnikach,
ktérym podawano L. plantarum 299v w napoju owocowym (2x10'° CFU na dobe przez 3 tygodnie)
wykazaty, ze w stolcu zwiekszyta sie catkowita ilos¢ kwaséw karboksylowych (Johansson i in.
1998) oraz stezenie kwasu octowego i propionowego (Johansson iin. 1998). Nie wykazano
natomiast zdolnosci do produkcji kwasu propionowego przez bakterie L. plantarum 299v. Kwasy
karboksylowe sa produkowane przez mikroflore przewodu pokarmowego, wiec zmiana ich
zawartosci w stolcu wskazuje na istotne zmiany mikroflory bakteryjnej. Wzrost stezenia kwasu
octowego i propionowego nalezy uwazac za zjawiska korzystne dla zdrowia. Obydwa rodzaje
krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych s wykorzystywane jako zrédto energii przez komorki
btony sluzowej jelita. Krétkotarncuchowe kwasy ttuszczowe sg gtéwnym zrédtem energii dla
komorek btony sluzowej okreznicy. Dlatego tez zwiekszona zawartos¢ tych kwaséw w Swietle
jelita wptywa korzystnie na stan $luzéwki.

Co wiecej, wchtoniety kwas propionowy przechodzi poprzez krazenie wrotne do watroby, gdzie
wptywa korzystnie zarbwno na metabolizm ttuszczéw jak i ogranicza wystepowanie stanéw
zapalnych. Zdrowe osoby otrzymujace L. plantarum 299v odczuwaty zmniejszenie intensywnosci
wzde¢ podczas okresu trwania terapii (Johansson i in. 1998), co mogto by¢ spowodowane
zmniejszeniem ilosci bakterii wytwarzajacych gazy w przewodzie pokarmowym.
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3.1.2 Stan btony sluzowej jelita i ograniczona translokacja

Dziatanie L. plantarum 299v na stan btony $luzowej jelita i jej funkcje ochronna zostato dogtebnie
zbadane podczas eksperymentéw na szczurach. Kiedy oceniano stan $luzéwki, uzywajac jako
wskaznika zwartos¢ w niej biatek lub rRNA i DNA, zaobserwowano znaczne polepszenie kondycji
szczurdw z ciezkim uszkodzeniem watroby, ktérym wczesniej podano L. plantarum 299v (Kasravi
iin. 1997; Adawiiin. 1999b). Polepszenie stanu sluzéwki wykazywaty réwniez szczury z zapaleniem
jelita cienkiego i okreznicy, ktéorym podawano L. plantarum 299v (Mao i in. 1996a). W badaniu tym
mierzono przenikalnos¢ EDTA (kwasu etylenodiaminotetraoctowego) przez sluzéwke i udowod-
niono, ze jest ona mniejsza u zwierzat otrzymujacych L. plantarum 299v (Mao i in. 1996a).

Translokacja - przejscie zywych bakterii przez btone nabtonkowa do blaszki wtasciwej, a nastep-
nie do krezkowych weztéw chtonnych oraz mozliwie do innych tkanek (Berg i Garlington 1979),
moze by¢ ograniczona dzieki poprawie stanu btony sluzowej jelita.

Translokacja moze by¢ badana u szczuréw z ciezkim uszkodzeniem watroby wywotanym wstrzyk-
nieciem D-galaktozoaminy powodujacej ciezke zapalenie watroby (Kasravi i in. 1996a; Kasravi
i in. 1996b). 24 godziny po wywotaniu uszkodzenia watroby, bakterie jelitowe mozna byto
znalez¢ w narzadach takich jak watroba i sledziona oraz we krwi wrotnej i tetniczej. Uszkodzenie
watroby nie wptywa bezposrednio na btone $luzowa jelita, jednak obrona immunologiczna
zwierzecia jest powaznie ostabiona, co pozwala translokujgcym bakteriom na przemieszczanie
sie poza krezkowe wezty chtonne i watrobe. Wykazano, ze podanie zwierzetom L. plantarum 299v
wptywa na znaczne ograniczenie translokacji bakterii ze swiatta przewodu pokarmowego do krwi
oraz innych narzadéw i tkanek organizmu (Adawi i in. 1997; Adawi i in. 1999a; Kasravi i in. 1997;
Wangiin.2001; Osman i in. 2005).

Dowiedziono réwniez, ze niektdre inne szczepy gatunku Lactobacillus réwniez daja pozytywne
efekty w leczeniu niewydolnosci watroby (Adawi i in. 1997), jednakze szczep L. plantarum 299v
wydaje sie by¢ w tym przypadku szczegdlnie efektywny.

Interesujace sg wyniki identyfikacji typow bakterii translokujgcych u szczuréw z niewydolnoscia
watroby (Wang i in. 2001). U szczurdw, ktére nie otrzymywaty bakterii mlekowych wiekszo$¢ bakterii
znalezionych w watrobie pochodzito z dominujacych populacji mikroflory jelitowej tzn.
L. animalis, L. reuteri oraz L. acidophilus (Lactobacillus sa znacznie liczniejsze u szczuréw niz u ludzi),
ale réwniez Proteus vulgaris, Bacteroides distasonis, Enterococcus faecalis oraz Staphylococcus
aureus. P. vulgaris oraz S. aureus znajdowano w krwi tetniczej (Wang i in.) Jednakze podawanie
zwierzetom L. plantarum 299v przez 8 dni przed uszkodzeniem watroby nie tylko zmniejszyto
tempo translokacji do watroby, ale réwniez hamowato przedostawanie sie do krwi bakterii innych
niz L. animalis, L. reuteri oraz L. acidophilus, ktérych obecnos¢ stwierdzono w watrobie (Wang i in.
2001). Tym samym podanie L. plantarum nie tylko zmniejsza tempo translokacji, ale tez najwy-
razniej kontroluje mikroflore jelitowa i zwieksza dominacje bakterii Lactobacillus. Wypada tez
zaznaczy¢, ze bakterie L. plantarum 299v nigdy nie zostaty znalezione w organizmie poza jelitem
pomimo duzych dawek podawanych w terapii (Wang i in. 2001). Podawanie L. plantarum 299v
szczurom w wodzie pitnej przez tydzier zmniejszyto przepuszczalnos¢ jelita wywotang przez E. coli
(Mangell i in. 2002). Wykazano to w badaniach segmentoéw jelita w specjalnej komorze Ussinga,
podczas ktérych mierzono ich przepuszczalnos¢ po podaniu mannitolu. Wystawienie na dziatanie
bakterii E. coli w komorze Ussinga zwykle zwieksza przepuszczalnos¢ jelit, jednak podawanie
zywym szczurom L. plantarum 299v likwidowato wzrost przepuszczalnosci (Mangell i in. 2002).
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U szczuréw z niewydolnoscig watroby wiele z bakterii jelitowych majacych zdolnos¢ translokacji
dociera do watroby, co zwieksza ryzyko zapalenia i znacznie pogarsza jej stan. To pogorszenie mozna
zmierzy¢ poprzez pomiar aktywnosci enzymow watrobowych we krwi. W przypadku niewydolnosci
watroby wykazano, Ze terapia z zastosowaniem L. plantarum 299v zmniejsza aktywnos¢ transami-
nazy asparagininowej oraz aminotransferazy alaninowej we krwi wskazujac na polepszenie stanu
watroby (Adawi i in. 1997; Kasravi i in. 1997; Adawi i in. 1999b).

Profilaktyczne dziatanie L. plantarum 299v w stosunku do translokacji zauwazono réwniez podczas
innych eksperymentéw na szczurach. L. plantarum 299v znacznie zmniejsza translokacje u szczuréw
z zapaleniem jelita cienkiego i okreznicy wywotanym przez metotreksat (Mao i in. 1996a).
W tym eksperymencie badano grupe zwierzat ze zmieniong zapalnie i uszkodzong btong sluzowa
jelit w odrdéznieniu od populacji zwierzet z niewydolnosciag watroby, u ktérych $luzéwka pozos-
tawata nie zmieniona. Podanie bakterii mlekowych szczurom z zapaleniem jelita cienkiego i okreznicy
zmniejszato uszkodzenia btony $luzowej powstate w wyniku chemioterapii (Mao i in. 1996a).
Zmniejszong translokacje ze $wiatta jelita do krgzenia obwodowego zaobserwowano réwniez po
podaniu L. plantarum 299v u szczuréw z zapaleniem trzustki (Mangiante i in. 2001), z wywotanym
siarczanem sodu zapaleniem okreznicy (Osman i in. 2004) oraz u szczuréw z pOsSocCznicy
(Mangelliin. 2006).

Istnieje kilka teorii ttumaczacych to, w jaki sposéb L. plantarum 299v moze poprawiac stan
Sluzéwki i zmniejszac¢ tempo translokacji. Jedna z nich ttumaczy to tradycyjnym efektem probio-
tycznym, w ktérym przyjmowane szczepy probiotyczne zwalczajg patogenne bakterie. Te agre-
sywne i niebezpieczne bakterie moga wywotywac i utrzymywac stan zapalny, moga by¢ tez
szczego6lnie przystosowane do translokacji i zdolne do zwalczania obrony immunologicznej
gospodarza. Jest rowniez mozliwe, ze szczepy probiotyczne nie tylko neutralizujg niebezpieczne
sktadniki flory bakteryjnej, ale tez moga wspomagac¢ jej dobroczynne elementy. Scisle rzecz
ujmujac, dominacja mlekowych bakterii zamieszkujacych jelita szczuréw zwiekszyta sie po
podawaniu L. plantarum 299v (Wang i in. 2001). Stwierdzone zostato to réwniez u ludzi, kiedy ilos¢
kwasu propionowego w stolcu wzrastata po spozyciu L. plantarum 299v, poniewaz szczep 299v nie
jest zdolny do samodzielnej produkgji tego kwasu (Johansson i in. 1998).

Z drugiej strony wzmocnienie efektu bariery ochronnej moze by¢ tez spowodowane immuno-
modulacja (patrz nizej) oraz stymulacja wytwarzania mucyn w komoérkach ludzkiej sluzéwki.
Co wiecej, w eksperymentach na szczurach z posocznicg dowiedziono, ze zalezna od mannozy
zdolno$¢ adhezji L. plantarum 299v byta istotna dla ich zdolnosci blokowania translokacji
(Mangelliin. 2006).

W prospektywnym badaniu z losowym doborem préby na pacjentach przechodzacych planowe
operacje jamy brzusznej wykazano, ze stezenie immunoglobuliny klasy M (IgM) na powierzchni
Sluzéwki oséb z prawidtowa btong sluzowa jelita cienkiego zwiekszyto sie w grupie kontrolnej,
podczas gdy u pacjentéw, ktérym przed operacjg podawano L. plantarum 299v pozostawato
niezmienione (Woodcock i in. 2004). Wzrost stezenia IgM moze wskazywac na translokacje bakterii
(Woodcockiin. 2001; Woodcock i in. 2004).
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3.2 Czynniki ryzyka choroby wiericowej

Wykazano, ze L. plantarum 299v zawarty w napoju ProViva zmniejsza wiele czynnikdéw ryzyka
choroby wiericowej u 0s6b szczegodlnie na nie narazonych. W jednym z badan przeprowadzonym
metoda podwadjnie slepej préby pod kontrola placebo wykazano ze u mezczyzn, u ktérych stwier-
dzono nieznacznie podwyzszone stezenie cholesterolu, po spozyciu napoju ProViva zawierajacego
L. plantarum 299v, dochodzi do zmniejszenia stezenia cholesterolu catkowitego oraz cholesterolu
LDL (Bukowska iin. 1998). W badaniu uczestniczyto 30 oséb podzielonych na dwie grupy, z ktérych
jedna otrzymywata 200 ml napoju owocowego zawierajgcego 5x107 CFU L. plantarum 299v
w 1 ml przez 6 tygodni, natomiast grupa placebo otrzymywata napoj bez bakterii mlekowych.
Spadek stezenia cholesterolu byt niewielki, jednak statystycznie znaczacy (Bukowska i in. 1998).
Ale co bardziej zaskakujace, w tym samym badaniu obserwowano znamienne (p<0,001) 0 13,5%
zmniejszenie stezenia fibrynogenu w surowicy krwi (Bukowska i in. 1998). Fibrynogen jest biatkiem
ostrej fazy, ktérego podwyzszone stezenie wskazuje na stan zapalny w organizmie, oraz stanowi
niezalezny czynnik ryzyka w chorobie wiericowej (Kannel i in. 1987).

Wyniki pézniejszego, takze kontrolowanego placebo i przeprowadzonego metoda podwdjnie
Slepej proby badania na 38 zdrowych palaczach papieroséw wykazaty, ze spozywanie napoju
ProViva w ilosci 400 ml na dobe przez szes¢ tygodni nie tylko znacznie zmniejszyto stezenie fibry-
nogenu, ale tez izoprostanéw F, i IL-6 bedacych takze markerami stanéw zapalnych (Naruszewicz
i in. 2002). Co wiecej, L. plantarum 299v zawarty w ProViva pozytywnie wptywat na cisnienie
tetnicze krwi oraz odpowiedz na insuline i leptyne (Naruszewiczi in. 2002).

3.3 Zespét jelita drazliwego

Zespédt jelita drazliwego (ang. irritable bowel syndrome - IBS) wystepuje czesto, jednak jego przy-
czyna nie jest znana. Zespdt ten nie jest odrebna chorobg, lecz raczej stanowi zbiér zaburzen
powodujacych rézne objawy takie jak: béle brzucha, biegunke, zaparcia lub zmienng aktywnos¢
jelit. Nieznajomos¢ przyczyny tego schorzenia stwarza duze problemy diagnostyczne. Podejmo-
wano liczne préby okreslenia kryteridéw, ktére umozliwityby postawienie pewnej diagnozy w tym
zespole (Manning iin. 1978; Thompson i in. 1992).

Uwaza sig, ze od 20 do 50% pacjentéw zgtaszajacych sie do gastroenterologa ma objawy IBS,
jednak nalezy zaznaczy¢, ze wiekszos¢ 0séb z objawami zespotu jelita drazliwego w ogdle nie szuka
pomocy medycznej (Maxvell i in. 1997). IBS jest przewlektym, nawracajacym schorzeniem, ktére
prawdopodobnie pojawia sie u wiekszosci dorostych w pewnym okresie ich zycia.

U potowy pacjentéw objawy pojawiaja sie przez ukoriczeniem 35. roku zycia, a u 40% pacjentéw
miedzy 35-50. rokiem zycia (Maxvell iin. 1997). IBS stwierdzono u 18% dorostej populacji Bristolu
w Wielkiej Brytanii (Heaton i in. 1992).

L. plantarum 299v zawarty w napoju ProViva podawano pacjentom z IBS w dwéch badaniach
przeprowadzonych metoda podwdjnie slepej proby i kontrolowanych placebo w Polsce
(Niedzielin i in. 2001) oraz w Szwecji (Nobaek i in. 2000). W obydwu badaniach pacjenci zostali
podzieleni na dwie grupy, z ktorych pierwsza otrzymywata L. plantarum 299v, natomiast druga
podobny napdj pozbawiony L. plantarum 299v (placebo). Badanie szwedzkie objeto pacjentéw
z objawami o lekkim lub umiarkowanym nasileniu, gtéwnie o charakterze wzdec¢ i dolegliwosci
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boélowych brzucha (Nobaek i in. 2000), podczas gdy polskie badanie przeprowadzono wsréd
pacjentéw, ktérzy oprocz wzded i bolu doswiadczali probleméw z nieregularnymi wypréznieniami
i zmienna konsystencja stolca (Niedzielin i in. 2001).

W przypadku polskiego badania stopien intensywnosci kilku objawoéw IBS zmniejszyt sie w grupie,
ktérej podawano L. plantarum 299v, a odsetek pacjentéw catkowicie wolnych od objawéw byt
wyzszy niz w grupie placebo (Niedzielin i in. 2001).

W badaniu szwedzkim L. plantarum 299v znacznie zmniejszat subiektywne odczuwanie wzdec
(Nobaekiin. 2000). Béle rowniez ulegty znacznemu zmniejszeniu zaréwno w grupie poddawanej
terapii, jak i w grupie z placebo, jednak efekt byt bardziej wyrazny w grupie, ktérej podawano
L. plantarum. 12 miesiecy po leczeniu, pacjenci ktérym podawano L. plantarum 299v deklarowali
0g06lng poprawe funkcjonowania przewodu pokarmowego w poréwnaniu z grupa otrzymujaca
placebo (Nobaek i in. 2000).

Wzdecia i bdle odczuwane przez pacjentéw z IBS moga by¢ powodowane przez nieprawidtowg
fermentacje w jelitach prowadzacg do zwiekszonej produkcji gazu, szczegdlnie wodoru (King
i in. 1998). W matym badaniu wykonanym metoda podwdjnie $lepej préby i kontrolowanym
placebo mierzono ilos¢ i sktad produkowanego gazu po 4 tygodniach podawania L. plantarum 299v
zawartym w ProViva i nie zanotowano zadnej réznicy w poréwnaniu z grupa kontrolna (Sen i in.
2002). Jednak gdy pacjentom podano 20 g laktulozy ilos¢ wodoru w wydychanym powietrzu
znacznie spadfa w grupie, ktérej podawano L. plantarum 299v. Tym samym mikroflora jelitowa
musiata by¢ w jaki$ sposéb zmieniona. Trzeba jednak zwréci¢ uwage na to, ze badanie przepro-
wadzone przez Sena i in. (2002) byto, niestety, przygotowane w nieprawidtowy sposob, ktéry unie-
mozliwiat ocene réznic pomiedzy grupami. Co wiecej, szesciu pacjentéw w grupie poddawanej
terapii spozywato jedynie 125 ml ProViva na dobe (5x107 CFU/dobe), co stanowi stosunkowo matg
dawke. Na przykfad w badaniu Nobaeka i in. (2000) pacjenci spozywali 400 ml ProViva dziennie.

3.4 Zapalenie jelit

Choroby zapalne jelit (inflammatory bowel disease - IBD) charakteryzuja sie przewlektym stanem
zapalnym catego przewodu pokarmowego. Moze by¢ on ograniczony do jelita grubego (wrzo-
dziejace zapalenie okreznicy) lub usytuowany gdziekolwiek wzdtuz przewodu pokarmowego
(Choroba Lesniowskiego-Crohna). Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego jest stosunkowo
powierzchniowym zapaleniem bton sluzowych, podczas gdy choroba Lesniowskiego-Crohna jest
zapaleniem petnosciennym i ziarninujagcym. Uwaza sie, ze niekontrolowana reakcja immunolo-
giczna, jaka powstaje w odpowiedzi na obecne w jelitach sktadniki, prowadzi do przewlektego
procesu zapalnego. Etiologia IBD pozostaje jednak nadal nieznana. Wydaje sie, ze czynniki
mikrobiologiczne biorg udziat w patogenezie IBD, a bakterie jelitowe prawdopodobnie sg waznym
czynnikiem kontrolujagcym jego rozwdj i warunkujacym przewlekty charakter (Ardizzoneiin. 1999;
Campieri i Gionchetti 2001; Schutltz i Sartor 2000). W warunkach tych zachodza ztozone interakcje
miedzy bakteriami, sluzéwka i uktadem immunologicznym, jednak wcigz niewiele wiadomo naich
temat (Campieri i Gionchetti 2001).

Mozliwosci zastosowania bakterii L. plantarum 299v w zwalczaniu stanéw zapalnych byty badane
podczas réznych eksperymentéw przeprowadzonych na zwierzetach. U szczuréw z zapaleniem
jelita cienkiego i okreznicy wywotanym przez metotreksat podawanie L. plantarum 299v fagodzito
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3.5

3.5.1

uszkodzenia $luzéwki wywotane przez chemioterapie (Mao i in. 1996a). Co wiecej, zapalenie btony
sluzowej jelita u szczuréw po radioterapii zostato ztagodzone poprzez podanie L. plantarum 299v
w postaci sfermentowanego napoju zbozowego (Liu i in. 2001).

W badaniu przeprowadzonym na myszach z niedoborem interleukiny 10 (12-10) w $rodowisku
pozbawionym bakterii (germ-free) i pozbawionym specyficznych patogenoéw (specific patogen
free — SPF) obserwowano, ze podanie L. plantarum 299v zapobiegato zapaleniu jelit przed prze-
niesieniem myszy do srodowiska SPF (Schultziin. 1998; Schutltz i Sartor 2000; Schultz i in. 2002).
Wykazano takze, ze L. plantarum 299v wystepujacy jako jedyna bakteria w organizmie myszy SPF
nie wywotuje stanu zapalnego jelit, lecz tylko tagodna odpowiedZ immunologiczna. Shultz i in.
(2002) wnioskuja: ,te wyniki wskazuja, ze L. plantarum moze hamowac powstawanie zapalenia jelit
inicjowanego przez nieprawidtowg odpowiedZ immunologiczng i sugerujg potencjalne zastoso-
wanie tej bakterii w leczeniu zapalen jelit u ludzi”. Obserwowano réwniez, ze L. plantarum 299v
w sposéb bardziej wydajny niz inny probiotyczny szczep Lactobacillus rhamnosus GG zapobiega
powstawaniu zapalenia okreznicy u myszy gnobiotycznych IL-10 z chowu wsobnego 129SvEv
skolonizowanych przez bakterie SPF (Veltkamp i in. 1999).

W przypadku zapalenia okreznicy wywotanego przez sél sodowa siarczanu dekstranu (DSS)
u szczuréw, podawanie L. plantarum 299v obnizato wspotczynnik aktywnosci choroby (Disease
Activity Index — DAI), czyli fagodzito jej przebieg (Osman i in. 2004). DSS jest podawana zwierzetom
w wodzie pitnej i po 5 dniach rozwija sie u nich zapalenie okreznicy. Uszkodzenia wywotane przez
DSS oraz ich lokalizacja (zwykle po lewej stronie okreznicy) wykazujg podobienstwo do
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego u ludzi.

Modulacja uktadu immunologicznego

Ekspresja cytokin w komérkach, badania in vitro

Odpowiedz cytokinowa w jednojadrzastych komorkach ludzkiej krwi obwodowej rézni sie miedzy
réznymi gatunkami Lactobacillus. Dowiedziono, ze rdézne szczepy L. plantarum pochodzenia
jelitowego sa zdolne do stymulowania produkgji cytokin IL-12 oraz IL-10 w jednojadrzastych
komérkach krwi (Hessle i in. 1999). W poréwnaniu do E. coli synteza IL-10 byfa nizsza, natomiast
produkcja IL-12 w tych komorkach byta wyzsza. W tym samym badaniu zastosowanie L. paracasei
skutkowato produkcja wiekszych ilosci IL-12, natomiast L. rhamnosus wywotywat zwiekszone
wytwarzanie IL-10. Odpowiedz komérek jednojadrzastych mierzona wytwarzaniem IL-10 oraz
IL-12 byta bardziej zréwnowazona pod wptywem L. plantarum, niz pozostatych dwéch gatunkéw
Lactobacillus (Hessle i in. 1999).

Ekspresja cytokin w produkowanych w szpiku kostnym mysich komérkach dendrytycznych, pod-
danych dziataniu réznych probiotycznych szczepéw Lactobacillus réwniez byta zréznicowana
(Christensen i in. 2002). Zasadnicze réznice miedzy szczepami mozna okresli¢ biorac pod uwage
ich zdolnos¢ pobudzajaca syntetyze IL-12 oraz TNF-a w komoérkach dendrytycznych. Ranking
testowanych szczepoéw przedstawiat sie nastepujaco: L. casei podgat. alactus CHCC3137 >>
L. plantarum Lb1 > L. fermentum Lb20 > L. johnsonii Lal > L. plantarum 299v >> L. reuteri
DSM 12246 (Christensen i in. 2002).
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Podobne, lecz mniej znaczace réznice zaobserwowano wsrdd testowanych szczepéw pod wzgledem
indukgji IL-6 oraz IL-10.

Zdolnos$¢ indukowania przez cytokine prozapalng czynnika martwicy nowotworu TNF-a, syntezy
cytokiny IL-8 w odpowiedzi na obecnos¢ L. plantarum 299v byta analizowana przy uzyciu linii
komorek nabtonkowych okreznicy HT-29 (McCracken i in. 2002). Wyniki pokazaty, ze TNF-a
zwiekszat czutos¢ komérek HT-29 na L. plantarum 299v oraz ze ekspresja IL-8 mRNA byta wyzsza
niz ta wywofana jedynie przez TNF-a. Jednak nawet jesli ekspresja zostata zwiekszona, to
wydzielanie IL-8 byto zaskakujaco mniejsze w komédrkach HT-29, ktére zostaty wystawione na
dziatanie L. plantarum 299v. Oznacza to, ze nawet jesli L. plantarum 299v zwieksza czuto$¢ komorek
HT-29, to bakterie te wykazuja rowniez role ochronng poprzez zmniejszanie wydzielania IL-8
(IL-8 jest silng cytoking prozapalna) (McCracken iin. 2002).

Do pewnego stopnia wyjasnia to paradoks, ze L. plantarum 299v jest zdolny zaréwno do sterowania
reakcji immunologicznej jak i do wywierania dziatania antyzapalnego.

3.5.2 Badania na szczurach

Podanie L. plantarum 299v powoduje normalizacje zawartosci przeciwciat klasy IgA w jelitach
szczuréw z zapaleniem jelita cienkiego i okreznicy wywotanym metotreksatem, oraz ilosci
limfocytéw CD4 i CD8 w blaszce wtasciwej jelita (Mao i in. 1996b).

L. plantarum 299v moze modulowa¢ odpowiedz na antygeny pojawiajace sie w jelicie. Kolonizacja
jelita gnobiotycznych szczuréw L. plantarum 299v i Escherichia coli powoduje wzrost stezenia
catkowitego IgA w surowicy oraz zwigkszenie zawartosci IgA oraz IgM swoistych w stosunku do
Escherichia coli w poréwnaniu ze szczurami skolonizowanymi jedynie przez E. coli (Herias i in. 1999).
W grupie, ktérej podawano L. plantarum 299v wykazano réwniez znaczny wzrost zageszczenia
komérek CD25 pozytywnych w blaszce wtasciwej oraz zmniejszenie odpowiedzi proliferacyjnej
komérek sledziony po stymulacji konkawaling A (ConA) tydzier po kolonizacji (Herias i in. 1999).

Stwardnienie rozsiane (SM) jest przewlekta chorobg zapalng centralnego uktadu nerwowego
o podtozu autoimmunologicznym. Leczenie eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia
mozgu i rdzenia kregowego (experimental autoimmune encephalomyelitis - EAE) u myszy z SM
za pomoca L. plantarum 299v ograniczyto rozwoj EAE (Lavasani i in. 2006). Terapia za pomoca
Lactobacillus paracasei PCC 101 lub Lactobacillus delbrueckii podgat. bulgaricus DSM 20081 nie
przyniosta efektéw (Lavasani i in. 2006).

3.5.3 Odpowiedz immunologiczna u dzieci HIV seropozytywnych

Dzieci bedace od urodzenia nosicielami wirusa nabytego braku odpornosci (HIV) otrzymywaty
L. plantarum 299v w postaci sfermentowanego napoju owsianego (liofilizowanego) podczas badania
pilotazowego. Wyniki sugerowaty, ze L. plantarum 299v wywotuje specyficzng odpowiedZ immunolo-
giczng po suplementacji doustnej (Cunningham-Rundles i in. 2000; Cunningham-Rundles i in. 2002).
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3.5.4 Zmniejszenie ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej u pacjentéw w stanie krytycznym

103 pacjentéw bedacych w stanie krytycznym podzielono na dwie grupy, z ktérych jedna (n=52)
otrzymywata napdj zawierajacy L. plantarum 299v (ProViva, truskawkowy) w potaczeniu z leczeniem
konwencjonalnym, a druga kontrolna (n=51) byta poddana tylko leczeniu konwencjonalnemu
(McNaught i in. 2005). Pietnastego dnia badania stezenie IL-6 w surowicy byto znacznie nizsze
w grupie poddawanej terapii w poréwnaniu do grupy kontrolnej (McNaught i in. 2005). IL-6 jest
cytoking produkowang przez wiele typow komoérek m.in. przez limfocyty, fibroblasty
i monocyty. Ma ona wielokierunkowe dziatanie ogdélnoustrojowe, obejmujace aktywacje limfo-
cytéw B i T oraz indukcje wytwarzania biatek ostrej fazy w watrobie. IL-6 zdaje sie by¢ dobrym
wskaznikiem aktywacji kaskady cytokin oraz dobrym czynnikiem prognostycznym w niewydol-
nosci wielonarzadowej prowadzacej do $mierci (Blackwell oraz Christman, 1996). Dlatego tez
dojelitowe podanie L. plantarum 299v pacjentom w stanie krytycznym wiazato sie z ostabieniem
ogolnoustrojowej reakgcji zapalnej (McNaught i in. 2005). Wigzato sie to ze zmiang stezenia EndoCAB
(serum antiendotoxin core antibody), co wskazuje na zmniejszong ekspozycje na endotoksyny
(McNaught iin. 2005).

3.6 Biegunka wywotana przez Clostridium difficile

Nawracajaca biegunka wywotana przez bakterie Clostridium difficile jest powazna choroba, ktéra
czesto wymaga dtugotrwatej antybiotykoterapii, co niestety, w wielu przypadkach nie zapobiega
nawrotom choroby. W badaniu przeprowadzonym metoda podwdjnie $lepej préby pod kontrolg
placebo badano przydatnos$¢ podawania L. plantarum 299v w zapobieganiu nawracajacych
biegunek wywotywanych przez Clostridium difficille (Wullt i in. 2003). Nawro6t objawow klinicznych
stwierdzono u 4 z 11 pacjentéw, ktérzy otrzymywali metronidazol w pofaczeniu z L. plantarum
299v, oraz u 6 z 9 pacjentéw, ktorzy otrzymywali metronidazol w potgczeniu z placebo. Badanie
byto ograniczone do 21 pacjentéw, wiec jego wyniki nie maja wagi statystycznej. Mimo to, zostata
wykazana tendencja w kierunku mniejszej liczby nawrotéw w grupie otrzymujacej bakterie mlekowe
w poréwnaniu z grupg z placebo w 3 miesigce od zakonczenia badania, co ustalono na podstawie
wywiaddéw telefonicznych w okresie po zakonczeniu badania. Aby uzyska¢ wage statystyczng
z moca 80%, powinno sie przebada¢ 40 pacjentéw w kazdej grupie. Wyniki te zachecaja do
przeprowadzenia dalszych badan wieloosrodkowych (Wullt i in. 2003).

3.7 Aktywnosc¢ antyoksydacyjna w surowicy

Wypoczynek oraz odpowiednie odzywianie sa wazne w okresie rekonwalescencji po przebytym
stresie fizjologicznym, intensywnym treningu i innych obcigzeniach organizmu.

W przeciwnym wypadku stres oksydacyjny moze wywotaé powstanie reaktywnych czasteczek
tlenu (reactive oxygen species — ROS), ktére powoduja uszkodzenia tkanek. Antyoksydanty chronia
organizm przed takimi uszkodzeniami i uwaza sie, ze zawierajace je pokarmy moga zapobiegac
réznych schorzeniom takim jak miazdzyca i nowotwory. W badaniu kontrolowanym placebo
wykazano, ze u zdrowych ochotnikéw pijacych mieszanke antyoksydantéw oraz L. plantarum 299v
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(ProViva Active®, Skanemejerier, Malmo) wzrosta aktywnos$¢ antyoksydacyjna oraz zawartos¢
selenu i selenoproteiny P w surowicy. Wzrosta takze catkowita zawartos¢ bakterii mlekowych
w stolcu (Onning i in. 2003). Jednakze ostateczne rola L. plantarum 299v w tym procesie nie
zostata w tym badaniu wyjasniona.

Zjawisko niedotlenienie-reperfuzja (I/R) w okreznicy jest to stan zapalny prowadzacy do uszkodzenia
tkanek, w ktérym gtéwna role odgrywa pewien reaktywny rodzaj tlenu. U myszy I/R antyoksyda-
cyjna aktywnos¢ probiotykéw i innych antyoksydantéw moze by¢ oceniona in vivo. Potaczenie
L. plantarum 299v oraz owocdw gtogu, ktore sg bogate w biologicznie aktywne polifenole wykazu-
jace wiasciwosci antyoksydacyjne (co moze by¢ wazne w zapobieganiu preoksydadji lipidéw) byto
badane u myszy I/R (Hakansson i in. 2005). L. plantarum 299v wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng
w stosunku do polifenoli (tanin), ktére to rozkfada do flawonoidéw i w ten sposéb zwieksza
antyoksydacyjne wtasciwosci gtogu. Wykazano, ze podawanie owocéw gtogu w potaczeniu z L. plan-
tarum 299v znacznie zmniejszato preoksydacje lipiddw (za wskaznik preoksydacji przyjeto zawartos¢
dwualdehydu malonowego - MDA) w tkance jelita $lepego oraz ilos¢ zywych Enterobacteriaceae
w stolcu. Odkryto pozytywna korelacje miedzy zawartoscia MDA i iloscig Enterobacteriaceae.
Wyniki te potwierdzajg synergistyczna/addytywna role owocéw gtogu i L. plantarum w ograniczaniu
preoksydacji lipidéw (Hakansson i in. 2005).

Wzgledy bezpieczenstwa

Bezpieczenstwo spozywania duzych ilosci zywych bakterii zostato zakwestionowane, poniewaz
istnieja doniesienia, ze bakterie z gatunku Lactobacillus, wtgczajac szczepy L. plantarum, zostaty
wyizolowane z tkanek zakazonych pacjentéw (Aguirre i Collins 1993). Saxelin i wsp. oceniali
zdolnos¢ bakterii gatunku Lactobacillus do wywotywania ciezkich zakazen i bakteriemii w populacji
finskiej i wykazali bardzo niski potencjat patogenny tego szczepu (Saxelin i in. 1996).

Fakt, iz wiele tradycyjnych pokarméw uzyskiwanych droga fermentacji mlekowej zawiera duze
ilosci L. plantarum (Dedicatoria i in. 1981; Gashe 1985; Gashe 1987; Oyewole i Odunfa 1990;
Fernandez Gonzalez i in. 1993; McDonald i in. 1993; Lonner i Ahrné 1995; Johansson i in. 1995c¢;
Moorthy i Mathew 1998) oraz, ze produkty te uznawane sg za zdrowe i catkowicie bezpieczne,
niewatpliwie wskazuje na to, ze zywe bakterie L. plantarum moga by¢ bezpiecznie spozywane.
Staje sie to oczywiste, jesli wezmiemy pod uwage dtuga historyczng tradycje spozywania
produktéw uzyskiwanych poprzez fermentacje mlekowa. Co wiecej, w przypadku L. plantarum 299v
bezpieczenstwo to zostato bezposrednio potwierdzone w wielu badaniach.

L. plantarum 299v podawano w dawce dobowej 10" CFU dwdém pacjentom z zespotem
krétkiego jelita, u ktorych stwierdzono nadmierny wzrost bakterii w jelicie cienkim (potaczony
z kwasicg mleczanowa; Vanderhoof i in. 1998). Nie stwierdzono zadnych niekorzystnych nastepstw
podawania L. plantarum 299v.

Po analizie wynikow catego badania kazuistycznego obejmujacego szesciu pacjentéw, zauwa-
zono natomiast, ze: ,wstepne doswiadczenia wskazuja, ze probiotyki moga zmieniac flore bakte-
ryjng do organizméw niepatogennych i moga wykazywac wieksza efektywnos¢ i skutkowad
zmniejszeniem wystepowania dtugoterminowych powiktan” (Vanderhoof i in. 1998).
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L. plantarum 299v byt podawany w dawce 2x10'° CFU na dobe 64 pacjentom przechodzacym
planowe operacje jamy brzusznej przez co najmniej tydzien przed operacjq i w okresie poopera-
cyjnym. Nie obserwowano zadnych negatywnych nastepstw, takich jak na przyktad wzmozona
translokacja bakteryjna (McNaught i in. 2002).

L. plantarum 299v podawano przez dtuzszy czas w duzych dawkach dzieciom zakazonym
wirusem HIV, majacym uposledzong funkcje uktadu immunologicznego bez zadnych negatywnych
skutkéw (Cunningham-Rundles i in. 2000; Cunningham-Rundles i in. 2002).

L. plantarum 299v podawano pacjentom w stanie krytycznym leczonym na oddziale intensywnej
opieki medycznej bez obserwowania zadnych dziatan niepozadanych (Klarin i in. 2005; McNaught
i in. 2005). Nie stwierdzono takze bakteriemii (Klarin i wsp. 2005) wywotanej L. plantarum 299v.

Ryzyko wywotania zapalenia wsierdzia sprawdzano podczas badania doswiadczalnego przepro-
wadzonego na szczurach (Adawi i in. 2002). W badaniu tym cewnik wprowadzono przez prawa
tetnice szyjna do Swiatta lewej komory serca. Pozycje cewnika ustalono, a naciecie zeszyto. Po 48
godzinach wstrzyknieto 108 CFU L. plantarum 299v (0,5 ml zawiesiny bakteryjnej) przez zyte
ogonowa. Cztery dni po wstrzyknieciu szczepu L. plantarum szczury zostaty uspione, a ich krew,
tkanke serca i cewnik zbadano na obecnos¢ bakterii. Nie znaleziono sladéw L. plantarum 299v
w zadnej z prébek (Adawi i in. 2002). Wynika z tego, ze nawet podczas badan doswiadczalnych
przeprowadzonych w nietypowych i mozna powiedzie¢ ,ekstremalnych” warunkach z uzyciem
niezwykle wysokich dawek bakterii wstrzyknietych bezposrednio do krwiobiegu zwierzat
z implantem z obcego materiatu w tetnicy i sercu, szczep L. plantarum nie kolonizowat uktadu
krazenia i nie spowodowat niekorzystnych nastepstw.

Wyniki tych badan wskazuja, ze przyjmowanie L. plantarum 299v jest catkowicie bezpieczne dla
wszystkich konsumentéw, réwniez tych powaznie chorych.
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