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Probiotice = ,,microorganisme viabile care administrate in cantitati
adecvate imbunatatesc starea de sanatate a gazdei
(organism uman si animal)” (Fuller R., 1989)

Efectul benefic al probioticelor

» previn aderarea MO patogene/ potential patogene

> sintetizeaza compusi cu actiune antimicrobiana
(bacteriocine, acizi organici)

» au actiune hipocolesterolemianta

» amelioreaza digestibilitatea alimentelor

» neutralizeaza anumiti compusi toxici (micotoxine)
» stimuleza imunitatea gazdei

»au actiune anticancerigena



Preocupari actuale/ viitoare

> izolarea tulpinilor microbiene cu potential probiotic din nigse ecologice specifice
> incadrarea taxonomica riguroasa

> caracterizarea functionala a tulpinilor - studii in vitro si in vivo

> elucidarea mecanismelor implicate in efectul probiotic

» evaluarea sigurantei utilizarii microorganismelor probiotice

> evaluarea eficientei utilizarii probioticelor comparativ cu tratamentele “standard’

Selectia celor mai valoroase tulpini

Posibilitati de potentare a efectului probiotic



Izolarea tulpinilor de BL din diverse nise
ecologice

i vl

>lichid ruminal de vitel >vegetale fermentate »siloz »stomac de porc  >fecale de nou-nascut

»>produse lactate »>produse de panificatie

morfologia coloniilor
si a celulelor Caracteristici morfologice ale coloniilor

° oo . diu MRS+CaCO, (CMGB3
Colectie bacterii lactice caracterul Gram pe mediu MRS+CaCO, (CMGB3)
~ 310 tulpini

biosinteza de acizi organici

producerea de catalaza




Caracterizarea si identificarea taxonomica a
tulpinilor de BL

Tehnici conventionale:

> teste morfologice

> teste fiziologice

> sisteme API, BIOLOG
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Dendrograma obtinuta utilizand Systemul MicroLog 4.2 pentru tulpina IL2 (similitudine 99% cu specia Lactobaciullus paracasei)



Determinarea parametrilor de crestere a tulpinilor de BL

Add

»Temperatura
majoritatea intre 28°C si 42°C

»pH optim: 6.5+ 1

»Concentratia NaCl
0.5% - 5%- dezvolatare optima
8% - dezvolatare lenta

8
NaCl (%)

Dezvoltarea tulpinii Lb. paracasei CMGB 18



Spectrul de sensibilitate la antibiotice

Clase de antibiotice testate:

> peniciline

> cefalosporine
> aminoglicozide
> quinolone

> polipeptide

> tetracicline

> macrolide

» rifamicine

> furani

» sulfamide

Spectrul de sensibilitate la antibiotice - Lb. plantarum CMGB 2

= tulpinile studiate prezintd rezistentd multipld - tulpind specificd
= majoritatea tulpinilor sunt rezistente la cefalosporine si tetracicline

= toate tulpinile de E. faecium prezinta sensibilitate la vancomicind




Analize moleculare cu valoare taxonomica

» Optimizarea unui protocol de izolare ADN cromozomal din BL

Concentratia: 1.7 — 3.2 mg/ml

Puritate (A,s/A,): 1.88 — 1.98

Concluzii

> desi este doar un parametru negativ (de excludere), valorile % mol G+C
au confirmat datele obtinute prin tehnicile de taxonomie conventionale

Curba de topire ADN cromozomal
Lb.plantarum CMGB 3

> Determinarea procentului molar de guanina — citozina:

m

61]7) 8179910

% mol GC Literatura
de specialitate
Lb. plantarum 52,5 - 53,96 52 - 54
CMGB 1, 2, 3,15
Lb. paracasei ssp. paracasei 54,38 54 - 56
CMGB 18
E. faecium 32,54 - 37,53 32 -38

CMGB 6, 8, 10, 16, 17




Analize moleculare cu valoare taxonomica

» ARDRA — Amplified rDNA Restriction Analysis

M 1

Amplificarea prin PCR a genei pentru ARNr 165 v
~1500pb — --m

2 3 4 56 78 910 1112 M

—
-

Primeri utilizati
GM3F- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
(pozitia 8-24 E.coli ADNr 165)

Concluzii
Izolatele conspecifice analizate reprezintd tulpini distincte,

dar foarte inrudite genetic :
apartin unei aceleasi unitdti taxonomice operationale
(OTV = Operational Taxonomic Unit)
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A - Lb. plantarum ATCC 8014
B -CMGB 1; C -CMGB 2; D -CMGB 3;
E -CMGB 15; F -CMGB 18

A — E. faecium IC 14903;
B-CMGB 6; C- CMGB 8; D-CMGB 10;
E-CMGB 16; F - CMGB 17

A-CMGB 1; B-CMGB 3
C -CMGB 16; D -CMGB 17



Analize moleculare cu valoare taxonomica

O Random Amplification of polymorphic DNA (RAPD) L Repetitive Extragenic Palindrome (REP-PCR)

Primeri utilizati Primeri utilizati
RAPDf 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3’ Rep1 5-GTGGTGGTGGTGGTG- 3’
RAPDr 5l'AAGCTCCTG T y . 878 E. tawciun

P. pentosacens
Tulpina 1
Tulpina 2

Lo lactis ssp. lactis

Concluzii
Tulpinile nou izolate de bacterii lactice au fost incadrate
taxonomic pe baza tehincilor conventionale si moleculare in specii
apartinand genurilor:
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus si Pediococcus

7-15b; 8-SB; 9-VL21; 10-GM14; 11-Lb. platarum ATCC 8014; 12-Lb. casei 13240;

11-Lb. platarum ATCC 8014;12-Lb. casei 13240; 13-Lb. acidophilus ATCC 4356; 14-Lb. bifidus ATCC 13213;
13-Lb. acidophilus ATCC 4356; 14-Lb. bifidus ATCC 13213; 15-marker-100kb DNA (Promega).

15-marker-100kb DNA (Promega).




STUDII pe ADN PLASMIDIAL la BL

Tehnici: B

Birnboim-Doly
(plasmide mici 1-60Kpb)

Anderson & McKay
(ADN total, plasmide mari, 100-300Kpb)

—— ADN plasmidial

—— ADN cromozomal

—— ADN plasmidial

3
(8

ADN genomic extras din tulpinile:
1,13 - E. coli V517
2-11-CMGB 1,2,3,6,8,10,15,16,17
12 - CMGB 16 (bac —)

CMGB 1-3: acelasi profil plasmidial — 2 plasmide 4,7 si 8 kpb
CMGB 6,8,10: acelasi profil plasmidial — 3 plasmide > 54 kpb

CMGB 16,17: nu prezinta plasmide




Efectul probiotic - studii in vitro

» Determinarea activitatii antimicrobiene

Testarea a 250 de tulpini de BL fata de 30 de tulpini patogene/potential patogene din genurile:

Bacillus, Salmonella, Escherichia, Listeria, Propionibacterium, Campylobacter, Clostridium
Candida, Fusarium si Aspergqillus

e ———

» lactic
» acetic
» fenillactic
» hidroxifenillactic
Determinarea Spectrul - Purificarea prin
de inhibitie [ Stabilitatea FPLC

»E. faecium CMGB 16

Majoritatea BL- activitate antimicrobiana

»E. faecium CMGB 17

fatd de una sau mai multe tulpini
patogene/ potential patogene

Activitatea bacteriocinei izolata din
tulpina Lb. acidophilus 1BB801



Acizi organici

Actiunea antimicrobiand a bacteriilor lactice fata de Activitatea antifungica a bacteriilor lactice fata de: Actiunea antimicrobiana fata de
C. albicans CMGB 320 si C. parapsilopsis CMGB 323 Aspergillus carbonarius si Fusarium graminearum 96 Campylobacter jejuni 81-176

Cresterea tulpinii de S. enteritidis CM?B 361 in prezenta supernatantului de A Cresterea tulpinii de E. coli in prezenta supernatantului de bacterii lactice B
bacterii lactice
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Supernatant (% din volumul total) Supernatant (%din volumul total)

Majoritatea tulpinilor de bacterii lactice au prezentat activitate antimicrobiana fata

de una sau mai multe tulpini patogene sau potential patogene
Activitatea antimicrobiana a fost corelata cu prezenta de acizi organici

acid lactic, fenillactic, hidroxifenillactic si acetic




Bacteriocine

Determinarea masei moleculare Determinarea spectrului de inhibitie
(SDS-PAGE)

»10 tulpini din genul Enterococcus
>9 tulpini de din genul Lactobacillus

A
& Determinarea stabilitatii
> 65°C, 10 si 30 minute
» 100°C, 15 minute
14,4 kDa > 121°C, 15 minute
> pH 3.0, 6.0 5i 9.0

10,7 kDa

8,15 kDa
6,21 kDa

3,5kDa —y
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Electroforeza in sistem vertical
a bacteriocinelor din:1 — E. faecium CMGB 16;
2 - E. faecium CMGB 17;3- Sigma Marker protein ;0 65; 10 65; 30 100; 15'

standard o . .
Temperatura ("C), timp (min)

| E. faecium CMGB 16 u E. faecium CMGB 17

>Bacteriocinele izolate din E. faecium CMGB 16 si 17 - masa moleculara 3,4KDa
spectru de inhibitie similar

»Stabilitate ridicata la variatii de temperatura si pH




INFLUENTA FACTORILOR DE MEDIU ASUPRA BIOSINTEZEI DE
BACTERIOCINE

- concentratii diferite de Tween 80 - Fermentatii la pH controlat (6.5) si necontrolat
- diferite medii (ST, BHI) - MRS avand ca unica sursa de carbon glucoza,
- adaos de alcool (izopropanol, etanol) respectiv raftiloza

- cultivare in aerobioza
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Activitatea antimicrobiani a tulpinii E. faecium CMGB 16 in diferite Determinarea activitatii bacteriocinei in timpul fermentatiei

conditii de cultivare fata de tulpina indicator E. faecium CMGB 6 0GR A [l eI, e (I 21 lal (i)
- A - raftiloza pH necontrolat, -u- raftiloza pH 6.5

» cultivarea in aerobioza, concentratia de 0.5% Tween 80 si prezenta izopropanolului determina
stimularea biosintezei de bacteriocine

» concentratia de bacteriocina este mai ridicata in cazul utilizarii glucozei ca sursa de carbon
actvitatea bacteriocinei a fost mai ridicata in cazul fermentatiilor care nu au implicat ajustarea pH-ului




Efectul probiotic - studii in vitro

» Aderenta microbiana

@ Asociere totala

o Invazie

Eficienta aderentei si invaziei (%
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Tulpini

DR ZH T ] Lb.parac§.se.l (AN (AT, 2k S Capacitatea de aderenta si invazie a tulpinii Campylobacter jejuni 81-176
S.enteritidis (B),

CMGB18 + C.albicans (C), CMGB 18 + E. coli (D) in prezenta tulpinilor de bacterii lactice
on Hela cells (Coloratie Gram)

> pattern de aderentd agregativ sau difuz la celulele eucariote sau la suportul inert

>BL inhiba aderenta si invazia unor tulpini patogene (Escherichia, Listeria, Staphylococcus,

Salmonella, Campylobacter, Candida)




Influenta supernatantului de bacterii lactice asupra
rezistentei tulpinilor de Candida la diferiti compusi cu actiune antifungica

—— CMGB 22
—i— Keto
—ae— CMGB22+Keto

Ketoconazol (ug)

Rezistenta tulpinii C. parapsilosis CMGB390 la fluconazol Rezistenta tulpinii C. albicans CMGB 320 la ketoconazol in prezenta
in prezenta supernatantului tulpinii supernatantului
of Lb. paracasei ssp. Paracasei CMGB 18 culture supernatant tulpinii Lactococcus lactis CMGB 22

» Supernatantul anumitor tulpini de bacterii lactice determina scaderea rezistentei tulpinilor

apartinand genului Candida la compusi cu actiune antifungica

» Activitatea este tulpina specifica si compus antimicrobian specific




Efectul imunostimulator al bacteriilor lactice

: : : ) - Supernatant aLy+ A NGRS
= determinarea nivelului de secretie a citokinelor LY+ 5. auus

IL-1B, IL-4, IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-10, IFN-y

Cytokine concentration [pg/ml]
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Celule inactivate

@ Control Lymphocytes
mLY + CMGB 18

oLY + CMGB 8

oLY + LPS

BL stimuleaza secretia de citokine pro- si anti- inflamatorii

Lb. paracasei ssp. paracasei CMGB 18 induce cea mai mare concentratie de IFN-y
si cea mai mica concentratie de IL-10

Cytokine concentration [pg/ml]




viabilitate (%)

log CFU/ml
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> toate tulpinile testate prezinta capacitatea de a metaboliza lactoza
> 6 tulpini analizate prezinta capacitate de scadere a concentratiei colesterolului

cu pana la 50%

> rezistenta la variatii de pH si concentratii de saruri biliare este tulpina specifica



Efectul probiotic - studii in vivo

» Competitia cu microorganismele patogene

v' administrarea BL - Tnainte/simultan/dupad infectarea cu S.enteritidis
v" cuantificarea celulelor de MO lactozo-fermentative, BL si S. enteritidis
n fecale si la nivelul segmentelor intestinale

Salmonella

1g(UFC/ml)
Ig(UFC/ml)

24 48 72
Timp (h)
GM8 VL43 VL47

[BNC B Cl mGM8 mVL43 mVL4T|
‘ILAB mLFM m Salmonella ‘

Numarul de celule viabile BL , LFM si S. enteritidis la nivelul colonului

Numarul de celule viabile de S. enteritidis eliminat in fecale
administarare terapeutica

administarare terapeutica

Tulpinile de BL determina:
> eliminarea bacteriilor patogene in fecale
> scdaderea ratei de colonizare a tractului digestiv de catre MO patogene

> eficientd ridicatd in administrarea simultana
Tulpina E. faecium CMGB 8 prezinta activitate antimicrobiana fata de S. enteritidis




Efectul probiotic - studii in vivo

» Capacitatea de imunomodulare

Lot Lb.paracasei ssp. paracasei CMGB 18. Splina. Lot E. faecium CMGB 8. Splina. Hiperreactivitate limfocitara
numeroase mitoze si imunostimulare limfocitara.

Lot Lb.paracasei ssp. paracasei CMGB 18.
Reactie imunomodulatoare a tesutului limfoid

Jonctiune ileo-cecala

m Control
= CMGB 8

ELISA ul

> este activat raspunsul imun umoral/celular
fata de unele vaccinuri virale si fata de bacterii patogene
> scade numarul microorganismelor patogene (Escherichia, Salmonella, Listeria)

din tractul respirator, digestiv, splina si articulatii




CONCLUZII GENERALE

v’ Au fost izolate 310 tulpini BL din surse specifice
v’ Identificare taxonomici — taxonomie polifazica

» incadrarea taxonomica — gen si specie - tehnici de taxonomie conventionala

» confirmarea rezultatelor - tehnici de taxonomie moleculara
v’ Conservarea tulpinilor identificate in colectia de microorganisme a centrului MICROGEN

v’ Analiza mecanismelor implicate in efectul probiotic al tulpinilor BL pe modele in vitro si in vivo:

» prezinta actiune antimicrobiana datorata acizilor organici si bacteriocinelor

» prezinta aderenta crescuta la celulele eucariote

» Intra in competitie cu microorganismele patogene pentru colonizarea tractului digestiv si urogenital
» stimuleaza sistemul imunitar umoral / celular

» influenteaza exprimarea factorilor de virulenta si patogenitate la microorganismele patogene

» au capaciatea de scadere a concentratiei de colesterol

» metabolizeaza lactoza

» prezinta rezistenta la variatii de pH si diferite concentratii de saruri biliare
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Bacterii lactice
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