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Stan czystosci rak przy uzyciu srodkow myjacych
| myjaco-odkazajacych

1. Wprowadzenie

Codzienna higiena rak jest bardzo istotna w zyciu czlowieka, a przestrzeganie jej
elementarnych zasad pozwala znacznie zmniejszy¢ ryzyko zakazen i szerzenia si¢
choréb przenoszonych za posrednictwem rak w ludzkiej populacji. Regularne i po-
prawne stosowanie procedur higienicznego mycia i dezynfekcji rak skutecznie obnizaja
czesto$¢ rozprzestrzeniania si¢ chorob zakaznych, nawet o 31-55% przypadkow [1-3].
Higiena rak jest zatem podstawowg profilaktykg w ochronie zdrowia w zapobieganiu
zakazeniom przenoszonym droga kontaktowa za posrednictwem dloni [4, 5]. Ma to
zwlaszcza szczegdlne znaczenie w srodowisku szpitalnym — w ograniczaniu transmisji
I krazenia pomigdzy pacjentami a personelem medycznym patogendow, na ogoét wysoce
opornych na antybiotyki i chemioterapeutyki. Patogeny te sa przyczyna niepowodzen
terapeutycznych i wysokich kosztow w przeciwdziataniu ogniskom epidemicznym
i zakazeniom szpitalnym [1, 6].

W obrocie handlowym na catym $wiecie dostgpna jest szeroka gama kosmetykow
i preparatow farmaceutycznych do higieny rak. Takie produkty mogg mie¢ rézny sktad
chemiczny i konsystencje — w postaci ptynnej, hydrozelu lub statej. Na ogot sa one
mieszaninami r6znych komponentow, ktore ostatecznie okreslajg charakter przeznaczenia
takich produktow w codziennym uzytkowaniu. Oprocz gldwnego aktywnego sktadnika
moga one zawiera¢ dodatkowe inne komponenty nadajace im charakterystyczne whasci-
wosci sensoryczne, chemiczne i biologiczne [2]. Do ogo6lnodostepnych produktow do
higieny rak naleza naturalne mydta, syntetyczne detergenty z surfaktantami (takimi jak
lauroilosarkozynian sodu, glikozyd laurylowy, s61 sodowa chlorku kwasu laurynowego
i aminokwaséw z owsa, kokamid dietanoamidu, kokoamfodioctan disodu, glikozyd
decylowy, glutaminian kokoilu sodu, chlorek cetrimoniowy), antyseptyczne $rodki myjace
(mydfa lub syntetyczne detergenty) z czynnym zwigzkiem antymikrobiologicznym
(alkoholem, jodoforem lub utleniaczem) albo $rodki odkazajace na bazie alkoholi,
gléwnie etanolu i izopropanolu, ABHSs (ang. Alcohol-Based Hand Sanitizers) oraz
niealkoholowe $rodki odkazajace, AFHSs (ang. Alcohol-Free Hand Sanitizers) z grup
czwartorzedowych soli amoniowych w stezeniu <1% (najczgsciej chlorek benzalko-
niowy, chlorek benzetionowy, cetrymid, chlorek cetylopirydynowy), jodoforow w ste-
zeniu <1% (powidon jodu) czy pochodnych chloranéw w stezeniu 3-6% (triklosan,
chlorheksydyna, chloroksylenol, podchlorynian sodu) [2, 3, 7]. Wedlug CDC (ang.
Centres for Disease Control and Prevention) preparaty ABHSs posiadaja doskonate
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wilasciwo$ci antymikrobiologiczne, ktore w testach in vitro wykazuja wysoka aktywno$é
bakteriobdjcza, w tym wobec wielolekoopornych patogendw, takich jak metycylino-
oporne szczepy Staphylococcus aureus i vankomycynooporne paciorkowce z rodzaju
Enterococcus. W licznych badaniach in vitro potwierdzono szerokie spektrum aktyw-
nosci srodkow ABHSs wzgledem bakterii, grzybow i wigkszos$ci znanych wiruséw
(herpeswirusow, wirusa krowianki, grypy, coronawirusow, adenowirusow, enterowirusow
czy rotawiruséw) [7, 8]. W przypadku hydrozeli — waznym komponentem wypet-
niajagcym w preparatach jest polimer syntetyczny lub naturalny (np. poliakryl, akrylat,
polimer alkiloakrylowy, celuloza, hydroksyetyloceluloza, hydroksypropylometylocelu-
loza, gliceryna), ktory wplywa na okreSlone wlasciwosci mechaniczne, fizyczne
i chemiczne takich produktow. Jedng z wlasciwosci hydrozeli jest chtonno$é polimeréw
dla réznych zwigzkéw chemicznych. Przyjmuje sie, ze chlonno$¢ zwiazkoéw przez
syntetyczne polimery jest duzo wyzsza niz przez naturalne polimery. Adsorpcja np.
etanolu przez syntetyczne polimery moze obejmowac stezenia w zakresie 60-95% [v/v],
gdy tymczasem przez naturalne polimery maksymalnie do 70% [v/v] etanolu [7].

Przez dermatologéw polecane sa srodki myjace i myjaco-odkazajace lub preparaty
dezynfekcyjne, ktore zawieraja substancje ochronne nawilzajace i natluszczajace, takie
jak glikol, gliceryna, wazelina, oleje roslinne. Takie preparaty pozwalaja jednocze$nie
skutecznie oczys$ci¢ skore i minimalizowa¢ ryzyko naruszenia ciaglosci bariery biolo-
giczno-fizjologicznej podstawowej warstwy rogowej naskorka [3, 4]. Niestety wiekszos¢
komponentéw w preparatach do higieny rak, takich jak substancje zapachowe (benzo-
esany), pienigce, zmigkczajace (pentetoniany), surfaktanty (w tym emulgatory) odttusz-
czajace (alkiloarylosulfoniany, laurylosiarczany, trietanoloamina), konserwanty i niektore
srodki odkazajace z klas czwartorzgdowych soli amoniowych i pochodnych chloranéw
posiadaja dziatanie alergenne lub uczulajace, przez co moga one powodowac suchosc,
podraznienie, a nawet powazne stany zapalne skory, dermatidis [3, 4].

Duzy wybor kosmetykow do higieny ciala i rak na polskim rynku wymaga od konsu-
menta nie tylko umiejetnosci czytania etykiet i znajomosci poprawnego ich uzytko-
wania, ale takze wiedzy specjalistycznej w zakresie chemii kosmetycznej. W Polsce
konsument przy wyborze takich kosmetykow kieruje si¢ opinig, ceng, markg czy
jakoscia produktu. Mydta i preparaty myjaco-odkazajace naleza do kategorii produktow
powszechnego uzytku zaspokajajacych podstawowe potrzeby fizjologiczne w zakresie
higieny osobistej, stad tez sg one najczgsciej nabywane i uzytkowane przez konsu-
mentoéw [9]. Dodatkowo — w obliczu pandemii COVID-19 (2020-2021) nastapit wzrost
zainteresowan ludzi preparatami do higieny i dezynfekcji rak w formule hydrozeli oraz
latwymi w uzytkowaniu $rodkami myjacymi [6-8]. Celem niniejszego badania byta
ocena skutecznos$ci eliminacji mikroorganizméw z powierzchni skory ragk po uzyciu
trzech powszechnie dostgpnych w handlu preparatow do higieny rak — przyjmujac, ze
zardwno $rodki myjace (mydta), jak i myjaco-odkazajace na bazie alkoholu posiadaja
aktywno$¢ antymikrobiologiczng i eliminuja wigkszo$¢ drobnoustrojow z powierzchni
skory rak, w tym wchodzacych w sktad mikroflory potencjalnie patogennej. Powyzsze
zagadnienie badawcze realizowano w fromie projektu studenckiego, stosujac klasyczne
techniki mikrobiologiczne w izolacji i hodowli drobnoustrojow. Projekt ten wykonano
jako wilasna prace badawcza podczas zajeé laboratoryjnych z przedmiotu mikrobiologia
na kierunku biologia czlowieka studiéw | stopnia na Wydziale Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego w roku akademickim 2021/2022.
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2. Metodologia

2.1. Material badawczy

W ocenie skutecznosci eradykacji przejsciowej i stalej mikroflory skory rak przete-
stowano trzy dostepne w handlu na polskim rynku $rodki myjace i myjaco-odkazajgce
stosowane w rutynowej higienie rak:

e antybakteryjny zel do rak na bazie 70% etanolu (preparat nr 1) o sktadzie: Alcohol
ethanol (denaturat), Aqua, Glycerin, sok z lisci Aloe barbadensis, pantenol, sorbinian
potasu, benzoesan sodu, acrylates/C10-30 alkyl acrylate crosspolymer, amino-
metylopropanol, parfum, aldehyd heksylocynamonowy, limonen, kwas cytrynowy;

e mydlo antybakteryjne w kostce (preparat nr 2) o sktadzie: palmitynian sodu, tojan
sodu, woda, sol sodowa kwasow tluszczowych oleju palmowego, PEG-12, gliceryna,
kwas stearynowy, parfum, fenoksyetanol, chlorek sodu, triklokarban, pentasodium
pentetate, pentaerithrityl tetra-di-t-butyl hydroxyhydrocinnamate, alkohol benzylowy,
salicylan benzylu, cytronellol, kumaryna, eugenol, linalol, CI 77891, Cl 47005,
Cl 15510;

e mydlo kosmetyczne w plynie (preparat nr 3) o sktadzie: <5% anionowy $rodek
powierzchniowo czynny, <5% niejonowe $rodki powierzchniowo czynne, s6l sodowa
siarczanowego etoksylowanego alkoholu laurylowego C12-14, dwuetanoloamina,
glicerol, kompozycja zapachowa, 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-on (WE 247-
500-7) + 2-metylo-2H-izotiazol-3-on (3:1).

2.2. Procedura higieny rak

Osiemnastu ochotnikéw (studentéw i studentek WNB UWr) przydzielono losowo do
trzych grup po szes¢ osdb. Dwie grupy osob wykonaly tradycyjne higieniczne mycie ragk
mydlem i woda, trzecia grupa zastosowata technik¢ wtarcia antyseptycznego zelu do
suchabez uzycia wody — zgodnie z zaleceniami WHO (ang. World Health Organisation)
[5]. Mycie rak mydtem i ciepta wodg odbywalo sie nie krocej niz 20 s [7].

2.3. Okreslenie caltkowitej liczby mikroorganizméw na powierzchni skéry
rak metoda kontaktowa (odciskowa)

Stan czysto$ci mikrobiologicznej skoéry rak 18 ochotnikow oceniano metodg kon-
taktowa (odciskowg) [10] z uzyciem kontaktowych ptytek agarowych TSA (agar
tryptonowo-sojowy) o skladzie [g/L]: pepton kazeinowy 15 g, pepton sojowy 5 g,
chlorek sodu 5 g, agar-agar 15 g (BioMaxima, Polska). Metoda kontaktowa nalezy do
standardowych technik mikrobiologicznych stosowanych m.in. w ocenie czystosci
mikrobiologicznej powierzchni zardwno biologicznych, jak i abiotycznych w r6znych
obszarach sektora medycznego i1 przemystowego [10, 11]. Material do badan pobierano
bezposrednio, przyktadajac powierzchni¢ kontaktowych plytek agararowych do skory
ochotnikéw w trzech etapach: przed i w dwoch odstepach czasu po myciu lub wtarciu
zelu antybakteryjnego w skore rak: TO, zaraz po myciu rak/ wtarciu zelu w skore rak
i T45, po uptywie 45 minut od zakonczenia procedury mycia rak/ wtarcia zelu anty-
bakteryjnego. Wypuktym meniskiem podtoza agarowego TSA przyktadano na 5 sekund
do osuszonej powierzchni skory po wewngtrznej stronie dioni rak, a nastepnie podioza
inkubowano w warunkach tlenowych, w temp. 30°C +2°C, przez 3 dni. Po okresie
inkubacji zliczano wszystkie wyroste kolonie drobnoustrojéw w 16 polach kwadratu
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0 pow. 16 cm? podtoza, a nastepnie przeliczano na catkowitg liczbe mikroorganizmow —
TCM (ang. Total Concentration of Microorganisms) — CFU na 10 cm? powierzchni
badanej skéry. W analizie makroskopowej kolonii bakteryjnych oceniano ich wyglad,
uwzgledniajac ksztalt, teksture, powierzchnie i barwe.

2.4. Detekcja Staphylococcus aureus

Wyroste na podtozu TSA (z préb przed i po myciu/wtarciu) kolonie bakteryjne
makroskopowo przypominajace kolonie gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus)
izolowano posiewem redukcyjnym na selektywno-réznicujgce podloze agarowe
Mannitol Salt Agar o sktadzie [g/L]: pepton 10 g, wyciag migsny 1 g, chlorek sodu 75 g,
mannitol 10 g, czerwien fenolowa 0,025 g, agar-agar 15 g, pH 7,4 £2 (Biomaxima,
Polska). Posiane ptytki agarowe inkubowano w warunkach tlenowych, w temp. 35°C
+2°C przez 2 dni. Po okresie inkubacji kolonie mannitolododatnie testowano na obecno$c¢
czynnika zlepnego CF (ang. Clumping Factor) charakterystycznego antygenu powierzch-
niowego w szczepach S. aureus przy uzyciu szybkiego lateksowego testu aglutynacyj-
nego Slidex Staph Plus (bioMerieux, France). Szczepy mannitolododatnie z pozytywna
detekcja CF (S. aures) postuzyly jako biowskazniki w ocenie skuteczno$ci Srodkow
higienicznych do rak w eradykacji potencjalnie chorobotworczej mikroflory skory.

2.5. Testy statystyczne

W pordéwnaniu skutecznosci przeciwmikrobiologicznej trzech komercyjnych preparatow
do higieny rgk — mydet i Zelu antybakteryjnego — uzyto testu ANOVA/MANOVA
z analizag post hoc (test HSD Tukeya) z powtorzeniami dla czaséw TO i T45 na poziomie
istotnosci statystycznej (p < 0,05) (Statistica 13, Polska). W analizach statystycznych
probami odniesienia byty wyniki TCM na 10 cm? przed myciem rak lub wtarciem $rodka
w skore rak.

3. Wyniki

W ocenie skutecznosci dziatania przeciwdrobnoustrojowej preparatow higienicznych
stosowanych w codziennej higienie rak przetestowano trzy komercyjne, ogoélnodostepne
na polskim rynku produkty: antybakteryjny zel do rak ze srodkiem odkazajacym — 70%
etanolem (preparat nr 1) oraz dwa mydta (preparaty: nr 2 i nr 3). W okresleniu stanu
czystosci mikrobiologicznej skéry rak w grupie ochotnikow (n = 18) przed i po uzyciu
srodkéw myjacych i myjaco-odkazajacych zastosowano metode kontaktowg (odciskowa)
z pobraniem materiatu bezposrednio na uniwersalne nieselektywne podtoza hodowlane
tryptonowo-sojowe (TSA) umozliwiajace wzrost i rozw6j bakterii i mikroskopijnych
grzybow (drozdzopodobnych i strzepkowych). W badaniu ilo§ciowym okreslano calkowita
liczbg mikroorganizméw TCM wzrastajacych w warunkach tlenowych i mezofilnych na
10 cm? powierzchni skory rak (CFU na 10 cm?) w trzech etapach: przed higienicznym
myciem rak lub wtarciem w skore zelu z antyseptykiem oraz zaraz po myciu rak lub
wtarciu srodka odkazajacego i1 po uptywie 45 minut od zakonczenia czynnosci mycia/
wtarcia Srodka w skore rak. W odniesieniu do wyjsciowego stanu mikrobiologicznego
skory przed wykonaniem procedury higienicznego mycia rak lub wtarcia $rodka
odkazajacego w rece — wszystkie testowane preparaty (mydta i zel) spowodowaty
znaczne obnizenie liczebnosci mikroorganizmow na powierzchni skoéry ochotnikdéw

(wyk. 1).
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Wykres 1. Catkowita liczba mikroorganizmdw na powierzchni skory ragk w grupie 18 ochotnikéw [TCM
CFU/10 cm?] w tescie skutecznosci eradykacji mikroorganizméw trzech preparatow higienicznych:
antybakteryjnego zelu — preparat nr 1 (n = 6), mydta antybakteryjnego w kostce — preparat nr 2 (n = 6)

i mydta kosmetycznego w plynie — preparat nr 3 (n = 6) (ANOVA/MANOVA, wariancja z powtorzeniami,
F(4,37) = 257,41, p <0,0001), gwiazdkami oznaczono poziomy istotnosci statystycznej [opracowanie wlasne]

Preparat nr 1 (antybakteryjny zel) spowodowal ponad 83% eradykacje bakterii
i ewentualnie mikroskopijnych grzybow na skorze rgk ochotnikow z utrzymanag
stosunkowo wysoka aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa na pozomie 60,4% jeszcze
po uptywie 45 minut od zakonczonej czynnosci wtarcia Srodka w skore rak (test HSD
Tukey’a przed wtarciem vs TO po wtarciu i przed wtarciem vs T45 po wtarciu, p <0,0001).
Testowane mydta (preparaty: nr 2 i nr 3) roéwniez wykazywaly wyrazng skutecznos$¢
eradykacyjng w testach mikrobiologicznych zaraz po higienicznym myciu rak,
odpowiednio na poziomie 64,6% i 74,3% (test HSD Tukey’a przed myciem vs TO po
myciu, p <0,0001). Po uptywie 45 minut od zakonczenia czynno$ci mycia rgk mydiem
1 woda — wartosci TCM na powierzchni skory ochotnikéw byly zblizone wyjsciowym
wartosciom TCM przed myciem rak, niezaleznie od rodzaju i jakosci uzytego mydta
(test HSD Tukey’a przed myciem vs T45 po myciu, p = 0,86 dla preparatunr 2 i p = 0,48
dla preparatu nr 3). W detekcji potencjalnie patogennych szczepow Staphylococcus
aureus — wykazano ich obecno$¢ w 11 posiewach ze skory rak (20%), gtéwnie na etapie
przed myciem rak — 5 z 11 posiewow (tab. 1).

11
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Tabela 1. Detekcja mannitolo-dodatnich Staphylococcus aureus w testach czystoéci rak w grupie ochotnikow
(n = 18) z uzyciem $rodkow myjacych i myjaco-odkazajacych (- 0znacza S. aureus nieobecny, za$ + to
S. aureus obecny)

Preaparat Nr testu Przed Czas T po myciu/wtarciu
higieniczny myciem/wtarciem [min]
T0 T45
11 - - -
Antybakteryjny zel 1.2 - - -
(preparat nr 1) 1.3 + + +
14 + + +
15 - - -
1.6 + + +
2.1
Mydto 2.2 - - -
antybakteryjne 2.3 - - -
w kostce (preparat 24 - - N
nr2) 2.5 + - -
2.6 - - -
31 - - -
3.2 + - -
Mydto kosmetyczne 3.3 - - _
w plynie (preparat 3.4 - - -
nr 3) 35 - - -
3.6 - - -

Zrédlo: opracowanie wiasne.

W 3 na 6 posiewow ze skory rak (50%) wykryto szczepy S. aureus na etapie TO i T45
po wtarciu antybakteryjnego zelu w skore rak ochotnikéw. Najlepsza skutecznosé
w eradykacji szczepow S. aureus ze skory ochotnikow odnotowano w higienicznym
myciu ragk z uzyciem cieptej wody i mydet (preparatow: nr 2 i nr 3).

4. Dyskusja

Higiena ragk powinna by¢ traktowana jako elementarna czg§¢ podstawowej
profilaktyki zdrowotnej czlowieka w zapobieganiu zakazeniom przenoszonym przez
rece. W codziennej higienie rak wazne jest przede wszystkim prawidtowe przestrzeganie
podstawowych zasad mycia rak z uzyciem srodkéw myjacych (HW, ang. handwashing),
a w szczegolnych przypadkach rowniez dezynfekcja rak bezpiecznymi srodkami anty-
septycznymi (HS, ang. Hand Sanitizer), gtéwnie na bazie krétkotancuchowych alkoholi
(etanolu, izopropanolu, n-propanolu). Takie zalecenia w prewencji zakazen bakteryj-
nych i wirusowych rekomenduja Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i eksperci
instytutdw zdrowia publicznego réznych panstw na calym $wiecie [4, 5, 12]. Obecnie na
polskim rynku handlowym jest tatwy dostgp do ogromnej ré6znorodnosci artykutow
| preparatow higienicznych utatwiajacych dziatania profilaktyczne w spoteczenstwie.

Wigkszos¢ z tych $rodkdéw oprocz podstawowego aktywnego skladnika przeciw-
drobnoustrojowego zawiera dodatkowo inne komponenty o znaczeniu bardziej marke-
tingowym niz zdrowotnym, takie jak substancje zapachowe, pienigce, zmigkczajace
i konserwujace. Substancje te maja zapewnic¢ gtdwnie uzyskanie pozytywnych doznan
sensorycznych u uzytkownikéw oraz zysk komercyjny poprzez wydtuzenie trwatosci
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i czasu uzytkowania tych produktow higienicznych. Testowane w naszych badaniach
trzy handlowo dostgpne w Polsce preparaty w swoich sktadach zawieraly zwigzki
biologicznie czynne, takie jak anionowe i niejonowe zwiazki powierzchniowo czynne
(detergenty) lub srodki antyseptyczne na bazie alkoholu (70% etanolu) oraz dodatkowe
komponenty poprawiajace ich wyglad i uzytkowanie. W ocenie skutecznosci eradyka-
cyjnej wszystkie badane preparaty higieniczne spowodowaly znamienne obnizenie
liczebnosci populacji statej i przejsciowej mikroflory skory u ochotnikéw, co wskazuje
na ich efektywne dziatanie w rutynowe;j higienie rak. Sama juz 20-sekundowa czynno$¢
mycia rgk w wodzie z uzyciem $rodkéw myjacych okazata si¢ zabiegiem mechanicznym
wystarczajagcym do usuwania i eliminacji z powierzchni rgk duzej liczby drobnoustrojow
na poziomie 65-74%, w tym mikroflory patogennej S. aureus. Mikroflora przej$ciowa
skory, w sktad ktorej wehodza m.in. S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudo-
monas aeruginosa czy szczepy z rodzajow Acinetobacter i Enterobacter, kolonizuje
powierzchniowe warstwy skory i tym samym latwiej ulega mechanicznemu usuwaniu
podczas mycia rgk anizeli zasiedlajace glebsze warstwy skory bakterie takie jak
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Enterococcus faecalis czy — okazjonalnie —
pateczki z rodzajow Propionibacterium, Corynebacterium i Acinetobacter [6, 8]. Na
ogot stala mikroflora skory jest trudna w eradykacii, a ich cze$ciowa eliminacje ze skory
mozna uzyska¢ dopiero po zastosowaniu chirurgicznego mycia rak i dezynfekcji [6]. To
thumaczy rowniez krotkotrwaty efekt higienicznego mycia ragk z uzyciem testowanych
preparatow (mydet i detergentow) z powodu ich powierzchniowej aktywnosci. Dziatanie
wiekszosci srodkéw myjacych i czyszczacych (mydel i detergentéw) polega na ich
bezposredniej interakcji z fosfolipidami blon biologicznych mikroorganizmow, co
prowadzi do dezintegracji i zaburzenia czynno$ciowego bton i oston strukturalnych,
degradacji biatek i kwasow nukleinowych, a nawet do lizy komorek [8]. Stad efekt
czystosci mikrobiologicznej skory rak po ich umyciu z uzyciem testowanych mydet byt
stosunkowo krotkotrwatly. Po uplywie 45 minut od zakonczenia procedury higienicznego
mycia rak stan liczebnoséci mikroflory skory byt zblizony do stanu wyjsciowego przed
myciem rak. Co ciekawe, efekty eliminacji nosnika mikrobiologicznego z powierzchni
skory rak u ochotnikéw dla obu mydet byly poréwnywalne, mimo ze preparat nr 3
handlowo traktowany jest jako mydlo kosmetyczne, a preparat nr 2 jako mydto anty-
bakteryjne. W handlu okreslenie mydto antybakteryjne jest zabiegiem czysto marketin-
gowym, wskazuje jedynie na obecno$¢ w nim konserwantow, zwigzkéw hamujacych
rozw0j mikroorganizméw (bakterii i grzybow), ktore wystepuja rowniez w mydlach
kosmetycznych. Wise (2015) zwraca uwage na porownywalng skutecznos$¢ eliminacji
bakterii z powierzchni skéry dla mydet zarowno antybakteryjnych, jak i zwyktych
kosmetycznych, w ktorych obecne sg zwigzki konserwujace o wiasciwosciach przeciw-
drobnoustrojowych [13].

Preparat nr 1 (antybakteryjny zel) w powiazaniu z technikg wtarcia do sucha w skore
rak posiadal najlepsze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe w porownaniu z technikag
tradycyjnego mycia rgk mydtem i woda. Poziom eradykacji mikroflory skory byt wysoki
(83%) 1 utrzymywat si¢ stosunkowo dtugo. Nawet po uptywie 45 minut od zakonczenia
procedury wtarcia preparatu w skore rak u ochotnikow stan czystosci rak utrzymywat
si¢ na poziomie ok. 60% eradykacji mikroflory skory. Skutecznos$¢ eliminacji poprzez
zniszczenie wigkszosci drobnoustrojow dla preparatu nr 1 byla lepsza od $rodkéw
myjacych, cho¢ nie zapewnit on catkowitego zniesienia z powierzchni skory mikroflory
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potencjalnie chorobotworczej. Ttumaczy¢ to mozna bezposrednim dziataniem alkoholu,
aktywnego sktadnika preparatu na mikroorganizmy w kontakcie z antyseptykiem, ktory
w stezeniach 70-85% [v/v] powoduje denaturacje bialek strukturalnych i enzymatycznych
oraz uszkodzenie bton biologicznych u bakterii, grzybow oraz wirus6w ostonkowych
i nielicznych bezostonkowych [7, 8]. Z kolei mikroorganizmy, ktore nie majg bezpo-
sredniego kontaktu z antyseptykiem pozostaja nienaruszone i dalej zachowuja swoja
aktywno$¢ zyciowa [6]. Efekty dziatania alkoholi wzgledem drobnoustrojow zalezg od
rodzaju i st¢zenia alkoholi w preparatach uzytkowych oraz obj¢tosci weieranego w skore
rak srodka odkazajacego (w objetosci minimum 3 ml) [6-8]. Powszechnie uwaza sig, ze
preparaty ABHR (ang. alcohol-based hand rubs) sg bardzo skuteczne i niszcza w 99,9%
wigkszo$¢ znanych drobnoustrojow (bakterii i wirusow). Niestety takie preparaty nie sg
efektywne wzgledem bakterii sporotwérczych (np. Clostridium difficile), pasozytow
z rodzaju Cryptosporidium czy norowiruséw, bedacych przyczyng biegunek [2]. Zgodnie
z zaleceniami WHO i1 CDC codzienna higiena rgk powinna obejmowaé rutynowo
minimum 20-30-sekundowe mycie rgk myditem (z dodatkiem biosurfaktanow) i letnig
woda, a w sytuacjach bez dostgpu do wody — alternatywne korzystanie z doraznych
srodkéw dezynfekcyjnych na bazie alkoholu w stezeniu nie mniejszym niz 60% [v/v],
preparatow typu hydrozele z szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej,
ABHRs [2, 3,7, 8, 14].

W testowanych preparatach do higieny rgk pozostate komponenty stanowity dodatki
pielggnacyjne, w tym: witaminy pentanol, substancje natluszczajace 1 nawilzajace
(gliceryna, glicerol, ekstrakt pochodzenia ro$linnego, tj. z lisci aloesu, oleje roslinne)
oraz substancje uzupetiajace — wplywajace na wyglad, zapach, konsystencje i trwato$¢
tych produktow — takie jak emulgatory (dietanoloamid, glikol PEG-12, kwas stearynowy),
regulatory pH (2-amino-2-metylopropanol), stabilizatory (pentaerythrityl tetra-di-t-butyl
hydroxyhydrocinnamate), barwniki, substancje zapachowe (aldehyd heksylocynamonowy,
citronellol, eugenol, kumaryna, limonen, linalol, salicylan benzylu) i konserwanty (alkohol
benzylowy, benzoesan sodu, izotiazole, kwas cytrynowy, sorbinian potasu, triklokarban,
triklosan). Obecno$¢ konserwantow w srodkach myjacych lub myjaco-odkazajacych jest
powszechna, ich zadaniem jest zachowanie trwalosci i utrzymanie odpowiedniego
poziomu czystosci mikrobiologicznej takich $rodkow, a zwiaszcza ochrona przed
kontaminacja bakteriami — pochodzacymi ze $rodowiska lub mikroflory cztowieka —
z takich grup jak Firmicutes, Actinobacteria i Proteobacteria. Istnieja dowody, ze dtugo
uzytkowane i niewymieniane mydia (w kostce lub plynie) moga by¢ nosnikiem do
1 tysigca bakterii w 1 gramie/mililitrze preparatu, co z kolei niekorzystnie wptywa na ich
jakos¢ 1 bezpieczenstwo uzytkowania. Mogg one by¢ przez to przyczyna niepozadanych
reakcji alergicznych po kontakcie zanieczyszczonych mikrobiologicznie preparatow ze
skora cztowieka [4].

Obecnie narastajacy problem stanowi wzrost przypadkéw kontaktowego zapalenia
skory — CD (ang. Contact Dermatitis) z powodu czestszego stosowania od czasu wybuchu
pandemii COVID-19 produktow i srodkoéw do higieny rak. Problem ten na ogot dotyka
pracownikéw shuzby zdrowia i opieki zdrowotnej, rzadko kiedy inne grupy zawodowe
[14]. W 80% przypadkow CD nastepuje jedynie podraznienie skory przez substancije
uczulajace obecne w mydtach, zelach lub preparatach antyseptycznych (takie jak izopro-
panol, n-propanol, chlorheksydyna, triklosan i inne czwartorzedowe sole amoniowe czy
niektore naturalne oleje roslinne). Czeste stosowanie np. preparatow ABHSs na bazie
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izopropanolu lub n-propanolu moze u niektorych osob prowadzi¢ do patofizjologicznych
zmian w warstwie rogowej naskorka (denaturacji biatek, modyfikacji lipidow, ostabienia
keratynocytow) i stanow zapalnych wskutek wydzielania cytokin prozapalnych w miejscu
kontaktu. W takiej sytuacji zaleca si¢ stosowanie produktéw i preparatow higienicznych
do rak zawierajacych substancje nawilzajace i pozbawionych substancji podrazniajacych,
np. zastgpienie izopropanolu nieuczulajgcym srodkiem antyseptycznym etanolem [14].
W pozostatych 20% rozwija si¢ jednak kontaktowe zapalenie skory o podiozu alergicznym
(ACD, ang. Allergic Contact Dermatitis) wskutek rozwoju syndromu nadwrazliwosci
typu IV zwigzanego z aktywnos$ciag cytotoksyczng limfocytow typu T i wydzielaniem
czynnikow zapalnych po reekspozycji z substancjg uczulajaca — alergenem [14]. Wtasci-
wosci alergenne przypisuje si¢ konserwantom, syntetycznym detergentom, surfaktantom
i substancjom zapachowym, ktore mozna spotka¢ przewaznie w tanich $rodkach i pro-
duktach do higieny rak [3, 14].

Zaleceniem $wiatowych ekspertow zdrowia publicznego jest unikanie w higienie rak
tanich, syntetycznych mydet i detergentéw czy preparatow ABHSs i AFHSs z uczula-
jacymi aktywnymi zwigzkami antymikrobiologicznymi. W poprawie komfortu pracy
pracownikom stuzby zdrowia, ktérzy maja kontakt z pacjentami rekomenduje sie
stosowanie zasady 10% mycia rak i 90% dezynfekcji na bazie bezwonnych, naturalnych
srodkow myjacych i odkazajacych w codziennej higienie rak [3, 4].

5. Whnioski

Testowane trzy komercyjne dostgpne na rynku polskim kosmetyki do higieny rak —
mydta i antybakteryjny zel z substancjg czynng (70% etanolem) posiadaty aktywno$¢
antymikrobiologiczng 1 skutecznie wyeliminowaty wigkszo$¢ drobnoustrojow z po-
wierzchni skory rak po myciu lub wtarciu §rodka antyseptycznego z eradykacja mikroflory
na poziomie 65-83%. Wyniki badan sa obiecujace, ale wymagaja dalszych badan na
wigkszej probie ochotnikow, z uwzglednieniem wiekszej liczby rdznych preparatow do
higieny rak — typu srodki myjace (HW, ang. Hand-Washing): naturalne i syntetyczne
(syndety), a takze srodki wcierane (HR, ang. Hand-Rubbing). Niemniej wstepnie uzyskane
wyniki sg doskonatymi danymi zrodtowymi, ktére mozna wykorzysta¢ w powszechnej
edukacji i promocji zdrowia w zakresie higieny rak w spoleczenstwie.

6. Podsumowanie

Poziom skutecznosci eliminacji drobnoustrojow ze skory rak zalezy od sktadu
I whasciwosci komponentéw w preparatach higienicznych do rak (w kolejnosci: mydto
antybakteryjne w kostce (preparat nr 2) < mydlo kosmetyczne w ptynie (preparat nr 3)
< antybakteryjny zel do rgk (preparat nr 1). W handlu kosmetyki z okresleniami mydto
antybakteryjne czy mydto kosmetyczne majg jedynie charakter czysto marketingowy.
Wigkszos¢ bowiem komercyjnych mydet oraz detergentow do higieny rak i ciata
zawiera substancje konserwujace i surfaktanty o wiasciwosciach przeciwmikrobiolo-
gicznych z aktywnoscig bakterio-, grzybo- i wirusobdjcza. Ich obecnos¢ w takich
srodkach myjacych i myjaco-odkazajacych zapewnia wigksza skuteczno$¢ niszczenia
i eliminacji duzej liczby drobnoustrojéw mikroflory przejéciowej skory oraz trwatosé
preparatu. W codziennej higienie rgk — w prewencji transmisji i szerzenia si¢ chorob tzw.
,orudnych rak” i . kontaktowych” powinno si¢ stosowac¢ poprawne procedury higienicz-
nego mycia ragk mydtem i ciepla woda nie krocej niz 40 sekund oraz dezynfekcje rak
niealergizujacymi $rodkami antyseptycznymi (HS: ABHSs lub AFHSs).
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Stan czystosci rak przy uzyciu Srodkéw myjacych i myjaco-odkazajacych
Streszczenie

W profilaktyce prewencji transmisji i szerzenia si¢ wielu chordb zakaznych wazna jest wtasciwa higiena rak.
W codziennym zyciu i w praktyce lekarskiej powinno si¢ stosowa¢ prawidlowe procedury mycia i dezynfekeji
rak. Skuteczno$¢ eliminacji duzej liczby drobnoustrojéw z powierzchni skory, w tym mikroflory potencjalnie
patogennej, zalezy od techniki eradykacji no$nika mikrobiologicznego ze skory i aktywnosci przeciwmikro-
biologicznej $rodkéw 1 preparatow higienicznych do rak. Na polskim rynku dostepna jest szeroka gama
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srodkéw myjacych i myjaco-odkazajacych oraz preparatow antyseptycznych do dezynfekcji ragk. W bada-
niach przetestowano skuteczno$¢ eradykacyjng mikroflory skory rak trzech komercyjnych preparatow do
higieny rak (mydel i antybakteryjnego zelu z 70% etanolem) metoda kontaktowa przy uzyciu podtozy
hodowlanych TSA i Mannitol Salt Agar. Testy mikrobiologiczne wykonano przed i po higienicznym myciu
rak mydtami lub wtarciu antybakteryjnego zelu w grupie 18 ochotnikéw. Wszystkie testowane preparaty
(mydta i zel antybakteryjny) posiadaty aktywno$¢ antymikrobiologicznag i skutecznie wyeliminowaty wigkszo$¢
drobnoustrojow mikroflory skory ragk, na poziomie eradykacji 65-83%. Dodatkowo antybakteryjny zel
z technikg wtarcia preparatu w skor¢ dloni bez uzycia wody wykazywat wydhuzong aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng na poziomie 60% eradykacji mikroflory skory jeszcze po uptywie 45 minut od zakonczenia
czynnosci wtarcia srodka w pordwnaniu z testowanymi mydtami. Wyniki badan sg obiecujace, ale wymagaja
dalszych badan na wigkszej probie ochotnikéw, z uwzglednieniem wickszej liczby réznych preparatéw do
higieny rak typu $rodki myjace — naturalne i syntetyczne (Syndety) — oraz $rodki wcierane. Niemniej uzyskane
wyniki sg doskonatymi danymi zrédtowymi, ktére mozna wykorzystaé w powszechnej edukacji i promocji
zdrowia w zakresie higieny rak w spoleczenstwie.

Stowa kluczowe: higiena rak, mydfa, Zele antybakteryjne

Hand cleanliness with washing and disinfecting agents

Abstract

Good hand hygiene is important in preventing the transmission and the spread of many infectious diseases.
Everyone, and especially those involved in medical practice, should follow the correct procedures for
washing and sanitizing hands. Effectively eliminating microorganisms from the skin surface—including
pathogenic microflora—depends on proper hand-washing technique and on the antimicrobial activity of the
cleanser used during washing. On the Polish market there is a wide range of antiseptic agents for cleaning
hands. In the current study, three commercial hand-hygiene products (soaps and antibacterial hand gel with
70% ethanol) were tested for their effectiveness in eradicating skin microflora using the imprint-culture
method with TSA and Mannitol Salt Agar. The microbiological tests were performed before and after
hygienically washing hands with the soaps or rubbing hands with the antibacterial gel by a group of 18
volunteers. All of the tested products — both soaps and the antibacterial hand gel — showed antimicrobial
activity and eliminated most of the microorganisms from skin microflora at levels of 65% to 83% eradication.
Additionally, in comparison to the tested soaps, the hand gel, applied using a hand-rubbing technique without
water, showed extended antibacterial activity at a level of 60% eradication of the skin microflora 45 minutes
after application. These results are promising, but further research with a larger volunteer sample and with
additional hand-hygiene products, both natural and synthetic (syndets), is required. Nevertheless, the results
obtained provide an excellent source of data to use in general education and hygienic health promotion.
Keywords: hand hygiene, soaps, antibacterial gels
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Wplyw mikrobiomu jelitowego na funkcjonowanie
ukladu nerwowego zwierzat i ludzi —
przeglad najnowszych badan

1. Wprowadzenie

Jelita cechuja si¢ najwieksza roznorodnoscia zaréwno pod wzgledem mikroorga-
nizmow, jak 1 materialu genetycznego sposrod wszystkich narzadow ludzkiego organizmu.
Mikroflore jelita tworza gldwnie bakterie oraz grzyby, pierwotniaki, wirusy i archeony.
Obecnie szacuje sig, iz stosunek mikrobioty jelitowej do wszystkich komorek ludzkiego
organizmu wynosi 1,3 : 1 [1, 2]. W odniesieniu do jelit terminem ,,mikrobiota” okresla
sie wszystkie bytujace w danym narzadzie drobnoustroje, natomiast ,,mikrobiom” odnosi
si¢ zarowno do wszystkich organizmow, ich materiatu genetycznego, jak i otaczajacych
ich warunkéw $rodowiskowych [3]. Réwnowaga pomiedzy mikroorganizmami patogen-
nymi oraz symbiotycznymi w jelitach jest niezbedna do utrzymania homeostazy ustroju.

Mikroflora zasiedlajaca dany organ produkuje metabolity i kwasy nukleinowe, ktore
s3 nastepnie transportowane do krazenia systemowego. Poprzez mechanizmy epige-
netyczne sg one w stanie indukowac aktywacje nieaktywnych genow, czego koncowym
skutkiem jest ewolucja. Jednakze mogg réwniez prowadzi¢ do rozwoju stanu choro-
bowego [4, 5].

Dodatkowo mikrobiota jelitowa dwukierunkowo komunikuje si¢ z osrodkowym
uktadem nerwowym (OUN) poprzez produkcje i imitowanie neuroaktywnych molekut
[6]. Bakterie pierwotnie posiadajace szlaki biochemiczne odpowiedzialne za synteze
neurotransmiterow poprzez horyzontalny transfer genow przekazuja je komorkom
eukariotycznym, ktore buduja ludzkie ciato. Teoria ta opiera si¢ na zalozeniu, ze
zarowno mikroorganizmy, jak i komodrki gospodarza produkuja neurotransmitery
doktadnie tymi samymi szlakami biochemicznymi [7]. Potgczenie pomigdzy mikrobiotg
jelitowa a OUN ustala si¢ jeszcze w okresie wewnatrzmacicznym i jego wplyw
utrzymuje si¢ przez reszt¢ zycia danego osobnika, a oddziatuje na nie wiele czynnikow,
W tym szczepienia, antybiotykoterapia, zmiany w diecie czy intensywne uzywanie
produktow czyszczacych oraz srodkow dezynfekujacych [8, 9]. R6znorodno$¢ mikroflory
jelitowej moze zmieni¢ si¢ pod wplywem np. rodzaju porodu, infekcji bakteryjnych czy
wirusowych, stresu, sposobu karmienia we wczesnym okresie niemowlgcym oraz lekow.

Rozwdj mikrobioty jelitowej zachodzi réwnolegle do wzrostu oraz dojrzewania
neuronow w mozgowiu [10, 11]. Geny, ktore sg odpowiedzialne za powstawanie synaps
pomigdzy neuronami znajdujagcymi si¢ w modzgowiu oraz neuronami w uktadzie
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pokarmowym wykazujg wiele podobienstw. Wigze si¢ to z wysokim potencjatem
powstania nieprawidtowo$ci zarowno moézgowia, jak i jelit w przypadku jakichkolwiek
ich mutacji [12].

Wplyw mikrobioty jelitowej na OUN powoduje, iz odpowiedzialna jest rowniez
posrednio lub bezposrednio za procesy psychiczne i zachowanie. Bazujac na najnowszych
doniesieniach mozna stwierdzi¢, iz ma ona prawdopodobnie zwigzek z rozwojem zaburzen
lekowych i depresyjnych, dysfunkcji ze spektrum autyzmu, jak i choréb neurodegene-
racyjnych, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona [13-15].

Sktad i liczebno$¢ mikroflory jelitowej maja zatem istotne znaczenie dla zachowania
ogolnego stanu zdrowia i dobrego samopoczucia [16]. Przyktadem bakterii majacych
znaczny wplyw na zachowanie homeostazy moze by¢ rodzaj Lactobacillus, niezbedny
do przeprowadzania prawidlowego procesu fermentacji jelitowej. Pomimo iz stanowi on
mniej niz 1% autochtonicznego sktadu mikrobioty dystalnej czesci jelita cztowieka,
czgsto zauwazy¢ mozna, iz zmiany procentowe ilosci jego szczepow skorelowane sg
z wieloma chorobami. Pozytywny efekt podawania probiotykow zawierajacych szczepy
Lactobacillus obserwuje si¢ miedzy innymi w przypadku cukrzycy typu 1 oraz 2, zespotu
jelita drazliwego, stwardnienia rozsianego, wirusa HIV, otylosci czy reumatoidalnego
zapalenia stawow [17].

Biorac pod uwagg, iz szereg chorob, nie tylko zwigzanych z uktadem pokarmowym,
wigze si¢ z r6znicami w kompozycji mikrobioty jelitowej, wielu badaczy probuje odpo-
wiedzie¢ na pytanie, czy doprowadzenie mikroflory do pierwotnego stanu sprzed choroby
mogloby wigza¢ si¢ z catkowitym lub czesciowym wyleczeniem pacjenta. Postuluje sig,
iz mikroorganizmy moga sta¢ si¢ w przysztosci odrebng grupa lekoéw, zwang ,,psycho-
mikrobiotykami”, ktéra mogtaby znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny,
w tym psychiatrii [18].

Ponizsza praca ma na celu zestawienie najnowszych badan zwigzanych z mikrobiota
jelitowa i jej wptywem na uktad nerwowy, w tym na wybrane zaburzenia psychiczne
u ludzi 1 zwierzat.

2. Sklad mikrobioty jelitowej ludzi i myszy — zasadno$¢ badan na mysich
modelach

2.1. Kompozycja ludzkiej mikrobioty jelitowej

Wigkszo$¢ organizmow mikrobioty uktadu pokarmowego cztowieka stanowig bakterie,
z ktorych wigkszos¢ klasyfikowana jest do typu Firmicutes (m.in. rodzaje: Clostridium
(najwigcej), Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus i Ruminococcus oraz Bacteroidetes
(w tym rodzaje Bacteroides i Prevotella). Inne typy bakterii wystepujace w przewodzie
pokarmowym to Actinobacteria (glownie reprezentowane przez rodzaj Bifidobacte-
rium), Protecbacteria, Verrucomicrobia oraz Fusobacteria. Sktad ludzkiej mikrobioty
zmienia si¢ wraz z wiekiem, przebytymi chorobami, odbytymi terapiami, zwlaszcza
antybiotykowymi. Zalezy takze od rodzaju porodu, pokarmu noworodka, enterotypu,
diety, czestosci ¢wiczen, BMI, srodowiska etnicznego [19].

2.2. Sklad mysiej mikrobioty jelitowej

Mysig mikrobiotg jelitowa, podobnie jak ludzka, tworza przede wszystkim bakterie.
Oprocz nich znajdujg si¢ w niej takze wirusy, grzyby, archeony i protisty. Sktad mikro-
bioty r6zni si¢ w zaleznosci od odcinka uktadu pokarmowego, a takze gatunku myszy
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[20]. Istnieje jednak niewiele badan doktadnie okreslajacych roznice miedzygatunkowe
w mikrobiocie [21]. Gtéwnymi typami bakterii w jelitach myszy sa Firmicutes i Bacte-
roidetes. W jelicie cienkim dominuje rodzaj Lactobacillus oraz bakterie z rzedu Bactero-
idales (glownie rodzina S24-7, znana jako Muribaculaceae [22]). W jelicie grubym wzrasta
ilos¢ bakterii z Bacteroidales i innych Bacteroidetes, natomiast ilo$¢ Lactobacillus
maleje. Ich miejsce zajmuja przede wszystkim Lachnospiraceae oraz Clostridiales. Oprocz
tego w mikrobiocie jelitowej myszy znajduja si¢ rodzaje: Mucispirillum, Alistipes,
Oscillospira, Ruminococcaceae, Rikenellaceae oraz Akkermansia [20, 23].

2.3. Poréwnanie ludzkiej i mysiej mikrobioty jelitowej — zasadno$¢ mysich
modeli w badaniach

Myszy i ludzie majg podobna budowe anatomiczna, histologiczng oraz funkcjonowanie
uktadu pokarmowego, jednak réznig si¢ rozmiarem, srodowiskiem zycia, sposobem
odzywiania i metabolizmem. W zwiazku z tym wystepuja migdzy nimi znaczne rdéznice
w sktadzie mikrobioty jelitowej — zarowno w rodzajach bakterii, jak i w liczebnosci
kazdego z nich. Wigkszos$¢ drobnoustrojow zardwno w jelitach myszy, jak i ludzi nalezy
do typow Firmicutes oraz Bacteroidetes. U myszy sg dodatkowo obecne bakterie z typu
Deferribacteres (gt. rodzaj Mucispirillum). Najwicksze roznice wystepuja w ilosciach
bakterii z rodzin Lactobacillus, Turicibacter, Alistipes, Mucispirillum (wigcej u myszy),
a takze Faecalibacterium, Roseburia i Bifidobacterium (wigcej u ludzi). Mikrobiota
myszy i ludzi zawiera ok. 80 tych samych rodzajow bakterii, z czego 25 gtdwnych rodza-
jOw bakterii w jelitach myszy stanowi takze trzon ludzkiego mikrobiomu. Prawie 80%
funkcji mikrobioty jest wspdlnych dla obu grup. Jednak poréwnujac liczebnos$¢ poszcze-
gblnych genéw mikrobiomu mysiego z ludzkim, tylko 4% pokrywa si¢ ilosciowo [21].

Mysie modele pozwalaja na badania z dokladno$cia niemozliwg dla badan na
czlowieku — moga mie¢ Scisle okreslone genotypy oraz kontrolowane warunki diety
i sSrodowiska podczas wzrostu, rozwoju i badan, a to wszystko w nieporownywalnie
krotszym czasie i przy niskich kosztach. Ze wzglgdu na podobienstwa w budowie
organizmu, uktadu pokarmowego oraz mikrobioty do ludzi — myszy sa cenionymi
przyktadami, ktore mogg dostarcza¢ bardzo istotnych danych do przysztych badan na
ludziach. Nie mozna jednak zapomina¢ o wymienionych wczesniej istotnych réznicach,
atakze o indywidualnch modyfikacjach w dziataniu osi mézg-jelito-mikrobiota u poszcze-
golnych osobnikéw, z powodu ktorych wyniki badan na mysich modelach, nawet tych
zhumanizowang mikrobiota, nie moga by¢ przektadane bezposrednio na cztowieka [24].

3. Os mozg-jelita-mikrobiota — jak wyglada komunikacja pomiedzy
jelitami a OUN?

0$ mozg-jelita-mikrobiota (m-j-m) to potaczenie, ktore zapewnia komunikacje dwoch
pozornie odrgbnych jednostek — mikroorganizméw zasiedlajacych jelita z OUN gospo-
darza. Jest to komunikacja dwukierunkowa: zarowno dysbioza, czyli zaburzenie w ilosci,
sktadzie i funkcjonowaniu mikroflory jelitowej wptywa na OUN, jak i ostabiona kondycja
psychiczna (spowodowana migdzy innymi obnizonym nastrojem, chronicznie odczuwa-
nym lekiem czy dlugotrwalym stresem) ma potencjat do zainicjowania zmiany sktadu
mikroflory i finalnie moze wptyna¢ na dziatanie uktadu trawiennego [25]. W jednym
Z pierwszych badan tego rodzaju myszy eksponowano na réznorodne czynniki streso-
genne. W zaleznosci od czynnika, na jaki byly narazone zwierzgta laboratoryjne, zmieniat
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si¢ sktad mikrobioty jelitowej. W przypadku glodzenia myszy posiadaly w jelitach
wigcej bakterii Escherichia coli, a mniej Lactobacillus, natomiast myszy umieszczone
w klatce z agresywnym osobnikiem tego samego gatunku posiadaly wigcej bakterii
Roseburia i Clostridium, a mniej Parabacteroides i Bacteroides — w przeciwienstwie do
myszy z grup kontrolnych [26, 27]. Dowiedziono réwniez, iz mikroflora jelitowa wptywa
zar6wno na nablonek jelitowy i unerwienie jelit, jak i na OUN poprzez produkcje
neuromodulatorow i neuroprzekaznikow takich jak kwas gamma-aminomastowy (GABA)
czy serotonina [28].

Krotkotancuchowe kwasy tluszczowe (SCFA) to koncowe produkty bakteryjnej
fermentacji weglowodanow i blonnika, ktore w niebagatelny sposob wptywaja na
regulacje osi m-j-m. Wykazujg one bowiem wiasciwosci przeciwzapalne oraz reguluja
produkcje hormonow jelitowych i serotoniny [29, 30]. Dodatkowo wplywaja na
aktywno$¢ gleju, przyczyniajgc si¢ do prawidtowej pracy mozgu [31].

Nerw btedny, bedacy kluczowym elementem osi m-j-m, zbudowany jest zardGwno
z widkien aferentnych, jak i eferentnych. Wtokna aferentne przekazuja informacje
Z narzadow trzewnych (W tym jelit) do mozgu, natomiast eferentne odpowiadajg za
informacje zwrotne. W samym uktadzie pokarmowym znajduje si¢ ponad 100 milionéw
neuronow, ktore tworza tak zwany enteryczny uktad nerwowy (ENS, ang. enteric
nervous system) okreslany rowniez mianem ,,drugiego mozgu” lub uktadem zotadkowo-
-jelitowym [32, 33]. Odpowiedzialny jest on za kontrolowanie funkcji trawiennych
i komunikacj¢ z OUN poprzez nerw blgdny, nerw miedniczny, rdzen kregowy oraz
Sciezki wspotczulne [15, 34]. Postuluje si¢, iz konkretne gatunki bakterii odgrywaja
wazng role w rozwoju i dziataniu ENS, dzieki czemu wplywaja na komunikacje z OUN
[15]. W badaniu na myszach pozbawionych mikroorganizmow (tzw. ,,sterylnych my-
szach”) spostrzezono mniejszg ilo$¢ neuronéw w ENS oraz deficyt w sygnalizacji zmy-
stowej. Co wigcej odbudowa mikroflory jelitowej u badanych zwierzat doprowadzita do
przywrocenia fizjologicznej pracy jelit [35, 36]. Dodatkowo Gareau i wsp. w wyniku
badan nad sterylnymi myszami dowiedli, iz rozwo6j tych gryzoni przebiega w sposob
odmienny od myszy z grupy kontrolnej. Wykazywaly one bowiem wyzszy poziom
stresu i Igku poprzez nadmierng aktywacje osi podwzgorze-przysadka-nadnercza.
Dodatkowo zwierzeta te mialy problem z uczeniem si¢ i zapamigtywaniem. Wyniki
badan biochemicznych udowodnity, iz obnizony poziom biatka c-Fos oraz neurotroficz-
nego czynnika pochodzenia mozgowego sg niezbedne do uzyskania wyzej wymienionych
umiejetnosci [37].

Dowiedziono takze, ze dieta i czynniki metaboliczne maja wpltyw na wrazliwo$¢
wilokien aferentnych nerwu btednego. Hormony wydzielane przez uklad trawienny
wywoluja za ich pomocg uczucie sytosci, a niezdrowa dieta zmniejsza ich wrazliwos$¢,
co przektada si¢ na zwigkszone spozycie pokarmu przez zwierzeta laboratoryjne [38].
W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Turnbaugh i wsp. zaaplikowano sterylnym
myszom mikrobiotg jelitowg od myszy otylych. Przyczynilo si¢ to do zmiany ich
zachowania i nie tylko zaczely wiecej jesé, ale rowniez wybieraly jedzenie o wigkszej
kalorycznosci [39].

Przecigcie nerwu btednego w badaniu na gryzoniach spowodowalo, iz pojawily si¢
w grupie badanych zwierzat zachowania lgkowe i zmniejszona neurogeneza w zakrecie
zebatym hipokampa [15]. W warstwie komorek nablonka jelitowego znajduja si¢ komorki
enteroendokrynowe, ktore pod wptywem bodzca takiego jak metabolity procesow bakte-
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ryjnych czy substancje pochodzace z pozywienia generujg potencjal czynnosciowy.
Badanie z 2018 roku wykazato, iz komorki te posiadajg wypustki tworzace potgczenie
Z nerwem btednym i zostaly one nazwane komoérkami neuropodowymi [40]. Dodatkowo
wykazano, iz neuroprzekaznikiem w danym systemie jest glutaminian. Zadaniem komorek
neuropodowych jest migdzy innymi modulowanie dziatania przewodu pokarmowego za
pomoca nerwu btednego i przekazywanie do mozgu informacji zwigzanych ze spozytym
pokarmem. Udowodniono zatem, Ze istnieje bezposrednia komunikacja miedzy jelitami
amoézgiem.

Posrednio mikrobiota jelitowa i OUN potgczone sa na przyktad poprzez uktad endo-
krynny, autonomiczny uktad nerwowy oraz immunologiczny [28]. Nerw btedny zmienia
swoja aktywno$¢ w odpowiedzi na produkty fermentacji weglowodanoéw takie jak
krotkotancuchowe kwasy thuszczowe, wydzielane hormony jelitowe oraz bezposrednie
dziatanie mikroflory jelitowej na uktad odpornosciowy [41-43].

Okreslone grupy mikrobioty sa znaczaco zalezne od sktadnikéw odzywcezych, jakie
zapewniamy im spozywajac okreslone produkty. Dieta bogata w weglowodany wydaje
si¢ najlepsza dla wzrostu bakterii Prevotella, btonnik pokarmowy natomiast powoduje
zwiekszony przyrost Bifidobacterium, a konkretne ttuszcze promuja wzrost Bacteroides
[44]. Dodatkowo mikroorganizmy stale rywalizujg ze sobg zaréwno o sktadniki odzywcze,
jak 1 siedlisko. To oznacza, ze bardziej zroznicowana grupa mikroorganizméw zasie-
dlajaca jelita jest bardziej sklonna zuzytkowac energie na konkurencj¢ pomigedzy soba,
a ta mniej zroznicowana do przyrostu okre$lonej grupy mikroflory jelitowej. Po
osiagnigcie quorum sensing, czyli ilosci pozwalajacej na masowa koordynacje zachowan
danej grupy mikroorganizméw, zyskujg one mozliwos¢ do ekspresji gendw wirulencji —
mig¢dzy innymi odpowiedzialnej za syntezg toksyn i biatek indukujacych receptory bolu.
Dzigki temu, gdy brakuje niezbednych dla ich przezycia substratow, sg w stanie
manipulowa¢ zachowania gospodarza. Manipulacja odbywa si¢ rowniez poprzez wy-
wieranie wptywu na osrodek nagrody i syto$ci, a nawet poprzez blokadg nerwu btednego
w celu redukcji uczucia pozadania okreslonych produktow spozywczych [45].

4. Zaburzenia mikrobioty a wystepowanie choréb psychicznych

Zaobserwowano brak jednoznacznych zalezno$ci obejmujacych liczebnos¢ i r6zno-
rodno$¢ mikrobioty jelitowej pomiedzy pacjentami z chorobami psychicznymi a pacjen-
tami zdrowymi. Znaczace roznice wystgpowaly jednak wsrod konkretnych rodzajow
bakterii 1 ich poszczegolnych zawartosci w sktadzie mikrobioty. U 0s6b z réznymi
chorobami psychicznymi (depresja, schizofrenia, choroba afektywna dwubiegunowa)
wyksztalcila si¢ mikrobiota, ktora cechuje si¢ wigkszym podobienstwem do mikrobioty
0s6b rowniez cierpigcych na zaburzenia psychiczne niz do osob zdrowych, do siebie
nawzajem niz do zdrowej kontroli. Mikrobiote te Charakteryzowat wzrost ilosci bakterii
produkujacych kwas mlekowy (cho¢ zwykle pozyteczny, jego kumulacja moze pro-
wadzi¢ do neurotoksycznosci), wzrost ilosci bakterii zwigzanych z metabolizmem GABA
oraz nizsza liczba bakterii produkujacych SCFA [46].

4.1. Depresja

Przyktadem wieloczynnikowego efektu zaburzen dziatania jelit moze by¢ depresja,
ktérej patogeneza zwigzana jest czesto z wystgpowaniem dysbiozy jelitowej. Obecnie
zaburzenie to jest uznawane za $cisle powigzane z dysfunkcja uktadow serotoninergicznych
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oraz stanami zapalnymi calego ciata. Niezwykle istotne sg tutaj badania udowadniajace,
ze podczas stanu zapalnego podwyzszone czynniki cytokin prozapalnych, wykrywane
w jelitach oraz ogélnoustrojowym krazeniu krwi, potaczone sg ze zmianami na poziomie
neuroprzekaznikow takich jak, bedaca pochodna tryptofanu, serotonina [47-52]. Wiele
z tych substancji posiada zdolno$¢ przekraczania bariery krew-modzg. Moze odbywac sie
to droga humoralna, nerwowsa, komorkowa Iub z wykorzystaniem innych nos$nikoéw
informacji [53, 54].

Dla zrozumienia etiologii tego ztoZzonego zaburzenia niezbgdne jest takze rozwazenie
znaczenia egzogennego aminokwasu — tryptofanu. Poza rolg budulcowg biatek, ma on
réwniez ogromne znaczenie dla zachowania homeostazy immunologicznej oraz prawi-
dlowego przebiegu reakcji zapalnej. Z wystgpowaniem depres;ji $cisle wigze go umie-
jetnos¢ przekraczania bariery krew-mozg oraz uczestnictwo w syntezie serotoniny. Szlak
syntezy danego neuroprzekaznika odpowiada jednak jedynie za 3% calego jego meta-
bolizmu. Okoto 90% trawionego tryptofanu jest bowiem metabolizowanych w szlakach
kinureniny. Reszta, degradowana przez mikrobiotg jelit, stuzy do wytwarzania indolu
i jego pochodnych. Stany zapalne charakteryzuja si¢ zwigkszonym wytwarzaniem kinu-
reniny na koszt serotoniny. Fakt ten moze powodowac liczne zmiany behawioralne
zauwazalne u ludzi i zwierzat, w tym na przyklad przedtuzajacy si¢ smutek i obnizony
poziom energii. Dodatkowo sugeruje si¢, iz stany zapalne zwigkszajace ilo§¢ kinureniny
w jelitach prowadzg takze do wystgpowania podwyzszonego poziomu jej metabolitow —
kwasu kynureninowego i kwasu chinolinowego. Warto tutaj zaznaczy¢, ze kwas
chinolinowy jest obecnie uwazany za substancje neurotoksyczna, petni on takze funkcje
agonisty receptorow N-metylo-D-asparaginianowych (NMDA) [55-60]. Podczas zapalenia
cytokiny prozapalne stymulujg tez mikroglej, co powoduje uwalnianie glutaminianu —
kolejnego z agonistow receptorow NMDA, bedacego jednoczesnie gtownym neuroprze-
kaznikiem pobudzajacym osrodkowy uktad nerwowy. Powoduje to efekt dodatkowego
zwielokrotnienia dziatania podanych wyzej receptorow [61]. Interesujacy jest rowniez
fakt, iz duza czes¢ neuronow jelitowych posiada receptory glutaminianowe typu NMDA,
co prawdopodobnie wiaze si¢ ze zmieniong w czasie choroby nocycepcja [62, 63].

Badania ptynu mézgowo-rdzeniowego 0sob, ktdre podjety proby samobdjcze wyka-
zaly okoto 300% wzrost st¢zenia kwasu chinolinowego w poréwnaniu z kontrolng grupa,
a takze zmienione jego proporcje w stosunku do kwasu kynureninowego, bedacego jego
naturalnym antagonistg [64]. Hamuje on bowiem hipermobilno$¢ jelitowg — powigzana
z nadmierng aktywacja receptorow NMDA — oraz pobudliwo$¢ neuronéw jelitowych.

Receptor N-metylo-D-asparaginianu (NMDAR) jest jonotropowym receptorem
glutaminianu, ktory posiada unikalny kanat jonowy. Przeplyw jonow jest w nim bloko-
wany przez Mg?*. Powoduje to, iz do jego aktywacji niezbedna jest depolaryzacja
membrany i usunigcie jondw magnezu, a nastgpnie wigzanie koagonistow glicyny
i glutaminianu, mozliwe dzigki zaleznemu od napiecia doptywowi jonow Na* i Ca?* oraz
odptywie jonow K* [65]. NMDAR ma kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy
komorkowe;j. Zaklocenie ich funkcjonowania powoduje réznorodne neurologiczne i neuro-
psychiatryczne patologie, nierzadko odlegle w czasie. Ma to zwiazek z istotna rola
podanych receptoréw dla zachowania neuroplastycznos$ci mozgu. Stad tez zmniejszenie
zdolnosci do uczenia si¢ oraz zachowania pamigci, wystepujace w chorobie Alzheimera,
stwardnieniu zanikowym bocznym, chorobie Huntingtona, chorobie Parkinsona, schizo-
frenii czy tez zaburzeniach depresyjnych, sa zwiazane z nieprawidtowosciami receptoréw
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NMDA [66, 67]. Przyktadem takiej patologii moze by¢ nadaktywacja pozasynaptyczna
NMDAR spowodowana nadmiarem glutaminianu, skutkujaca $miercig komorki [68].
Obecnie najczesciej uzywane leki przeciwdepresyjne tworzy sie w celu hamowania
transporter6w monoamin, bazujac na zalozeniu deficytu synaptycznego stezenia mono-
amin — lezacego u podstaw depresji. Istnieje jednak kilka ograniczen tej generacji lekow.
Mozna do nich zaliczy¢ op6zniony efekt terapeutyczny, populacyjng opornosé — w ilosci
okoto 1/3 — na tego typu leki oraz mniejsza skuteczno$¢é w poréwnaniu z blokerami
NMDAR [69-71]. Obecnie substancje te s juz zatwierdzone — z licznymi obostrzeniami
w stosowaniu wydanymi przez Europejska Agencje Lekow. Badanie kliniczne wyka-
zalo, iz stosowany od dawna antagonista podanych receptorow — ketamina — wywotywat
juz w ciggu 2 godzin utrzymujacy si¢ do 7 dni efekt przeciwdepresyjny [72-74].
Wybrane do eksperymentu dawkowanie bylo poréwnywalne do tych stosowanych
w celu wywolania objawoéw psychotycznych u oséb zdrowych [75]. Jest to prawdo-
podobnie zwigzane ze wzmacnianiem funkcji modulacyjnej podczas stanu psychicznego —
u 0sob z depresja powoduje ona zwigkszenie stanu emocjonalnego i polepszenie nastroju.

Funkcja serotoniny w uktadzie pokarmowym okreslana jest przede wszystkim jako
regulacyjna dla motoryki jelit oraz jako wplywajaca na proliferacje oraz sekrecje ko-
morek nablonka. Jelitowa serotonina powoduje tez aktywacje zewngtrznych neuronow
czuciowych poprzez oddziatywanie na postsynaptyczne receptory 5-HT3, przenoszac
W ten sposob sygnaty dotyczace motoryki jelit do moézgu [76]. Biorage pod uwage opisane
wyzej odkrycia, badacze obecnie wskazuja na silny zwigzek migdzy zapaleniem jelit,
ich dysbioza, zaburzeniami szlaku i sygnalizacji serotoniny oraz wynikajacymi z tego
powodu zaburzeniami neurologicznymi.

4.2. Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (chA) to wystepujaca najczesciej wsrod populacji 0osdb powyzej
60. roku zycia forma demencji. W mozgu osob chorych m.in. odktadajg si¢ blaszki
amyloidowe, sktadajace si¢ z beta-amyloidu (AB), dochodzi do hiperfosforylacji biatka
tau uposledzajacej przewodzenie aksonow, tworza si¢ sploty neurofibrylarne i wystgpuje
przewlekty stan zapalny [77].

Wiele badan wskazuje takze na udziat dysbiozy jelitowej w patogenezie choroby
Alzheimera (chA). Zmiany w sktadzie mikrobioty (spowodowane m.in. starzeniem,
odpowiedzig immunologiczng na patogeny, wplywem hormonéw i metabolitoéw tkan-
kowych, a takze nieodpowiednia diets, stylem zycia, chorobami i leczeniem), prowa-
dzace do zwigkszonej sekrecji lipopolisacharydu (LPS) i AP przez bakterie jelitowe,
polegaja m.in. na zmniejszeniu réznorodnosci mikrobioty i zwigkszeniu liczebnosci
E. coli, Shigella spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., a takze Candida tropicalis
(zwiazany z produkcja TNF-a) [77, 78]. LPS oraz AP naruszaja przepuszczalnos¢ jelit
i bariery krew-moézg. Nastepnie prowadzg do powstania stanu zapalnego (uwalnianie
prozapalnych cytokin: IL-6, IL-17A, IL-1B, IL-22, kalprotektyny) i uszkodzenia tkanki
nerwowej, mogacego skutkowac¢ $miercig z powodu chA [77, 79]. Niektore czgsci
mozgu sg bardziej podatne na metabolity mikrobioty. Sa to m.in. hipokamp i ciato
migdatowate — czyli obszary najcze$ciej uszkodzone w chA [79]. Stan zapalny nasilony
jest takze poprzez zmniejszenie produkcji SCFA. Ich brak, podobnie jak nadmiar AB
i LPS, prowadzi do wzmozonego wytwarzania interleukin IL-1f oraz IL-6, a takze TNF-a
(ogbélnoustrojowy stan zapalny) oraz rozregulowania mikrogleju, ktorego nadmierie
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aktywowane komorki pobudzaja dodatkowo astrocyty. Razem z NO i ROS wytwarzaja
cytokiny prozapalne w jeszcze wigkszej ilosci, a to powoduje Smier¢ neuronéw. Obni-
zona produkcja SCFA w chA wigze si¢ ze zmniejszong liczebno$cig bakterii jelitowych,
ktore je wytwarzaja, tj. B. fragilis, E. rectale, E. hallii, F. prausnitzii, Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. [77, 79-81].

Znacznym zrodlem bakteryjnego AP oraz LPS sag bakterie Gram-ujemne, takie jak
E. coli czy Shigella spp. [77, 79]. Badanie przeprowadzone w 2016 roku wykazato
zwigkszong ilo$¢ lipopolisacharydéw E. coli we wszystkich mézgach badanych myszy.
U zwierzat kontrolnych LPS oraz K99 wykryte zostaty w znacznie nizszych ilo$ciach
[82]. Bakteryjny amyloid moze przedostawac si¢ do mozgu z krwig przez uszkodzona
barierg jelitowa oraz krew-mozg, ale takze, ze wzgledu na swoje wlasciwosci podobne
do prionéw, bezposrednio przez tkanke nerwowa — nerwem blednym. Powoduje on
agregacje mozgowego AP, a takze sam odklada si¢ w blaszkach amyloidowych
U pacjentow z chA. Endotoksyny takie jak LPS, po przedostaniu przez uszkodzone bariery,
pobudzaja mikroglej (a on astrocyty) do aktywacji reakcji zapalnej. Przez uszkodzone
bariery moga przedostawac si¢ takze egzotoksyny — dostarczone do organizmu z pozy-
wieniem [77, 79].

Zwigkszona przepuszczalnos¢ bariery jelitowej i bariery krew-mdzg sprawia, ze nie
tylko czasteczki, ale takze cate mikroorganizmy moga si¢ stosunkowo tatwo przedo-
stawaé przez uklad krazenia do tkanki mézgowej i ja kolonizowaé, co prowadzi do
procesow zapalnych i neurodegeneracji [80]. Mysie modele wskazuja, Ze infekcje mozgu
znaczaco przyspieszaja tworzenie si¢ blaszek amyloidowych w tkance nerwowe;j. Po-
twierdzajg to wyniki sekcji mozgow pacjentdw chorych na chA, w ktorych wykrywano
liczne patogeny, w tym wirusa HSV typu 1, bakterie Borrelia burgdorferi, pasozyty,
protisty oraz grzyby. Przyczyna szybszego odktadania si¢ Af w tych przypadkach moze
by¢ fakt, ze AP jest peptydem bioragcym udziat w niespecyficznej odpowiedzi immuno-
logicznej — tkanka, bronigc si¢ przed patogenami, wytwarza zwigzek szkodliwy
W p6zniejszym czasie dla niej samej [77].

Odkryto takze zwiagzane z mikrobiota mechanizmy neuroprotekcyjne. Przyktadowo:
poprzez metabolizm tryptofanu pochodzacego z diety bakterie jelitowe produkujg kwas
indolo-3-propionowy i aldehyd indolo-3-propionowy, ktore powoduja supresj¢ mecha-
nizméw prozapalnych w astrocytach i innych komorkach glejowych, skutkujac obnize-
niem poziomu 4-HNE oraz wydzielaniem przeciwzapalnego IFN-1. Tym samym sg
uwazane za antyoksydanty i substancje hamujace formowanie si¢ blaszek amyloidowych.
Najwieksza ich produkcja jest przypisywana Clostridium sporogenes [79, 83].

Naukowcy probuja takze okresli¢ rolg serotoniny w m-j-m w chA [84].

4.3. Choroba Parkinsona

Zmiany w kompozycji mikrobioty jelitowej odnotowuje sie rowniez w przypadku
choroby Parkinsona. Choroba Parkinsona (chP) to postepujace zaburzenie neurologiczne
charakteryzujace si¢ m.in. utratg neuronéw dopaminergicznych istoty czarnej w mozgu,
co wigze si¢ z zaburzeniami motorycznymi — drzeniem spoczynkowym, spowolnieniem
ruchowym, utratg odruchow, a takze z demencja oraz innymi ruchowymi i niezwig-
zanymi z ruchem objawami [85].

Bakterie jelitowe wptywajg m.in. na modulacje¢ ekspresji genow, produkcje dopaminy
1 ekspresje receptorow dopaminergicznych, a takze plastyczno$¢ synaps w istocie czarnej.
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Dysbioza jelit moze skutkowa¢ aktywacja mikrogleju i astrocytow, a wiec stanem zapal-
nym i stresem oksydacyjnym réznych rejonow mozgu [86].

W badaniach sktadu mikrobioty jelitowej u pacjentow hospitalizowanych stwier-
dzono znaczace roznice migdzy grupg pacjentdw z chP (n =46) a grupa kontrolng (n = 31).
Najistotniejszy byt wzrost liczebnosci Clostridium (klaster 1V), Akkermansia, Bifido-
bacterium i bakterii kwasu mlekowego oraz obnizenie liczebnosci Firmicutes w porow-
naniu z grupa kontrolna. Co ciekawe, Akkermansia wystepowala czesciej u pacjentow
leczonych niz nieleczonych (moze to mie¢ zwigzek z SCFA) [87].

W stolcu pacjentéw z chP udokumentowano obnizony poziom krotkotancuchowych
kwasow tluszczowych (wlasciwos$ci przeciwzapalne, jw.) oraz podwyzszony poziom
kalprotektyny (biatko ostrej fazy, uwalniane przez neutrofile i inne komorki biorace
udziat w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, marker stanu zapalnego jelit [88])
w stosunku do grupy kontrolnej. Zmiany te moga by¢ bardziej wyrazne odpowiednio
W grupie mezczyzn i kobiet. W chP wystepuja rdéznice w sktadzie mikrobioty jelitowe;j
i jelitowej odpowiedzi immunologicznej. Takze aktywno$¢ poszczegdlnych bakterii
i charakter ich interakcji z uktadem odpornosciowym gospodarza moga ulec zmianie
w chP. Przyktadowo u pacjentow z chP zaobserwowano obnizong liczebno$¢ Butyrici-
coccus i Roseburia — znanych z produkowania krotkotancuchowych kwasow thuszezo-
wych — oraz podwyzszong liczebno$¢ Akkermansia, ktorych wzrost jest hamowany
przez SCFA. Badania sugeruja takze role IL-1p oraz IL-8 w rozwoju chP. Poziomy
poszczegdlnych wskaznikow stanu zapalnego nie sg jednak jednoznacznie ze sobg
powigzane. Wskazuje to na duza zlozono$¢ procesow immunologicznych zarowno
mikrobioty, jak i organizmu gospodarza [89, 90].

Na mysim modelu choroby Parkinsona (myszom C57BL/6, ktorym podawano ciagte
niskie dawki 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny, indukowano podwyzszone
poziomy TNFa i IL13 w substancji czarnej oraz zaburzenia mikrobioty jelitowej
podobne do tych u pacjentdw z chP. Wzrost liczebno$ci Actinobacteria i Proteobacteria
skorelowano z niestabilno$cig postawy i trudno$ciami w chodzeniu, Tenericutes z nasi-
leniem stanu zapalnego. Wykazano réwniez skuteczno$¢ przeszczepu mikrobioty jelitowej
(FMT, ang. fecal microbiota transplantation). Przeszczep poprawit sktad mikrobioty
jelitowej badanych myszy — wzrosta zawarto$¢ Blautia, a zmalata Anaerostipes, Bifido-
bacterium, ASF356 i Ruminococcus. Po FMT doszto do zmniejszenia stanu zapalnego
(obnizenia aktywnosci mikrogleju i astrocytow oraz poziomu GSK3p, IL1p, induko-
wanej syntazy tlenku azotu (iNOS) i ufosforylowanego biatka PTEN (element szlaku
inicjacji apoptozy, wzrostu ilosci hydroksylazy tyrozyny (TH, enzym bioracy udziat
W syntezie lewodopy) w istocie czarnej oraz ztagodzenia dysfunkcji motorycznych
myszy [91].

Istnieje takze teoria sugerujaca prionowe pochodzenie chP. Modele zwierzgce udo-
wodnity, ze bakteryjne toksyny wzmagaja produkcj¢ a-synukleiny, biatka prionopo-
dobnego, ktére przedostaje sie¢ nerwem biednym do centralnego uktadu nerwowego
i prowadzi do a-synukleinopatii, polegajacej m.in. na wytwarzaniu ciat Lewy’ego —
agregatow biatek w neuronach prowadzacych do ich dysfunkcji [86].

4.4. Schizofrenia

W patogenezie schizofrenii dopatruje si¢ zwigzku pomigdzy aktywnoscia receptorow
dla GABA i dla NMDA a mikrobiota. Schizofrenia to choroba zaliczana do psychoz
0 nigjednorodnym obrazie klinicznym i wcigz nierozpoznanej etiologii. U pacjentow
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chorujacych na schizofreni¢ zauwaza si¢ jednak podwyzszony poziom prozapalnych
cytokin, rozregulowanie uktadu odpornosciowego i dolegliwosci ze strony przewodu
pokarmowego, co pozwala sadzi¢, ze wplyw na mikrobiot¢ moglby mieé¢ znaczenie
W przebiegu choroby [92]. U chorych na schizofreni¢ zaobserwowano zar6wno wzrost
ilodci bakterii biorgcych udziat w metabolizmie i ekspresji receptorow dla GABA
(Eggerthella, Lactobacillus, Shigella), jak i spadek liczebnosci innych bakterii
(tj. Bacteroides, Streptococcus). Wzgledem zdrowych 0sob — zmiany wystepowaly takze
w ilosci Prevotella, Escherichia, Veillonella, Megasphaera. Haemophillus oraz Roseburia
[47]. Doktadny zwiazek miedzy schizofrenig a mikrobiotg jelitowg oraz mozliwosé
zastosowania tej wiedzy w praktyce nie zostaty dotychczas odkryte [92].

4.5. Choroba afektywna dwubiegunowa

Choroba afektywna dwubiegunowa to przewlekta choroba psychiczna charaktery-
zujaca si¢ wystepowaniem epizodow maniakalnych i depresyjnych [93]. Jej patofizjo-
logia jest zwigzana m.in. ze stanami zapalnymi, syntezg MAO, stresem oksydacyjnym —
sa to czynniki, na ktore wpltyw mikrobioty jelitowej zostat udowodniony [94]. U pacjentow
z chorobg afektywng dwubiegunowa wystepuje wzrost Oscillibacter, Megasphaera,
Flavonifractor, a takze Eggerthella, Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus — bioracych udziat w metabolizmie GABA, czynnika hamujacego aktyw-
nos$¢ uktadu nerwowego. Zaobserwowano takze spadek Roseburia, Faecalibacterium
i Ruminococcus, czyli bakterii produkujacych SCFA [47, 94]. Dalsze badania bedg si¢
koncentrowa¢ na znalezieniu bezposrednich zaleznosci miedzy sktadem mikrobioty
jelitowej a poszczegdlnymi komponentami patogenezy choroby afektywnej dwubie-
gunowej oraz mozliwym leczeniu opartym m.in. o diete i podaz probiotykow [93].

5. Niszczenie bariery krew-mozg przez bakterie

Wyspecjalizowane mikrosrodowisko centralnego ukladu nerwowego oraz jego
komunikacja z reszta organizmu jest mozliwa dzigki istnieniu bariery krew-mézg (BBB,
ang. blood-brain barrier). Jej dysfunkcja powigzana z nieszczelno$cia prowadzi do
wielu choréb neurologicznych, takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu, demencja,
choroba Alzheimera, depresja, schizofrenia, stwardnienie rozsiane, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych czy tez choroby ogdlnoustrojowe, takie jak niewydolno$é
watroby [95, 96]. Niektore bakterie mogg bariere t¢ zaburza¢, miedzy innymi poprzez
wydzielanie cytokin, chemokin oraz czasteczek adhezyjnych. Obrazuje to mechanizm
dziatania Bacillus anthracis, ktora atakuje komorki srodbtonka poprzez rozktad biatka
TJ ZO-1, tym samym przyczyniajac si¢ bezposrednio do krwotokéw w OUN [97].
Ostatnie lata pokazaly jednak mozliwo$¢ inwazji poprzez inne szlaki.

Listeria monocytogenes jest fakultatywng bakteria wewnatrzkomorkowa, ktora
powoduje choroby inwazyjne u ludzi i zwierzat, takie jak infekcje OUN. Badanie
epidemiologiczne bakteryjnego zapalenia OUN wykazalo, ze L. monocytogenes jest
okoto dziesigciokrotnie skuteczniejsza w naciekaniu OUN niz inne neuroinwazyjne
bakterie Gram-dodatnie [98]. Umozliwia jej to transport przez BBB w obrebie zarazonych
pasozytami leukocytow, bezposrednia inwazja komorek $rédbtonka przez zewnatrz-
komoérkowe krwiopochodne rozprzestrzenianie si¢ lub migracja wsteczna (dosrodkowa)
do mozgu w obrebie aksonow nerwow czaszkowych [99]. Internaliny (In1A 1 In1B) sa
glownymi patogennymi biatkami L. monocytogenes, ktore oddzialujg odpowiednio z jej
receptorami komérkowymi E-kadheryng i przejsciem mezenchymalno-nabtonkowym
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(MET) w celu przekraczania barier jelitowych i tozyskowych. Bakteria ta moze przenikaé
przez BBB, poniewaz receptory te s3 wyrazane na powierzchni komorek nabtonka splotu
naczynidéwkowego, a MET jest rowniez wyrazany na poziomie srodbtonka mézgu. Moze
prowadzi¢ do krzyzowania krwi z plynem mézgowo-rdzeniowym i BBB [100].

Haemophilus influenzae jest Gram-ujemna, fakultatywng beztlenowa i patogenna
bakterig nalezacg do rodziny Pasteurellaceae. Na catym $wiecie stanowi jeden z naj-
czestszych rodzajow tej bakterii, ktora powoduje zapalenie opon mézgowych u niemow-
lat i dorostych. W latach 80. potowa przypadkéow zapalenia opon mozgowo-rdzenio-
wych prowadzacych do $mierci niemowlat byla spowodowana tym drobnoustrojem.
Sytuacja ulegta jednak znacznej zmianie po wprowadzeniu odpowiednich szczepien. Od
tego czasu przypadki zachorowan znacznie si¢ zmniejszyty (78%) [101].

Glownymi miejscami przedostawania si¢ H. influenzae do OUN sg LR (Laminin
receptor) i PAFR (Platelet-activating factor receptor). Nastepnie patogen moze powo-
dowa¢ zapalenie opon médzgowo-rdzeniowych [102].

Jelito grube jest u organizmoéw statocieplnych glownym miejscem wystepowania
Escherichia coli. Wigkszo$¢ jej szczepow jest nieszkodliwych, wytwarzaja witaming K2
oraz zapobiegajg kolonizacji jelita bakteriami chorobotwdrczymi, poniewaz szczepy te
sg uwazane za cz¢$¢ normalnej mikrobioty [103]. Jednak niektore serotypy E. coli sg
sporadycznie odpowiedzialne za powazne zatrucia pokarmowe oraz zapalenie opon
moézgowych. W badaniach stwierdzono, ze cytotoksyczny czynnik martwiczy 1 (CNF-1)
aktywuje rodzing genéw homologdéw Ras, cztonka A (RhoA), co prowadzi do inwazji
E. coli K1 na BMEC in vitro i zwigkszonej penetracji BBB in vivo. LR jest znany jako
gtéwny receptor internalizacji E. coli K1 do BMEC. Dodatkowo — innym sposobem
penetracji do OUN jest wigzanie OmpA przez E. coli z biatkiem wigzacym C4 (C4 pz),
klasycznym regulatorem szlaku dopetniacza w celu zablokowania reakcji kaskady
dopetiacza, dzigki czemu unika si¢ bakteriolizy i rozpoznawania przez komorki uktadu
odpornosciowego [104].

6. Podsumowanie

Dynamiczna populacja mikrobioty jelitowej petni niezwykle wazng funkcje w zacho-
waniu homeostazy organizmu. Jej oddzialtywanie na uklad nerwowy jest obecnie
przedmiotem wielu badan. Do tej pory udato si¢ udowodni¢ wptyw dysbiozy jelitowej
na wystepowanie wielu przewlektych zaburzen neurodegeneracyjnych. Fundamentalna
czescig patogenezy tych dysfunkcji jest chroniczny stan zapalny jelit. Kolejne szczeg6-
lowe badania osi mozg-jelita wskazujg na efektywnos¢ zastosowania metod ich leczenia
takich jak zmiany diety, stosowanie probiotykow czy tez przeszczep mikrobioty kalowe;.
Przytoczone badania moga przyczyni¢ si¢ do rozwinigcia nowatorskich schematoéw
leczenia chordb do tej pory uwazanych za nieuleczalne.
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Wplyw mikrobiomu jelitowego na funkcjonowanie ukladu nerwowego zwierzat
i ludzi — przeglad najnowszych badan

Streszczenie

0$ mézgowo-jelitowa to szlak sygnalizacyjny zlozony z sieci neurondéw, faczacy uktad pokarmowy z cen-
tralnym uktadem nerwowym. Jeden z kluczowych elementow osi stanowi mikrobiota jelitowa, ktora wplywa
na regulacj¢ bolu, lgku, zaburzen funkcji poznawczych oraz nastroju poprzez stymulacje odpowiednich
obszarow systemu nerwowego. Dzieki temu moze posrednio lub bezposrednio wigzaé si¢ z rozwojem
zaburzen lekowych i depresyjnych, jak rowniez z dysfunkcjami ze spektrum autyzmu, chorobg Parkinsona
i Alzheimera. Skiad mikrobioty jelitowej u 0sob ze zdiagnozowanymi zaburzeniami psychicznymi znacznie
rozni si¢ od sktadu mikrobioty jelitowej osob zdrowych i zwigzany jest przewaznie z wystepowaniem
dysbiozy jelitowej oraz zespolu nieszczelnego jelita. Ponizsza praca ma na celu zestawienie najnowszych
badan skupiajacych si¢ na zmianach mikrobioty jelitowej wraz z wystepowaniem chordb psychicznych
zarowno u ludzi, jak i zwierzat, a takze wskazanie mozliwych drog terapii chorob neurodegeneracyjnych
z zastosowaniem innowacyjnych metod takich jak przeszczep mikrobioty jelitowej.

Stowa kluczowe: mikrobiom, o$ microbiota—jelito-moézg

Influence of the gut microbiome on the function of the nervous system of animals
and humans — a review of the latest research

Abstract

The gut-brain axis is a signaling pathway made of networks of neurons that connects the digestive system to
the central nervous system. One of the key elements of the gut-brain axis is the gut microbiota, which
regulates pain, anxiety, cognitive dysfunction, and mood by stimulating specific areas of the nervous system.
It is associated with the development of anxiety and depressive disorders as well as with autism spectrum
disorders, Parkinson and Alzheimer disease. The composition of the gut microbiota in people with diagnosed
mental disorders differs significantly from the healthy ones and is usually associated with the occurrence of
intestinal dysbiosis and leaky gut syndrome. The following paper aims to summarize the latest research
focusing on changes in the gut microbiota and the occurrence of mental illness in both humans and animals
and to show possible innovative methodes of their treatment like faecal microbiota transplant.

Keywords: microbiom, gut-brain axis
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Mikrobiologiczne zanieczyszczenia
w produkcji piwa niepasteryzowanego

1. Wprowadzenie

Piwo to niskoalkoholowy napdj powstajacy na skutek przemian metabolicznych
komorek drozdzy. Od wiekow jest cenione za trwato$¢ i stabilnos$¢ biologiczng — wyni-
kajace z faktu, ze jest niekorzystnym s$rodowiskiem dla rozwoju wielu mikroorga-
nizméw. Powodem tego jest przede wszystkim obecnos¢ alkoholu etylowego (0,5-10%
wag.) i wysokiego stezenia dwutlenku wegla (okoto 0,5%) bedacych produktem fermen-
tacji drozdzy, ale takze izo-a-kwaséw pochodzacych z chmielu, niskiego pH (3,8-4,7)
oraz niskiego poziomu tlenu [1-3]. Pomimo tego sa drobnoustroje zdolne nie tylko
W piwie przezy¢, ale takze si¢ w nim namnozy¢. Wigkszos¢ mikroorganizmdéw ginie
niedlugo po dostaniu si¢ do piwa, czg§¢ moze przetrwac kilka dni lub namnazac si¢ do
pewnego krytycznego momentu. Jest takze grupa mikroorganizméw, ktora namnaza sig¢
w piwie az do momentu widoczych zmian w samym napoju. Wigkszo$¢ drobnoustrojow
namnaza si¢ w przeciagu 10 dni, jednak czas ten jest zalezny od temperatury otoczenia [4].

Rozwoj niepozadanych mikroorganizméw w piwie moze skutkowaé pojawieniem
si¢ licznych wad produktu (zmiany barwy piwa czy zmetnienie), ale tez zmian sma-
kowych i1 zapachowych [1, 5]. Ryzyko infekcji wzrasta w przypadku piw rzemie$lni-
czych, a przyczyna kontaminacji sa btedy wynikajace z defektow technicznych lub
procesowych w browarze, a takze ogdélnej higieny personelu i zaktadu [4].

Celem tej pracy jest oméwienie zagadnien zwigzanych z zanieczyszczeniami mikro-
biologicznymi powstajacymi podczas produkcji piw niepasteryzowanych, z uwzgled-
nieniem drobnoustrojow — bedacych najczesciej przyczyng psucia si¢ piwa — oraz metod
ich wykrywania.

2. Zanieczyszczenia mikrobiologiczne w produkcji piw

Mikroorganizmy petnig kluczowa rolg na kazdym etapie produkcji piwa, poczynajac
od upraw jeczmienia, skonczywszy na lezakowaniu produktu koncowego. Wigkszos¢
reakcji, wynikajacych z ich aktywnosci, jest pozadana. Niektore za$ stanowig zagrozenie
dla jakosci produktu koncowego i musza by¢ $cisle kontrolowane. W zaleznosci od etapu
produkcji, piwo moze ulec zakazeniu przez odmienne szczepy bakterii badz grzybow
Z uwagi na réznorodnos¢ warunkéw srodowiskowych 1 dodawanych komponentow [6].

W przemysle piwowarskim mikroorganizmy odpowiadajace za psucie piwa definiuje
si¢ jako te, ktore nie zostaly wprowadzone celowo, a ktdre sa w stanie przetrwac i na-
mnaza¢ si¢ w brzeczce piwnej, brzeczce fermentujacej, piwie po filtracji lub w piwie
pakowanym. Wykazano, ze wiele szczepow bakterii zachowuje zywotnos¢ w piwie
przez dluzszy czas, a zawarto$¢ tlenu jest gtownym czynnikiem kontrolujagcym ich
wzrost [7, 8].

! s.andrzejczak-grzadko@wnb.uz.zgora.pl, Katedra Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet
Zielonogorski, www.wnb.uz.zgora.pl.
2 Katedra Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet Zielonogérski, www.wnb.uz.zgora.pl.
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2.1. Bakterie Gram-ujemne

Bakterie Gram-ujemne posiadajg hydrofobowa blone komoérkows, ktora czyni je
odpornymi na zwigzki goryczkowe obecne w piwie. Jednak tylko nieliczne bakterie
Gram-ujemne sg odpowiedzialne za psucie piwa i dzieli si¢ je na dwie grupy. Pierwsza
z nich stanowig beztlenowe bakterie z rodzaju Pectinatus, Megasphaera, Propionispira
oraz Selenomonas. Do drugiej kategorii nalezg Gram-ujemne bakterie tlenowe i wzglednie
beztlenowe, takie jak rodzina Enterobacteriaceae, Zymomonas spp., oraz bakterie kwasu
octowego (AAB), migdzy innymi Acetobacter spp. i Gluconobacter spp. [9].

Bakterie kwasu octowego metabolizuja etanol do kwasu etanowego (octowego), co
nadaje piwu winny posmak. Z uwagi na to, optimum ich aktywnosci waha si¢ pomiedzy
pH wynoszacym 5 a 6,5, ale ich wzrost moze zachodzi¢ rowniez przy pH rownym od 3
do 4. Wzrost bakterii Gluconobacter spp. prowadzi rowniez do powstawania na po-
wierzchni piwa otoczki, ktéra w produkcie zawierajacym tlen powoduje zmetnienie.
Niektore szczepy Gluconobacter spp. wytwarzajg duze ilosci dekstranu i lewanu, co
skutkuje wysoka lepkos$ciag zanieczyszczonego piwa, a w efekcie prowadzi do jego
zbrylenia. Gluconobacter oxydans produkujg dehydrogenazy przeksztatcajace cukry
i kwasy cukrowe w szybkim tempie, co wptywa na obnizenie stodyczy w produkcie.
Rozmnazanie bakterii kwasu octowego, wraz z drozdzami, dodatkowo zapewnia mikro-
aerofilne i czg¢sciowo beztlenowe srodowisko, a zatem podstawy do wzrostu Gram-
-ujemnych bakterii beztlenowych, takich jak Pectinatus spp. i Megasphaera spp. [10-12].

Kilka rodzajéw nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae, takich jak Obesumbac-
terium, Hafnia, Klebsiella i Citrobacter jest zwigzanych z psuciem si¢ niesfermentowane;j
1 fermentujacej brzeczki. Bakterie te nie sg zwykle zdolne do wzrostu w gotowym piwie,
ale czasami znajduja si¢ w poczatkowych etapach procesu warzenia piwa, powodujac
niepozadane zmiany smaku w produkcie koncowym. W piwach typu ale lub w mtodych
piwach, do ktérych zostat dodany cukier, moga bytowa¢ Zymomonas spp. Te fakulta-
tywne beztlenowce, zdolne do wzrostu w kwasnym $rodowisku i w st¢zeniu alkoholu
ponizej 10%, wytwarzaja stosunkowo duze ilosci siarkowodoru 1 aldehydu octowego
[13-14].

Do najbardziej niebezpieczniejszych drobnoustrojow, odpowiadajgcych za psucie
piwa (glownie niepasteryzowanego), naleza beztlenowe z rodzaju Pectinatus. Ich obecnos¢
w produkcie odznacza si¢ nieprzyjemnym zapachem wynikajacym z wytwarzania siarko-
wodoru, merkaptanu metylu oraz szeregu kwasow thuszczowych. Pectinatus spp. wydalaja
rowniez kwasy organiczne takie jak: octowy, mlekowy, propionowy i bursztynowy.
Z tego wzgledu sa zdolne do wzrostu i rozwoju w pH wynoszacym od 3,5 do 6 [2, 3].

Innym rodzajem bakterii beztlenowych i kwasolubnych sg ziarniaki Megasphaera
spp. Nie sg one zdolne do wzrostu w srodowisku zawierajacym alkohol powyzej 2,8%,
ale ich obecnos$¢ w produkcie obrazuje zmetnienie piwa oraz charakterystyczny zapach
wytwarzanego przez nie siarkowodoru. Do ich reprezentatywnych metabolitow naleza
rowniez acetoina i kwasy organiczne, miedzy innymi mastowy. Za$ bakterie z rodzaju
Selenomonas to pateczki, ktore metabolizuja glukoze do kwasu octowego, mlekowego
i propionowego. Bezwzglednie beztlenowe pateczki Propionispira spp. natomiast swojg
nazw¢ zawdzigczajg wytwarzaniu, obok kwasu octowego, kwasu propionowego [15].
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2.2. Bakterie Gram-dodatnie

Ze wzgledu na niedobdr substancji odzywczych, takich jak aminokwasy i cukry,
piwo jest srodowiskiem nieprzyjaznym dla wigkszo$ci mikroorganizméw, a szczegdlnie
dla bakterii Gram-dodatnich. Bakterie kwasu mlekowego (LAB) — obejmujace te z rodzaju
Lactobacillus i Pediococcus — stanowia wigkszos¢ bakterii Gram-dodatnich, ktérym udaje
si¢ wzrasta¢ i namnaza¢ w takich warunkach [2, 3].

Bakterie z grupy Lactobacillus sa najbardziej rozpowszechnionymi bakteriami
powodujgcymi zakazenie piwa, niezaleznie od jego gatunku. Réznig sie jednak w obrebie
rodzaju pod wzglgdem zdolnosci do wzrostu w piwie oraz tolerancjg na goryczkowe
zwigzki chmielu. Aktywno$¢ powodujaca psucie si¢ piwa rozni si¢ znacznie w zaleznosci
od szczepu i1 pochodzenia. Niektore szczepy rozwijajg si¢ spontanicznie we wszystkich
rodzajach piwa, inne moga wzrasta¢ tylko w piwach stabo chmielonych. Lactobacillus
brevis to bakterie najczesciej wystgpujace w piwie — do 50% wszystkich przypadkow.
Te heterofermentatywne bakterie sg wysoce tolerancyjne wobec izo-a-kwasow i rosng
optymalnie w temperaturze 30°C i pH wynoszacym 4-5. Lactobacillus lindneri sg fizjo-
logicznie podobne do Lactobacillus brevis, jednak odznaczaja si¢ wysoka aktywnoscia
fermentowania dekstryn i skrobi, co powoduje nadmierne odfermentowanie produktu.
Lactobacillus buchneri wyrdzniaja si¢ moznoscia do fermentowania melecytozy, nato-
miast Lactobacillus casei mogg produkowa¢ diacetyl, co nadaje piwu maslany posmak
[16, 17].

Wysoka kwasowo$¢ piwa oraz maslany aromat mogg by¢ tez wynikiem metabo-
licznej aktywnosci Pediococcus spp. Te homofermentatywne ziarniaki mogg zanieczysz-
cza¢ piwo na kazdym etapie jego produkcji. Za maslany aromat odpowiada diacetyl,
ajego stezenie jest zalezne od wystgpujacego w produkcie gatunku Pediococcus —
najwickszg aktywnoscig w tej materii wyrdznia si¢ P. damnosus. Niektore szczepy
Pediococcus spp. sg zdolne do syntezy egzopolisacharydow (EPS), czyli biopolimerow
pozakomoérkowych, ktore moga by¢ wydzielane przez bakterie, np. w postaci sluzu [18].

Jednym z nielicznych gatunkoéw bakterii Gram-dodatnich — wystepujacych w piwie —
nienalezacych do bakterii kwasu mlekowego jest rodzaj Kocuria. W produktach o niskim
stezeniu etanolu i zwigzkow goryczowych chmielu namnazajg sie Kocuria Kkristinae,
nadajac piwu owocowy aromat. Sg to mezofilne bakterie metabolizujace cukry do kwa-
s6w organicznych, co odroznia je od reszty bakterii z tego rodzaju [19].

2.3. Dzikie drozdze i grzyby strzepkowe

Drozdze stanowig najistotniejsza grupe mikroorganizmow uczestniczacych w pro-
dukcji piwa. Dzieli sie je na drozdze fermentacji dolnej (Saccharomyces pastorianus)
oraz drozdze fermentacji gornej (Saccharomyces cerevisiae). Roznig si¢ one glownie
optymalng temperaturg wzrostu, ale takze odpornoscig na warunki srodowiskowe, zapo-
trzebowaniem na substraty niezbedne do wzrostu i rozwoju, zdolnoscia do flokulacji
oraz wytwarzaniem produktéw ubocznych [1, 3, 20]. Wszystkie szczepy nienalezgce do
wymienionych powyzej uznawane sg za drozdze dzikie, czyli niepozadane w produkc;ji
piwa. Ich réznorodno$¢ w kontekscie psucia piwa sprawia, ze nie mozna podaé ich
ogoblnego opisu, jednak dzielg si¢ na drozdze z rodzaju Saccharomyces oraz pozostate
rodzaje drozdzy. Wyrdzniamy takie, ktdre nie stanowig same w sobie zagrozenia, jednak
moga konkurowac ze szczepami piwowarskimi, co skutkuje obnizeniem ich aktywnosci
metabolicznej, a w rezultacie zaburzeniem flokulacji i utrudnionym klarowaniem piwa [5].
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Drozdze produkuja szereg metabolitow, co w przypadku tych dzikich ma niekorzystny
wplyw na wiasciwosci organoleptyczne produktu. Nadmierna ilo§¢ drozdzy podczas
dojrzewania piwa moze prowadzi¢ do nadprodukcji diacetylu, co skutkuje niekorzystnym,
maslanym aromatem. Dzikie szczepy drozdzy sa sklonne do wigkszej aktywnosci
pektynoesteraz anizeli szczepy drozdzy piwowarskich, co poza zmiang konsystencji
piwa, moze mie¢ silne skutki zdrowotne. Jak podaje literatura, gatunki drozdzy takie jak
Candida versatilis, Hansenula anomala, Rhodotorula glutinis i Brettanomyces anomalus
wykazuja aktywno$¢ metaboliczng prowadzaca np. do obecnos$ci azotynow w piwie [1, 8].

Obecnos¢ grzybow strzgpkowych, takich jak Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Rhizopus spp. w produkcie jest najprawdopodobniej przyczyna zle
przechowywanego stodu. Moze to skutkowaé nie tylko charakterystycznym nieprzy-
jemnym, zapachem piwa, ale moze takze mie¢ negatywne skutki zdrowotne z racji
produkowanych mykotoksyn. Inne metabolity wtorne (polipeptydy i peptydoglukany),
syntetyzowane podczas stodowania, sg przyczyng nadmiernego wypieniania piwa [21].

3. Metody wykrywania zanieczyszczen mikrobiologicznych w produkcji piw

W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia mikrobiologicznego konieczne
jest zastosowanie odpowiednich metod monitorowania produkcji piwa, co pozwala
precyzyjnie kontrolowac i ocenia¢ potencjalne zakazenia. Metody te mozna podzieli¢ na
jakosciowe i ilosciowe. Te pierwsze pozwalajg na wykrycie i identyfikacje¢ konkretnych
szczepow oraz ich metabolitow, to za$ prowadzi do potwierdzenia lub wykluczenia ich
obecnos$ci w produkcie. llo§ciowe oznaczanie drobnoustrojow wskazuje na skale zanie-
czyszczenia oraz pozwala stwierdzi¢, czy jest ono na dopuszczalnym poziomie wzgledem
obowigzujacych norm. Metody te mogg by¢ tradycyjne lub wykorzystywaé szybsze,
nowoczesne techniki [22, 23].

3.1. Tradycyjne metody detekcji

Do konwencjonalnych metod badania piwa zalicza si¢ posiewy na adekwatne podloza
oraz ich mikroskopowe analizy. Wymaga to stosowania dugotrwatych i wieloetapowych
procedur. W zaleznosci od tego, w kierunku ktérych bakterii wykonywane sg badania,
probe nalezy posiac¢ na odpowiednie, dedykowane podtoza mikrobiologiczne. W przy-
padku drobnoustrojéow chorobotwoérczych stosuje si¢ podtoza roznicujace oraz analizuje
si¢ ich cechy fizjologiczne i morfologiczne. W tym celu wykonuje sie — na podstawie
wymagan pokarmowych — testy biochemiczne. Tradycyjna, rzetelna identyfikacja trwa
kilka dni, co w sytuacji zagrozenia mikrobiologicznego moze op6znia¢ wdrozenie odpo-
wiednich procedur. Konwencjonalne metody detekcji uznawane sg za czule, przy
jednoczesnych niskich kosztach analizy. Natomiast s one pracochtonne i czasochtonne
oraz wymagaja dysponowania pelnym wyposazeniem laboratoryjnym [24].

3.2. Nowoczesne metody detekcji

Nowoczesne metody wykrywania mikrobiologicznych zanieczyszczen w produkcji
piwa wykorzystuja przede wszystkim techniki biologii molekularnej, ale takze inzynierii
genetycznej. Sg przeznaczone do szybkiego wykrywania bakterii i obejmujg metody
mikroskopii fluorescencyjnej, wykrywanie okre§lonych metabolitow, metody serolo-
giczne i metody oparte na analizie DNA.

Jedna z najszerzej wykorzystywanych metod wykrywania i identyfikacji drobno-
ustrojow jest technika PCR (ang. polymerase chain reaction — reakcja tancuchowa
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polimerazy), a niepodwazalng jej zaletg jest uzyskanie wyniku w stosunkowo krotkim
czasie. Pozwala ona odroznia¢ od siebie gatunki mikroorganizméw, a takze szczepy tego
samego gatunku rdznigce si¢ np. opornoscig na zwigzki chmielu. Klasyczna metoda PCR
wymaga przeprowadzenia elektroforezy zelowej w celu analizy uzyskanych fragmentow
DNA. Natomiast w przypadku metody PCR w czasie rzeczywistym (qPCR — quanti-
tative PCR lub real-time PCR) nie ma koniecznos$ci wykonywania elektroforezy, ponie-
waz ilo$¢ uzyskanych fragmentoéw DNA jest wprost proporcjonalna do intensywnos$ci
fluorescencji obserwowanej w czasie reakcji, co wynika z zastosowania barwnikow, np.
SYBR Green. Pozwala to na szybsza analiz¢ probki i otrzymanie wyniku w ciagu kilku
godzin [25, 26].

Do identyfikacji konkretnych gatunkow czy tez szczepow mikroorganizmow zwia-
zanych z psuciem piwa wykorzystuje si¢ rowniez technike RFLP (ang. restriction
fragment length polymorphism — polimorfizm dtugosci fragmentéow restrykcyjnych).
Zastosowanie odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych pozwala otrzymac tzw. DNA
fingerprintina jego podstawie zidentyfikowac nieporzadane drobnoustroje [27]. Metoda
wysoce specyficzng i wykorzystujaca specjalnie stworzone sondy do wykrywania
bakterii psujacych piwo, czyli Lactobacillus brevis, Pediococcus damnosus, a takze
dzikich szczepoéw Saccharomyces cerevisiae, jest hybrydyzacja DNA. Odpowiednio
zaprojektoane sondy DNA pozwalajg zidentyfikowa¢ konkretng i poszukiwang sekwencje
DNA w proébie i na jej podstawie identyfikowaé mikroorganizmy. Metoda ta jest niestety
czasochlonna i zbyt skomplikowana do bezposredniego wykorzystania w browarze,
jednak istnieje mozliwos¢ stworzenia zestawow komercyjnych do wykrywania kon-
kretnych drobnoustrojéw psujacych piwo, tak jak ma to miejsce w przypadku testow do
wykrywania np. Listeria monocytogenes w probkach zywnosci [28].

Do pozostatych metod wykorzystywanych w analizie mikrobiologicznej zanieczysz-
czen w produkcji piwa nalezg np. testy biochemiczne. Charakteryzuja si¢ one 95%
czuloscig 1 krotkim czasem analizy, a sprowadzajg si¢ do wykorzystania substratow
chromogennych. Do metod immunologicznych zalicza si¢ wigzanie antygenéw powierzch-
niowych, zewnatrzkomérkowych toksyn oraz catych komoérek z przeciwciatami, ktore
moga by¢ rekombinowane, monoklonalne oraz poliklonalne. Techniki wykorzystujace
zjawisko fluorescencji pozwalajg na ustalenie liczebnosci komorek na skutek wigzania
DNA z barwnikiem, ktory selektywnie absorbuje i emituje $wiatto o okreslonej dtugosci
fali. Pomiar impedancji to z kolei metoda polegajgca na obserwacji zmian przewodnoS$ci
pradu, ktore zachodza w $rodowisku z racji namnazania si¢ drobnoustrojow [29, 30].

4. Podsumowanie

Piwa niepasteryzowane i niefiltrowane mozna uznac za ,,produkt trudny” ze wzgledu
na jego charakter. Pomimo sktadu w napojach tych mogg przetrwa¢ i namnazac sie
liczne gatunki mikroorganizméw. Do zanieczyszczenia moze dojs¢ na réznych etapach
zarowno produkciji, jak i konfekcjonowania. Duzy wplyw na to ma réwniez styl piwa,
warunki prowadzonej fermentacji 1 zastosowane sktadniki. Wyrazne zanieczyszczenia,
majace wptyw na cechy produktu, sa wykrywane w piwie dopiero po kilku tygodniach.
Jednoczes$nie w tym czasie pojawiaja si¢ zmiany widoczne gotym okiem, tj. zmetnienie,
wypienianie, czu¢ tez zmiang¢ zapachu. Warunki przechowywania piwa sg zatem rowniez
bardzo istotnym czynnikiem, ktory znaczaco przyczynia si¢ do stopnia zanieczyszczenia
mikrobiologicznego piwa.
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Mikrobiologiczne zanieczyszczenia w produkcji piwa niepasteryzowanego

Streszczenie

Piwo to produkt przemian metabolicznych drozdzy w chmielonej brzeczce stodowej lub w chmielonej brzeczce
otrzymanej ze stodu i surowcow niestodowanych. Od wiekow jest cenione za trwalo$¢ i stabilnos¢ biolo-
giczng — wynikajace z faktu, ze piwo jest niekorzystnym srodowiskiem dla rozwoju wielu mikroorganizméw.
Powodem tego jest przede wszystkim obecno$¢ alkoholu etylowego i wysokiego stezenia dwutlenku wegla
(bedacych produktem fermentacji drozdzy), ale takze izo-o-kwasow pochodzacych z chmielu, niskiego pH
oraz niskiego poziomu tlenu. Pomimo wyjatkowo niekorzystnych warunkow czesci mikroorganizméw udaje
si¢ w piwie przetrwac. Mikroorganizmy po dostaniu si¢ do piwa mogg przetrwac kilka dni, namnaza¢ si¢ do
pewnego, krytycznego momentu lub namnaza¢ si¢, az widoczne bedzie zmgtnienie, co jest typowym obrazem
dla bakterii i grzybow bedacych zanieczyszczeniem piwnym. Wigkszo$¢ drobnoustrojow namnaza si¢ w prze-
ciagu 10 dni, jednak czas ten jest zalezny od temperatury otoczenia. Rozwdj niepozadanych mikroorga-
nizméw w piwie moze skutkowac¢ pojawieniem si¢ licznych wad produktu, takich jak zmiany w wygladzie,
np. zmiana barwy piwa, lepkos¢, zmetnienie, wady smakowe i zapachowe, zaburzenia w procesie fermentacji,
utrata stabilnosci koloidalnej czy nadmiermne odfermentowanie. Ryzyko infekeji wzrasta w przypadku piw
rzemieslniczych, a przyczyna kontaminacji sg btedy wynikajace z defektow technicznych lub procesowych
w browarze, a takze ogdlnej higieny personelu i zaktadu.

W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia mikrobiologicznego konieczne jest zastosowanie odpo-
wiednich metod monitorowania produkcji piwa, co pozwala precyzyjnie kontrolowac i ocenia¢ potencjalne
zakazenia. Metody zardwno jakos$ciowe, jak i ilosciowe, wykorzystujace tradycyjne i nowoczesne techniki,
pozwalaja na wykrycie i identyfikacj¢ niepozadanych w piwie drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: piwo niepasteryzowane, zanieczyszczenia mikrobiologiczne
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Microbiological contaminants in the production of unpasteurized beer

Abstract

Beer is the product of yeast metabolism, in hopped malt wort or in hopped wort obtained from malt and
unmalted raw materials. It has been valued for centuries for its shelf life and biological stability, resulting
from the fact that beer is an unfavorable environment for the growth of many microorganisms. This is
primarily due to the presence of ethanol and high concentrations of carbon dioxide which are products of
yeast fermentation, but also iso-a-acids derived from hops, low pH and low oxygen levels. Despite extremely
un-favorable conditions, some microorganisms manage to survive in beer. Once in beer, microorganisms can
survive for several days, multiply to a certain critical point, or multiply until turbidity is visible, which is the
typical picture for beer contaminating bacteria and fungi. Most microorganisms multiply within 10 days, but
this time is dependent on ambient temperature. The development of undesirable microorganisms in beer may
result in numerous product defects, such as appearance changes, e.g. beer color change, viscosity, turbidity,
taste and aroma defects, fermentation disorders, loss of colloidal stability or excessive attenuation. The risk
of infection increases for craft beers, and contamination is caused by errors due to technical or process defects
in the brewery, as well as general staff and brewery hygiene. To minimize the risk of microbial contami-
nation, it is necessary to use appropriate methods of beer production monitoring, which allows for precise
control and assessment of potential contamination. Both qualitative and quantitative methods, using
traditional and modern techniques, make it possible to detect and identify messy microorganisms in beer.
Keywords: unpasteurized beer, microbiological contaminants
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Trichoderma spp. — biostymulator dla roslin 0zdobnych

1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Trichoderma sg organizmami szeroko rozpowszechnionymi
w srodowisku. Wystepuja we wszystkich strefach klimatycznych i zasiedlaja r6zne nisze
ekologiczne. Najczestszym siedliskiem Trichoderma spp. jest prochniejace drewno,
gleba, a szczegoblnie ryzosfera. Grzyby z tego rodzaju produkuja liczne metabolity, ktore
wspomagajg interakcje tych grzybow z ro§linami i innymi mikroorganizmami. Tricho-
derma spp. poprzez nadpasozytnictwo i antybioz¢ oddziatujg na bakterie, wirusy i pato-
geniczne grzyby [1]. Grzyby te majg zdolno$¢ do redukcji toksyn produkowanych przez
grzyby z rodzaju Fusarium [2, 3]. Ostatnio wykazano, ze mogg one rowniez posiada¢
komplementarne wlasciwosci, ktére wzmacniaja bariery obronne roslin przed owadami
[4]. Wykorzystanie tych grzybow jest jednak w pewnym stopniu ograniczone przez ich
zmienny poziom aktywnosci biokontrolnej, na ktory wptywaja warunki srodowiskowe.
Trichoderma spp. wywohuja indukowang odpornos$¢ systemiczng (ISR, ang. induced
systemic resistance) — zarowno u roslin jednolisciennych, jak i dwuli$ciennych —
W wyniku streséw biotycznych i abiotycznych. Dzigki tym wiasciwosciom zalicza si¢ je
do czynnikow kontroli biologicznej (BCA, ang. biological control agents), wykorzy-
stywanych komercyjnie do produkcji srodkéw ochrony ros$lin jako biopestycydy czy
biostymulatory. Trichdoderma spp. produkuja wiele zwigzkéw biologicznie czynnych,
takich jak: enzymy (celulazy, proteazy, fosfatazy, lipazy, ksylanazy oraz amylazy) [5],
antybiotyki, zwigzki lotne [2, 6-8], a takze regulatory wzrostu [2, 9]. Trichoderma spp.
dzigki swoim wiasciwosciom wchodzg w sktad preparatéw mikrobiologicznych stoso-
wanych w celu optymalizacji kompostowania materiatow r6znego pochodzenia [5].

Trichoderma spp. sa szeroko opisywane jako stymulatory wzrostu ro$lin. Cecha ta
jest raczej specyficzna dla izolatow niz dla gatunkéw, a poszczegolne izolaty wykazuja
rézne stopnie specyficznosci dla roslin. Zwigkszona biomasa korzeni i/lub pedow jest
najczgstszym przejawem stymulacji wzrostu, ale opisywane sa rowniez zmiany w mor-
fologii 1 rozwoju roslin. Stymulacja wzrostu moze by¢ bardzo zmienna ze wzglgdu na
kilka czynnikow ograniczajacych, takich jak: rodzaj i warunki uprawy, dawka inokulum
oraz rodzaj preparatu [9]. Wedlug Nieto-Jacob i in. [10] komunikacja pomiedzy
ro$linami a Trichoderma spp. obejmuje rozpoznawanie molekut pochodzacych od
grzybow, takich jak auksyny i mikrobiologiczne lotne zwiazki organiczne (VOCs, ang.
Volatile Organic Compounds), jednakze komunikacja ta jest mocno uzalezniona od
srodowiska. Natomiast Contreras-Cornejo i in. [11] sugeruja, ze Trichoderma spp. Indu-
kujg wzrost przez mechanizm zalezny od auksyny. Na podstawie testow biologicznych
in vitro wykazali, ze Trichoderma virens Gv29.8 i T. atroviride IMI206040 moga synte-
tyzowa¢ kwas indolilo-3-octowy (IAA) i niektdre jego pochodne, dzigki czemu system
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korzeniowy rozwija si¢ intensywnie. Wedhlug tych autorow wiele szczepow Tricho-
derma jest zdolnych do syntezy IAA, ale tylko kilka z nich moze stymulowa¢ wzrost
ro$lin. Niektorzy badacze wskazuja, ze Trichoderma spp. stymulujg wzrost ro$lin,
poniewaz umozliwiajg one ros§linom wchtanianie wigkszej ilosci sktadnikow odzyw-
czych oraz wspomagaja produkcj¢ witamin i regulatorow wzrostu [12-14]. Obecnie
w handlu dostgpnych jest wiele bioinokulantow Trichoderma, a mieszanki szczepow
stajg si¢ coraz bardziej powszechne ze wzgledu na wigksza spojnos¢ dziatania [9].

Na calym $wiecie prowadzone sa badania majace na celu okreslenie wplywu
Trichoderma spp. na rosliny z r6znych grup. Dominuja badania na roslinach uzytkowych —
jadalnych [15-17]. Mato natomiast jest informacji na temat wptywu tych grzybéw na
rosliny ozdobne, stad w niniejszej pracy prze$ledzono badania oceniajgce wpltyw Tricho-
derma spp. na wzrost, kwitnienie, jako$¢ i stan odzywienia ro$lin ozdobnych.

2. Formy stosowania Trichoderma spp.

Trichoderma spp. obecnie sg sprzedawane jako biopestycydy, bionawozy oraz
stymulatory wzrostu i naturalnej odpornosci. Skuteczno$¢ dziatania tych grzybow mozna
przypisa¢ ich zdolnosci do ochrony roslin, stymulacji wzrostu wegetatywnego i ograni-
czania populacji patogenow, a takze petnienia funkcji dodatkow do podiozy (inokulantow)
w celu poprawy zdomnosci pobierania sktadnikéw pokarmowych. Zywe zarodniki grzybow
(substancja czynna) sg wilaczane do roznych preparatow, zarowno tradycyjnych, jak
I innowacyjnych, stosowanych w formie roztworéw do opryskiwania lisci, na nasiona lub
mtode rosliny, w zabiegach po przycinaniu, w podtozu do wysiewu nasion lub w poditozu
do przesadzania, do podlewania lub moczenia, np. organdéw przetrwalnikowych, takich
jak: bulwy, cebule, ktacza. Preparaty na bazie Trichoderma spp. sg sprzedawane na catym
swiecie i1 stosowane do ochrony upraw przed réznymi patogenami ro$lin lub do stymu-
lacji wzrostu 1 produktywnosci roslin w réznych $rodowiskach uprawnych, takich jak
pola, szklarnie, szkotki, w produkeji roznych roslin ogrodniczych — owocowych, drzew
i ro$lin ozdobnych. Najwiecej bioproduktéw Trichoderma spp. wytwarza sie¢ w Azji,
nastegpnie w Europie, Ameryce Potudniowo-Centralnej i Ameryce Polocnej. Wigkszo$¢
etykiet wskazuje na wlasciwos$ci grzybobojcze tych preparatow, ale tylko 38% wprowa-
dzonych na rynek produktow jest zarejestrowanych. Dziesi¢¢ gatunkoéw Trichoderma
zostato specjalnie wskazanych do stosowania u roslin z r6znych grup, ale wiele etykiet
wskazuje na to, ze Trichoderma spp. oferowane sa w formie mieszanki r6znych grzybow
w obrebie tego rodzaju. Najbardziej powszechng formg preparatow jest zwilzalny
proszek z okres§lonego st¢zenia wysuszonych zarodnikéw konidialnych grzyba w postaci
drobnego pytu, ktory nalezy polaczy¢ z wodg. Kolejnymi powszechnie stosowanymi sa
preparaty granulowane, ptynne oraz state [18].

3. Zasiedlenie korzeni przez grzyby z rodzaju Trichoderma

Trichoderma spp. to grzyby powszechnie wystepujace w ekosystemach glebowych
i korzeniowych. Niektore szczepy silnie i dlugotrwale kolonizujg korzenie poprzez
wnikanie do wierzchnich warstw epidermy [19]. Badania wskazuja, ze intensywnos¢
zasiedlenia korzeni przez grzyby z rodzaju Trichoderma jest rézna u poszczegdlnych
gatunkoéw. Andrzejak i Janowska [20] informujg, Ze u mieczyka ogrodowego (Gladiolus
hybridus) Advance Red, w obu latach badan, w kombinacjach, w ktorych zastosowano
Trichoderma spp. — odpowiednio 46,6% i 48,2% korzeni ro$lin bylo zasiedlonych przez
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te grzyby. Mniejszy procent zasiedlenia korzeni przez Trichoderma spp. Janowska i in.
[21] uzyskali u frezji (Freesia reflacta) Argentea (32,0% i 33,0% u niedoswietlanych
i doswietlanych rosélin), za§ Andrzejak i in. [22] u begonii bulwiastej (Begonia x
tuberhybrida) Picotee Sunburst (odpowiednio 30,5%, 29,5% i 30,0% u roslin nawozonych
pogtéwnie wielosktadnikowym nawozem Peters Professional Allrounder). Natomiast
Prisa i in. [19] wskazuja, ze zasiedlenie korzeni roslin grzybami z rodzaju Trichoderma
moze by¢ bardzo wysokie, co wykazali u zatrwianu wrebnego (Limonium sinuatum) —
100,0%. Wedlug Blaszczyk i in. [23] w ryzosferze Trichoderma spp. zasiedlajg zew-
netrzne warstwy korzeni roslin zielnych i1 drzew, maja ponadto zdolno$¢ do wnikania
i kolonizacji wewnatrz korzeni lub wystepuja w formie endofitow. Na przykladzie
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum) autorzy dowodzg, ze wstepna analiza zmian
morfologicznych, anatomicznych, fizjologicznych i metabolicznych wskazuje na brak
jednoznacznej reakcji roélin na grzyby z rodzaju Trichoderma. Moze to $wiadczy¢, ze
zachodzgce w roslinach zmiany zaleza zaréwno od gatunku/szczepu Trichoderma sp.,
jak i od odmiany badanego gatunku. Wedlug Souza i in. [24] interakcje roslina—mikrobiota
w ryzosferze sa kluczowymi czynnikami warunkujacymi zdrowotnos$¢ roslin, produk-
tywnosc 1 zyznos$¢ gleby. Korzenie roslin syntetyzuja metabolity, ktore sa rozpoznawane
przez mikroorganizmy, a te w odpowiedzi wytwarzajg sygnaly inicjujace kolonizacj¢
mikrobiologiczng [25]. Korzenie roslin wydzielajg rowniez sacharoz¢ bedacg zrodlem
energii, aby wspiera¢ kolonizacj¢ przez mikroorganizmy [26, 27].

4. Wptyw Trichoderma spp. na jakos¢ roslin

4.1. Wysoko$¢ roslin, liczba pedow i lisci

Wedhlug Harman i in. [13] grzyby z rodzaju Trichoderma stymulujg wzrost korzeni,
a takze wzrost dlugosci i grubosci pedow oraz powierzchni lisci. Jednak — jak wskazuja
Lorito i in. [14] — mechanizmy wspierajgce korzystne efekty stymulacji wzrostu roslin
nie s3 w pelni wyjasnione i opieraja si¢ na sugestii, iz stymulacja ta zwigzana jest ze
zwickszong dostepnoscia sktadnikéw pokarmowych. Andrzejak i in. [22] wykazali, ze
grzyby z rodzaju Trichoderma nie wptywaja na wysoko$¢ roslin i liczbg pedéw begonii
bulwiastej Picotee Sunburst, jednak stymulujg rozwoj lisci. Natomiast u tulipana (Tulipa
gesneriana) Golden Parade — Trichoderma spp. nie wptywaja na liczbe lisci, ale
w zaleznosci od wykorzystanego gatunku grzyba, stymulujg lub hamuja wydtuzanie si¢
blaszki lisciowej oraz wptywaja na jej szeroko$¢ [28]. Natomiast u lantany (Lantana
camara) zastosowanie T. harzianum T-22 stymuluje wydtuzanie i grubienie pgdow oraz
rozwoj lisci [29]. Prisa [30] informuje natomiast, ze T. viride stymuluje wydtuzanie
i tworzenie pedow oraz lisci, a takze wzrost masy wegetatywnej roslin trzech gatunkow
z rodzaju kalanchoe (Kalanchoe): K. pinnata, K. tubiflora i K. gastonis-bonnieri. Ponadto
rosliny, u ktorych zastosowano T. viride wykazuja zwigkszong zawartos¢ witaminy C
W lisciach, ktore maja wieksza sucha mase.

5. Kwitnienie roslin po zastosowaniu Trichoderma spp.

5.1. Wezesnos$¢ kwitnienia

Wczesnos¢ kwitnienia roslin ozdobnych jest bardzo waznym parametrem, dzigki
ktéremu mozna zaplanowaé zbiory na okreslony termin. Z tego wzgledu znajomos¢
reakcji poszczegdlnych gatunkéw i ich odmian na stosowane zabiegi jest niezbedna.
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Z prowadzonych badan wynika, ze wiele gatunkow roslin ozdobnych po zastosowaniu
Trichoderma spp. zakwita wczesniej. Trichoderma spp. przyspieszaja o okoto tydzien
kwitnienie frezji Argentea w okresie zimowym, bez do$wietlania asymilacyjnego [21].
Taki efekt jest najprawdopodobniej skutkiem prawidlowo przeprowadzonej inokulacji
grzybow, ktorych zawiesing podlano podtoze umieszczone bezposrednio nad bulwami,
gdyz Trichoderma sg organizmami tlenowymi, stad najlepiej rozwijaja si¢ one w po-
wierzchniowych warstwach podtoza [5]. Ponadto, jak wskazujg Benitez i in. [2], szybsze
zarodnikowanie grzybow z rodzaju Trichoderma ma miejsce przy zwickszonym dostgpie
swiatta widzialnego. Natomiast Andrzejak i in. [22] informuja, Ze zastosowanie Tricho-
derma spp. nieznacznie przyspiesza kwitnienie begonii bulwiastej Picotee Sunburst, gdy
rosliny dokarmiane sg wielosktadnikowym nawozem Peters Professional Allroundero
stezeniu 0,2%. Jednak zastosowanie wigkszego stgzenia nawozu sprawia, iz rosliny
zakwitajg az o 8,7 dnia wczeéniej. Natomiast Andrzejak i Janowska [20] informuja, Ze
wczesno$¢ kwitnienia mieczyka ogrodowego Advances Red zalezy jedynie od tego, czy
w trakcie uprawy stosowane sg Trichoderma spp., czy tez nie. Autorzy wykazali, ze
niezaleznie od roku badan, kwitnienie ro$lin uprawianych z grzybami z rodzaju Tricho-
derma rozpoczyna si¢ $rednio o 10 dni wczesniej. W obu latach badan rosliny uprawiane
z Trichoderma spp. zakwitly odpowiednio o 10 i 14 dni wcze$niej niz rosliny kontrolne,
uprawiane bez Trichoderma spp. O wczesniejszym kwitnieniu tulipana Golden Parade
po zastosowaniu grzybow z rodzaju Trichoderma donosza takze Cig i Aydion [28].
Autorzy wykazali, ze kwitnienie roslin kontrolnych rozpoczyna si¢ z dwu- i czterodnio-
wym opdznieniem w poréwnaniu z roslinami, u ktorych zastosowano T. gamsii VG47
i T. harzianum LO52.

5.2. Jakos$¢ kwiatow i kwiatostanow

Grzyby z rodzaju Trichoderma u niektorych gatunkow roslin ozdobnych wptywaja
na cechy jako$ciowe kwiatow — dlugos¢ szypuly/pedu oraz wielkos¢ kwiatow. Andrzejak
i Janowska [20] informujg, Ze u mieczyka ogrodowego Advances Red po zastosowaniu
Trichoderma spp. z bulw wyrastaty istotnie dtuzsze pedy kwiatostanowe (0 9,8%), zakon-
czone dtuzszymi kwiatostanami (o 10,0%), w ktorych rozwijato si¢ wigcej kwiatow
(0 12,6%). Srednica kwiatow (w obu latach badan) u roslin, u ktérych stosowano lub nie
Trichoderma spp., byta jednak podobna. Cze$¢iowo podobne wyniki uzyskali wczesdniej
Sisodia i in. [31]. Autorzy wykazali, Ze zastosowanie Trichoderma spp. u o$miu odmian
mieczyka (Gladiolus sp.) korzystnie wptyn¢to na dhlugo$¢é kwiatostanu i czas trwania
kwitnienia, ale nie miato wptywu na liczb¢ kwiatéw. Natomiast da Cruz i in. [32] infor-
muja, ze Trichoderma spp. zastosowane w uprawie mieczyka Peter’s Pear nie mialy
wplywu na jako$¢ kwiatostanow wyrazong dtugoscia pedu kwiatostanowego, dugoscia
kwiatostanu i liczbg kwiatow. Z badan Andrzejaka i in. [22] wynika, ze Trichoderma
spp. stymulujg natomiast rozwdj pakoéw i kwiatdéw oraz majg wptyw na ich wielkos$¢
u begonii bulwiastej Picotee Sunburst. Uzyskane wyniki potwierdzaja takze badania
Janowskiej i in. [21]. Autorzy informuja, iz Trichoderma spp. stymuluja rozwoj bocznych
pedow kwiatostanowych i rozw6j kwiatow u frezji Argentea, szczegolnie u roslin, ktore
w czasie uprawy sg doswietlane asymilacyjnie. Wedtug Prisa [33] grzyby z rodzaju
Trichoderma stymuluja takze kwitnienie Pachyphytum oviferum i grubosza szablastego
(Crassula falcata).
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6. Zawarto$¢ barwnikéw chloroplastowych w lisciach po zastosowaniu
Trichoderma spp.

Chlorofile sg szeroko rozpowszechniona grupa barwnikow fotosyntetycznych wyste-
pujacych w roslinach wyzszych, glonach oraz cyjanobakteriach. Chlorofil jest barwnikiem
petigcym kluczowa role w prawidlowym przebiegu fotosyntezy, w ktorej zamiana energii
$wiatla na energie wigzan chemicznych jest mozliwa dzigki absorpcji kwantéw $wiatta
w reakcjach redoks [34]. Dlatego tez stezenie chlorofilu w lisciach moze bezposrednio
wplywac na przebieg fotosyntezy w roslinie [35]. Wedlug Harman i in. [36] poprawa
zdolnosci fotosyntetycznych roslin, indukowana przez rézne endofityczne Trichoderma
spp., nastepuje w wyniku zwigkszenia ilosci barwnikow fotosyntetycznych lub ekspresji
genow regulujacych biosynteze chlorofilu, biatek kompleksu zbierajacego $wiatto lub
sktadnikow cyklu Calvina. Kolonizacja korzeni roslin uprawnych przez grzyby Tricho-
derma spp. powoduje wzrost regulacji genow i pigmentdw, ktore poprawiajg fotosynteze
ro$lin. Rosliny w warunkach stresu fizjologicznego lub srodowiskowego tracg zdolnos¢
do fotosyntezy, gdyz uszkodzeniu ulegaja fotosystemy, a liczne procesy komorkowe sa
zaburzane przez reaktywne formy tlenu — RFT (ROS, ang. reactive oxygen species).
Jednak niektore szczepy Trichoderma spp. aktywuja biochemiczne szlaki, ktore redukuja
RFT do mniej szkodliwych czasteczek. Ten i inne mechanizmy sprawiaja, ze rosliny sa
bardziej odporne na stresy biotyczne i abiotyczne. Ponadto, jesli wskazniki fotosyntezy
sg zwickszone, wiecej dwutlenku wegla (CO.) jest pobierane z atmosfery. Natomiast
karotenoidy odpowiadaja za stabilno$¢ blon lipidowych, biorg udzial w gromadzeniu
swiatta w procesie fotosyntezy, jak rowniez ochronie przed fotooksydacja wywotang
przez RFT powstajace w trakcie wzbudzenia chlorofilu podczas fotosyntezy [37, 38].
Dziatanie przeciwutleniajgce karotenoidow na btony lipidowe zalezy od ich orientacji,
lokalizacji oraz organizacji w btonach. Polarne i niepolarne karotenoidy w rozny sposob
oddziatuja na strukture i fizjologi¢ tkanek. Na przyktad astaksantyna, bedaca substancja
polarng, ogranicza peroksydacj¢ lipidow poprzez utrzymywanie sztywnej struktury
btony [39]. Karotenoidy charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig wobec RFT i wolnych
rodnikow [37].

Wigkszos$¢ prac poruszajacych tematyke wplywu Trichoderma spp. na zawarto$¢
barwnikow chloroplastowych w lisciach dotyczy gatunkéw uzytkowych — jadalnych
[15-17]. Jak wskazuja jednak nieliczne badania, stymulacja tworzenia barwnikow foto-
syntetycznych (chlorofil, karotenoidy) przez Trichoderma spp. odnosi si¢ takze do ro$lin
ozdobnych. Andrzejak i Janowska [20] informujg, ze u mieczyka ogrodowego Advances
Red zawartosci chlorofilu a+b i karotenoidow w lisciach istotnie zwigkszyta si¢ po
zastosowaniu Trichoderma spp. (0 66,7% chlorofil a+b i 33,3% karotenoidy). Uzyskane
wyniki wskazuja na to, iz u odmiany Advances Red poprawita si¢ zdolno$¢ fotosynte-
tyczna. Andrzejak i in. [22] informujg natomiast, ze Trichoderma spp. stymulujg
produkcje chlorofilu, ktérego zawarto$¢ odzwierciedla indeks zazielenienia lisci u begonii
bulwiastej Picotee Sunburst.

7. Trichoderma spp. a odzywienie roslin

7.1. Zawarto$¢ makroelementow w liSciach

Wedtug Yedidia i in. [12] po zastosowaniu Trichoderma spp. system korzeniowy
ro$lin jest lepiej rozbudowany, co umozliwia roslinom dostep do wigkszej objetosci
podioza i sprzyja lepszemu pobieraniu sktadnikéw pokarmowych. Dzigki temu rosliny
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te wygrywaja konkurencje o sktadniki pokarmowe z ros§linami o mniej rozbudowanym
systemie korzeniowym, a takze w sytuacji, kiedy zwigzki mineralne wystepuja w matych
ilo$ciach.

Wedhug Altomare i in. [40] zwiazki fosforu (P) moga by¢ rozpuszczane i przetrzy-
mywane w biomasie grzyboéw z rodzaju Trichoderma, a naste¢pnie po lizie mycelium
uwalniane w dostepnej formie w poblizu korzeni. Z badan prowadzonych przez
Andrzejaka i Janowska [20] wynika, ze w przypadku mieczyka ogrodowego Advances
Red grzyby z rodzaju Trichoderma majg znaczacy wptyw na pobieranie fosforu, potasu
(K) i wapnia (Ca) przez te rosliny. W obu latach badan w lisciach roslin, u ktorych
stosowano Trichoderma spp., odnotowano istotnie wiecej P, K i Ca w poréwnaniu
z zawartoscig tych pierwiastkow w lisciach roslin kontrolnych. Zblizone wyniki uzyskali
Janowska i in. [21] w uprawie frezji Argentea. Autorzy informuja, ze Trichoderma spp.
u niedoswietlanych i doswietlanych roslin tej odmiany stymuluja pobieranie P i Ca,
a u doswietlanych — dodatkowo K. KorzysSci ptynace z zastosowania mikroorganizméow
w celu poprawy pobierania sktadnikow pokarmowych stanowig szans¢ dla najnowszych
praktyk ogrodniczych, gdyz pozwalaja ograniczy¢ zuzycie nawozow. Stosowanie nawozow
biologicznych na bazie mikroorganizmow jest alternatywa dla utrzymania wysokiej
produkcji przy matym wplywie na srodowisko naturalne [41-43]. Nawozy biologiczne
moga by¢ stosowane jako uzupehienie lub alternatywa dla nawozoéw mineralnych
w zrownowazonej produkcji roslinnej [43]. Metwally [42] wykazatl, Ze zarowno grzyby
mikoryzowe (AM), jak i T. viride sg ze sobg kompatybilne, a ich tgczne zastosowanie
jest skuteczne nie tylko w poprawie parametréw biochemicznych roslin, takich jak
zawarto$¢ rozpuszczalnych weglowodanow, biatka, wolnych aminokwaséw, fosfataz
kwasnych i zasadowych, ale takze w zwigkszaniu zawarto$ci sktadnikow mineralnych
i pokarmowych (N, P, K, Ca, Mg i Zn).

7.2. Zawarto$¢é mikroelementow w liSciach

Mikrosktadniki odgrywaja kluczowa role w procesach metabolicznych i fizjologicz-
nych roslin. Przy czym warto zaznaczy¢, iz w wickszym stopniu wptywaja na jakos¢
[44] niz na wielkos¢ plonu [45]. Mikrosktadniki wchodza w sktad biatek, np. zelazo (Fe)
jest sktadnikiem biatek uczestniczacych w transporcie elektronow (ferredoksyny), a takze
pehia funkcje katalityczne [45].

Trichoderma spp. wptywaja na pobieranie cynku (Zn), zelaza (Fe) i boru (B) przez
ro$liny mieczyka ogrodowego Advances Red [20]. Wedlug Andrzejaka i in [22] w przy-
padku begonii bulwiastej Picotee Sunburst — Trichoderma spp. rowniez stymululowaty
pobieranie Zn, Fe i B. Natomiast Janowska i in. [21] informuja, ze u frezji Argentea
Trichoderma spp. stymulujg pobieranie zelaza (Fe), manganu (Mn) i cynku (Zn) u do-
$wietlanych i niedoswietlanych ro$lin, a potgczenie doswietlania i Trichoderma spp. —
miedzi (Cu).

8. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Trichoderma sg organizmami szeroko rozpowszechnionymi w §ro-
dowisku. Wystepuja we wszystkich strefach klimatycznych i zasiedlaja rdézne nisze
ekologiczne. Najczestszym siedliskiem Trichoderma spp. jest prochniejace drewno,
gleba, a szczegoblnie ryzosfera. Grzyby z tego rodzaju produkuja liczne metabolity, ktore
wspomagajg interakcje tych grzyboéw z roslinami i innymi mikroorganizmami. Tricho-
derma spp. poprzez nadpasozytnictwo i antybioz¢ oddziatuja na bakterie, wirusy i pato-
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geniczne grzyby. Grzyby Trichoderma majg zdolnosci do redukcji toksyn produkowanych
przez grzyby z rodzaju Fusarium. Ostatnio wykazano, Zze majg komplementarne wiasci-
wosci, ktore wzmacniajg bariery obronne ro$lin przed owadami. Wykorzystanie tych
grzybow jest jednak w pewnym stopniu ograniczone przez ich zmienny poziom aktyw-
nosci biokontrolnej, na ktory wplywaja warunki $rodowiskowe. Trichoderma spp.
produkuja wiele zwigzkoéw biologicznie czynnych, takich jak: enzymy (celulazy, proteazy,
fosfatazy, lipazy, ksylanazy oraz amylazy), antybiotyki, zwigzki lotne, a takze regulatory
wzrostu. Trichoderma spp. dzicki swoim wiasciwosciom wchodzg w sktad preparatow
mikrobiologicznych stosowanych w celu optymalizacji kompostowania surowcow
r6znego pochodzenia.

Trichoderma spp. sg szeroko opisywane jako stymulatory wzrostu ro$lin. Cecha ta
jest raczej specyficzna dla izolatéw niz dla gatunkéw, a poszczegdlne izolaty wykazuja
roézne stopnie specyficznosci w stosunku do roslin. Zwigkszona biomasa korzeni i/lub
pedow jest najczestszym przejawem stymulacji wzrostu, ale opisywane sg rOwniez
zmiany w morfologii i rozwoju roslin. U begonii bulwiastej Picotee Sunburst —
Trichoderma spp. stymuluja rozwdj lisci, nie majac jednocze$nie wptywu na wysokos¢
roslin i liczbg pedow. Natomiast u tulipana Golden Parade — Trichoderma spp. nie
wplywaja na liczbe lisci, ale stymulujag lub hamujg wydtuzanie si¢ blaszki liSciowej oraz
wplywaja na jej szeroko$¢. U lantany zastosowanie T. harzianum T-22 stymuluje
wydluzanie i grubienie pedow oraz rozwdj lisci, a u kalanchoe T. viride stymuluje wydtu-
zanie i tworzenie pgdow oraz lisci, a takze wzrost masy wegetatywnej roslin.

Wiele gatunkéw roélin ozdobnych po zastosowaniu Trichoderma spp. zakwita
weczesniej, co stwierdzono w uprawie frezji Argentea, begonii bulwiastej Picotee Sunburst,
mieczyka ogrodowego Advances Red i u tulipana Golden Parade. Grzyby z rodzaju
Trichoderma wplywaja takze na cechy jakoSciowe kwiatow wyrazone dlugoscia
szypuly/pedu oraz wielko$cig kwiatow. Po zastosowaniu Trichoderma spp. z bulw
mieczyka ogrodowego Advances Red wyrastaja o 9,8% diuzsze pedy kwiatostanowe,
zakonczone o 10,0% dhuzszymi kwiatostanami, w ktorych rozwija si¢ o 12,6% wigcej
kwiatow. Trichoderma spp. stymuluja takze rozw6j pakow i kwiatow oraz maja wpltyw
na ich wielko$¢, co wykazano u begonii bulwiastej Picotee Sunburst. Ponadto Tricho-
derma spp. stymuluja rozwdj bocznych pedéw kwiatostanowych i rozwéj kwiatow
u frezji Argentea, stymuluja takze kwitnienie Pachyphytum oviferum i grubosza
szablastego. Trichoderma spp. stymulujg rowniez tworzenia barwnikow fotosyntetycz-
nych (chlorofil, karotenoidy) u roslin ozdobnych, co wykazano w przypadku mieczyka
ogrodowego Advances Red (0 66,7% chlorofil a+b i 33.3% karotenoidy) i u begonii
bulwiastej Picotee Sunburst. Trichoderma spp. odgrywaja takze wazna rolg w zZywieniu
ro$lin, majac wptyw na pobieranie makro- i mikrosktadnikéw. Przyktadowo u mieczyka
ogrodowego Advances Red stymuluja pobieranie P, K, Ca, Zn, Fe i B, u frezji Argentea —
P, K, Ca, Fe, Mn, Zn i Cu, a u begonii bulwiastej Picotee Sunburst — Zn, Fe i B.
Zastosowanie Trichoderma spp. w celu poprawy pobierania sktadnikow pokarmowych
pozwala ograniczy¢ zuzycie nawozoéw mineralnych, co znaczaco przektada si¢ na ochrone
srodowiska.
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Trichoderma spp. — biostymulator dla roslin ozdobnych

Streszczenie

Na calym $wiecie prowadzone sg badania majace na celu okreslenie wptywu Trichoderma spp. na rosliny
z r6znych grup. Dominujg badania na roslinach uzytkowych — jadalnych. Malo natomiast jest informacji na
temat wplywu tych grzyboéw na ro$liny ozdobne, stad w niniejszej pracy przesledzono badania oceniajace
wplyw Trichoderma spp. na wzrost, kwitnienie, jako$¢ i stan odZzywienia roslin ozdobnych. Stwierdzono, ze
zasiedlenie korzeni roslin ozdobnych Trichoderma spp. uzaleznione jest od gatunku i wynosi od 30% do
100%. Trichoderma spp. stymulujg wydtuzanie (lantana, kalanchoe) i grubienie pedéw (lantana), tworzenie
lisci (begonia bulwiasta Picotee Sunburst, kalanchoe, lantana), stymuluja ponadto lub hamuja wydtuzanie
lisci (tulipan Golden Parade). Wptywaja takze na wezedniejsze kwitnienie roslin (begonia bulwiasta Picotee
Sunburst, mieczyk, tulipan Golden Parade). Stymulujg wydluzanie pedow kwiatostanowych (mieczyk)
i kwiatostanow (mieczyk, frezja Argentea) oraz rozwdj kwiatdw (begonia bulwiasta Picotee Sunburst, frezja
Argentea, mieczyk ogrodowy Advances Red). Ponadto Trichoderma spp. korzystnie wptywaja na zawartos§¢
chlorofilu (begonia bulwiasta Picotee Sunburst, mieczyk ogrodowy Advances Red) i karotenoidow w liSciach
(mieczyk ogrodowy Advances Red) oraz stymulujg pobieranie P, K, Ca (frezja Argentea, mieczyk ogrodowy
Advances Red), Zn i Fe (begonia bulwiasta Picotee Sunburst, frezja Argentea, mieczyk ogrodowy Advances
Red), B (begonia bulwiasta Picotee Sunburst, mieczyk ogrodowy Advances Red) oraz Cu i Zn (frezja Argentea).
Stowa kluczowe: rosliny ozdobne, Trichoderma spp., kwitnienie, jako$¢, mikro- i makroelementy
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Trichoderma spp. — a biostimulant for ornamental plants

Abstract

Scientists all over the world conduct research to determine the influence of Trichoderma spp. on various
groups of plants, mostly crops. However, there is little information on the influence of these fungi on
ornamental plants. Therefore, of this study analysed the influence of Trichoderma spp. on the growth,
flowering, quality, and nutritional status of ornamental plants. The research showed that the colonisation of
the roots of ornamental plants by Trichoderma spp. was species-dependent and ranged from 30% to 100%.
Trichoderma spp. stimulated the elongation (Lantana camara, Kalanchoe sp.) and thickening of shoots
(Lantana camara), and the formation of leaves (Begonia x tuberhybrida ‘Picotee Sunburst’, Kalanchoe sp.,
Lantana camara). The fungi also stimulated or inhibited leaf elongation (Tulipa gesneriana ‘Golden
Parade’). They also accelerated the flowering of plants (Begonia X tuberhybrida ‘Picotee Sunburst’,
Gladiolus sp., Tulipa gesneriana ‘Golden Parade’), stimulated the elongation of inflorescence shoots
(Gladiolus sp.) and inflorescences (Gladiolus sp., Freesia refracta ‘Argentea’) and the development of
flowers (Begonia x tuberhybrida ‘Picotee Sunburst’, Freesia refracta ‘Argentea’, Gladiolus hybridus
‘Advances Red’). Apart from that, Trichoderma spp. positively influenced the content of chlorophyll
(Begonia x tuberhybrida ‘Picotee Sunburst’, Gladiolus hybridus ‘Advances Red’) and the content of
carotenoids in leaves (Gladiolus hybridus ‘Advances Red’). The fungi stimulated the uptake of P, K, Ca
(Freesia refracta ‘Argentea’, Gladiolus hybridus ‘Advances Red’), Zn, Fe (Begonia x tuberhybrida ‘Picotee
Sunburst’, Freesia refracta ‘Argentea’, Gladiolus hybridus ‘Advances Red’), B (Begonia x tuberhybrida
‘Picotee Sunburst’, Gladiolus hybridus ‘Advances Red’), Cu and Zn (Freesia refracta ‘Argentea’).
Keywords: ornamental plants, Trichoderma spp., flowering, quality, micro- and macroelements
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Wilasciwosci lecznicze linalolu

1. Wprowadzenie

Terpeny [(CsHs)n, izoprenoidy] to organiczne zwigzki chemiczne, do ktorych zali-
czane sg terpeny alifatyczne, jednopierscieniowe oraz dwupier$cieniowe (rys. 1). Ich
glowny szkielet powstal w wyniku polaczenia piecioweglowych jednostek izopreno-
wych. Przez bardzo dhlugi czas zardwno terpeny, jak i terpenoidy uwazano za tzw.
nieistotne zwiazki, ktore odpowiedzialne sg jedynie za zapach. Wraz z uptywem czasu
oraz coraz to nowszymi badaniami zauwazono, ze terpeny dodatkowo wykazuja wiele
wiasciwosci zdrowotnych [1].

TERPENY
'q 2 Yd B
terpeny alifatyczne terpeny jednopierscieniowe terpeny dwupierscieniowe
\ 7\ y
alkohole || aldehydy ketony wgglov’vodo alkohole ketony grupa grupa grupa
terpenowe || terpenowe || tepenowe ‘HPQDWG terpenowe || terpenowe karan pinan kamfora

Rysunek 1. Klasyfikacja terpendéw [opracowanie wlasne]

Na szczego6lng uwage zastuguja monoterpeny, ktore wykazuja najsilniejsze wiasci-
wosci zdrowotne. Olejki eteryczne o wysokiej zawartosci terpendow znajduja liczne
zastosowania w leczeniu wielu schorzen, takich jak schorzenia gémych drég oddecho-
wych oraz uktadu pokarmowego. Dodatkowo wykazuja one dzialanie antybakteryjne
i przeciwwirusowe. Wiele z nich dziata dezynfekujaco, jak rowniez aseptycznie na skorg.
Olejki eteryczne o wysokiej zawartosci terpenéw pobudzaja krazenie w skorze, przez co
poprawiaja jej ukrwienie. Inne badania wykazaly, ze skutecznie poprawiaja samopo-
czucie i tagodza dolegliwosci bolowe, glownie w obrgbie migsni. W zaleznosci od
zastosowania i pochodzenia — terpeny moga dziata¢ pobudzajaco lub uspokajajaco. Inne
zastosowania terpenow to przede wszystkim dziatanie przeciwnowotworowe, dziatanie

! abieda@ajp.edu.pl, Zaktad Energetyki i Bezpieczefistwa Technicznego, Wydziat Techniczny, Akademia im.
Jakuba z Paradyza w Gorzowie Wielkopolskim, www.ajp.edu.pl.

2 awroblewska@zut.edu.pl, Katedra Inzynierii Materiatéw Katalitycznych i Sorpcyjnych, Wydziat Technologii
i Inzynierii Chemicznej, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl.
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przeciwgrzybiczne i immunologiczne, jak réwniez zdolno$¢ rozpuszczania kamieni chole-
sterolowych 1 zotciowych. W ostatnim czasie bardzo duzym zainteresowaniem cieszy
si¢ temat zwigzany z wykorzystaniem terpendw w leczeniu nowotworow, w szczegol-
nosci skory, sutka, watroby oraz phuc [2].

Dodatkowo terpeny sg stosowane w roli rozpuszczalnikow oraz substancji zapacho-
wych. Udowodniono, iz wraz ze zwigkszaniem wielko$ci czasteczki terpenu zmniejsza
si¢ intensywnos$¢ jego zapachu. Wyzsze terpeny stosuje si¢ m.in. jako sktadniki lekow
oraz kosmetykow wykazujacych dziatanie przeciwzalane, antyoksydacyjne oraz przeciw-
alergiczne. Niezwykle duza ilo$¢ terpenow, ze wzgledu na intensywny i przyjemny
zapach, wykorzystywana jest w przemysle perfumeryjnym oraz w kosmetologii [3, 4].

Linalol (3,7-dimetylooktadi-1,6-en-3-ol, C10H150, LO) to naturalny terpen o zapachu
podobnym do olejku lawendowego oraz bergamotowego. Inna nazwa, z ktéra mozna si¢
spotka¢ w przypadku linalolu to alkohol linalilowy. Jego masa molowa wynosi
154,25 g/mol, natomiast temperatura wrzenia — okoto 198°C (rys. 2).

CH
HZC’//Y\/Y 3
HO

CH; CH,

Rysunek 2. Wzdr strukturalny linalolu [opracowanie wlasne]

LO stanowi mieszaning dwoch stereoizomerow: likareolu i koriandrolu. Czysty LO
mozna otrzyma¢ w wyniku frakcjonowanej destylacji olejkow, gtéwnie z olejku kolen-
drowego, pomaranczowego oraz linalowego, jak rowniez z takich roslin jak: cynamon,
bazylia, mieta, cytrusy oraz brzoza brodawkowata (rys. 3).

BRZOZA

LINALOL

CYNAMON

Rysunek 3. Surowce ro$linne linalolu [opracowanie wlasne]

Na poziomie przemystowym produkcje syntetycznego LO szacuje si¢ na okoto
12 000 ton/rok, z czego ponad 95% jest wykorzystywanych w przemysle perfumeryjnym
oraz jako substancje zapachowe w kosmetykach, mydtach, perfumach, §rodkach czystosci
itd. W sektorze perfumeryjnym stosuje si¢ LO gléwnie pochodzenia syntetycznego.
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Wystepuje on w 60-90% produktéw kosmetycznych (balsamy do ciata, szampony, Zele,
mydta, lakiery do wlosoéw, kremy, dezodoranty). Jest rowniez dodawany do domowych
srodkow czystosci, sSrodkow do pielegnacji mebli, woskow itp., a takze do przetworzone;j
zywnosci 1 napojow oraz jako zapach i srodek aromatyzujacy [5, 6].

Wsrod producentow LO, zardwno naturalnego jak i syntetycznego, nalezy wymienic¢
takie firmy jak:
e DSM Nutritional (Dania) i Takasago (Japonia);
e Renessenz Prinova (Stany Zjednoczone);
e BASF (Niemcy) [7].

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie najnowszych badan dotyczacych aktyw-
nosci biologicznej linalolu, przy czym skupiono si¢ gtdwnie na zastosowaniach medycz-
nych tego zwiazku.

2. Wlasciwosci biologiczne linalolu

2.1. Wlasciwosci przeciwbolowe oraz antynocyceptywne

Dotychczas wiele z przeprowadzonych badan potwierdzito dziatanie przeciwbolowe
oraz antynocyceptywne LO. Nocycepcja to reakcja czuciowego uktadu nerwowego na
potencjalny szkodliwy bodziec. Olejek eteryczny z Citrus bergamia, znany jako olejek
bergamotowy, wykazuje wlasciwosci antynocCyceptywne, w ktorych posredniczy poprzez
obwodowe receptory opioidowe [8]. Utlenione monoterpeny, w tym linalol i octan
linalylu, sg gtéwnymi sktadnikami olejeku eterycznego z bergamotki, ktoérego dziatanie
antynocyceptywne jest $ci$le zwigzane z ilo$cia linalolu obecnego w kompozycji ole-
jowej [9]. Kuwahata i in. [9] wykazuja, iz miejscowe wstrzyknigcie linalolu w putapke
ledzwiowa w modelach myszy poddanych neuropatycznej nadwrazliwo$ci, wywolanej
czegsciowym podwigzaniem nerwu kulszowego (PSNL), powoduje zmniejszenie objawow
bolowych. Co wiecej, w tym samym badaniu Kuwahata i in. [9] opisali, ze skojarzone
miejscowe podanie linalolu (5,0 pg/tape) w poréwnaniu do réznych dawek morfiny
(4, 16 1 64 pg/tape) — przeciwko indukowanej nadwrazliwo$ci neuropatycznej — ma
bardziej przedtuzone dziatanie przeciw allodynii.

W terapii przeciwnowotworowej jednym z powszechnie stosowanych chemiotera-
peutykow i srodkiem przeciwmitotycznym jest paklitaksel, ktory moze wywotac neuropatie
obwodowa uzupehiong ostrymi objawami bolowymi. Katsuyama i in. [10] doniesli, ze
w mysim modelu ostrego bolu wywotanego paklitakselem podskérne wstrzykniecie LO
w tylng tape myszy wywarlo dziatanie przeciw allodynii i dziatatlo miejscowo przeciw
przeczulicy bolowe;j. Stalo sig to po czesci dzieki aktywacji obwodowych mechanizméw
opioidowych (interakcja z receptorami muskarynowymi lub receptorami adenozyno-
wymi). Batista i in. [11] podawali aminokwas (glutamine) do tylnej tapy myszy w celu
wywotania nocycepcji, ktdra nastgpita poprzez aktywacje receptoréw glutaminianer-
gicznych w o$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. LO podawano przed lub
w tym samym czasie co glutaminian. Okazato si¢, ze LO zmniejsza bodziec bolowy
mM.in. dzi¢ki interakcji z jonotropowymi receptorami glutaminianergicznymi.

Dodatkowo LO moze zosta¢ zastosowany w leczeniu zespotu ciesni nadgarstka (ZCN,
ang. CTS — carpal tunnel syndrom) [12]. CTS to przewlekta idiopatyczna neuropatia
wywodzaca si¢ z ucisku nerwu posrodkowego. Inhalacja linalolem okazata si¢ korzystna.
LO spowodowat obnizenie ci$nienia krwi u pacjentow z ZCN, tym samym poprawila
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si¢ ich stabilno$¢ emocjonalng. Badania wskazuja, ze linalol moze przynie$¢ korzysci
pacjentom z CTS.

Inne badania pokazujg aktywnos$¢ antynocyceptywna LO w dwoch rdéznych modelach
bolu u myszy: wywotanego kwasem octowym i bolu zapalnego. Ponadto oceniano
wplyw LO na spontaniczng aktywno$¢ lokomotoryczng. Wyniki pokazuja, ze zwigzek
ten powodowat znaczace zmniejszenie bolu wywotanego kwasem przy dawkach w zakresie
od 25 do 75 mg/kg. LO indukowat zalezny od dawki wzrost zdolno$ci motorycznych,
wykluczajac w ten sposob zaklocajacy wptyw mozliwego dziatania uspokajajacego [13].

Batista i in. [14] wykorzystali wiele modeli bolu, aby zbada¢ wptyw LO na przewlekta
nadwrazliwo$¢ zapalng i neuropatyczng u dorostych szwajcarskich myszy. Nadwrazli-
wo$¢ zapalng lub neuropatyczng indukowano odpowiednio przez dopodeszwowe wstrzyk-
nigcie kompletnego adiuwantu Freunda (CFA, ang. complete Freund's adjuvant) lub
czesSciowe podwigzanie nerwu kulszowego (PSNL, ang. partial sciatic nerve ligation).
Dwadziescia cztery godziny po wstrzyknigciu CFA zastosowano widkna von Freya
i chtodzenie acetonem, aby oceni¢ odpowiednio nadwrazliwos¢ dotykowa i termiczna.
Zastrzyk (-)-linalolu (50 lub 200 mg/kg) podany 30 minut przed badaniem zmniejszyt
nadwrazliwo$¢ mechaniczng indukowang przez CFA. Podobnie LO zmniejszat nadwrazli-
wos¢ wywotang acetonem do 4 godzin po leczeniu. LO powodowat znaczne zmniejszenie
obrzeku tapy wywotlanego przez CFA. LO zmniejszal rowniez nadwrazliwos¢ mecha-
niczng indukowang przez PSNL 7 dni po urazie. Wielokrotne leczenie LO podawanym
w dlugim okresie czasu (dwa razy dziennie przez 10 dni; 50 mg/kg) znaczaco zmniej-
szato nadwrazliwo$¢ mechaniczng indukowang przez CFA 1 PSNL. Ta strategia wielo-
dawkowa nie powodowata tolerancji. Dodatkowo LO moze zmniejsza¢ zachowania
nocyceptywne w odpowiedzi na bezposrednie podanie mediatorow stanu zapalnego. LO
znaczaco hamowat odpowiedz na gryzienie indukowang przez IL-1p i TNF-a.

2.2. Wiasciwosci przeciwzapalne

Pasteurella multocida jest bakterig Gram-Ujemna, ktéra moze powodowaé powazne
infekcje, zwlaszcza w ptucach ssakow. Wu i in. [15] donosza, ze linalol moduluje szlak
stresu oksydacyjnego w zapaleniu pluc wywotanym przez P. multocida. Linalol aktywuje
czynnik zwigzany z erytroidem 2 (Nrf-2). Aktywowany Nrf-2 wytwarza enzymy anty-
oksydacyjne, ktoére moga zapewni¢ odpornos¢ na rozwoj zapalenia phuc, infiltracjji
neutrofili, uwalnianie prozapalnych cytokin i obciazenie bakteriami. Wu i in. [15]
potwierdzili, ze linalol aktywuje Nrf-2 i dziata poprzez szlak stresu oksydacyjnego
W phucach, w ktorych posredniczg patogeny zapalne majace powigzane dziatanie przeciw-
zapalne i przeciwdrobnoustrojowe. Linalol okazat si¢ aktywny w przypadku bakteryjnego
zapalenia ptuc. Reakcje zapalne wywotane chorobami, takimi jak cukrzyca i choroby
uktadu krazenia, mozna zlagodzi¢ poprzez zastosowanie linalolu, ktory oddziatuje
Z biatkami, takimi jak: COX-2, NF-kB i Nrf-2 [16]. Ponadto linalol moze wchodzié
w interakcje z enzymami syntazy tlenku azotu (NOS), hamujac produkcje tlenku azotu
(NO) bez zmniejszania syntezy enzymu [17]. Dzialanie linalolu na NO moze by¢
zwigzane z jego przeciwzapalnymi wlasciwosciami.

Linalol i octan linalylu sa glownymi sktadnikami wielu olejkow eterycznych. Peana
i in. [18] ocenili wlasciwos$ci przeciwzapalne linalolu i jego racematu. Poniewaz w olej-
kach eterycznych zawierajacych linalol czesto wystepuje octan linalilu, dlatego zdecy-
dowano si¢ na jego przebadanie. Obrzgk wywotany karagening u szczurow wykorzystano
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jako model zapalenia. Dane doswiadczalne wskazuja, ze zar6wno czysty enancjomer,
jak 1 jego racemat po podaniu ogdlnoustrojowym powodowaly zmniejszenie obrzgku.
Ponadto czysty enancjomer w dawce 25 mg/kg wywolywal opdznione 1 dtuzsze dziatanie,
podczas gdy postac racematu powodowata znaczne zmniejszenie obrzeku tylko godzine
po podaniu karageniny. Przy wyzszych dawkach nie zaobserwowano réznic miedzy
enancjomerem a racematem. Dalszy wzrost dawki obu form nie powodowat zwickszenia
efektu w Zadnym momencie obserwacji. Wptyw rownomolowych dawek octanu linalilu
na obrzek miejscowy byl mniej istotny i bardziej op6zniony niz wptyw odpowiedniego
alkoholu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze linalol i odpowiedni octan odgrywaja gtowna
role w aktywnosci przeciwzapalnej, wykazywanej przez zawierajace je olejki eteryczne,
i dostarczaja dalszych dowodow sugerujacych, ze linalol i octan linalilu sg potencjalnie
srodkami przeciwzapalnymi.

Linalol jest jednym z glownych sktadnikow olejku kadzidtowego, ktory poprzez
hamowanie cyklooksygenazy-2 (COX-2) odpowiada za dziatanie przeciwzapalne i przeciw-
bolowe. Aby zbadac przeciwzapalne dziatanie linalolu, Huo i in. [19] wywotali ostre
zapalenie ptuc z wykorzystaniem lipopolisacharydu, prototypowej endotoksyny, ktora
moze bezposrednio aktywowa¢ makrofagi indukujgce produkcje cytokin zapalnych —
czynnik martwicy nowotworu-o, (TNF-a) i interleukina-6 (IL-6) — poprzez stymulacje
czynnika jadrowego kappa B (NF-kB). Nastepnie, stosujac test immunoenzymatyczny
i western blot, autorzy stwierdzili, ze linalol ostabit produkcj¢ indukowanego przez LPS
TNF-a i IL-6 zar6wno in vitro, jak i in vivo. Ponadto w komorkach RAW 264,6 linalol
blokowat aktywacje nie tylko szlaku NF-kB, ale takze szlaku kinaz bialkowych aktywo-
wanych mitogenami (MAPK). W zwiazku z tym linalol wykazuje dziatanie przeciw-
zapalne w stymulowanych LPS komorkach RAW 264,6 i w modelach zwierzecych
ostrego zapalenia ptuc wywotanego przez LPS, co wskazuje, ze linalol moze by¢ poten-
cjalnym nowym $rodkiem terapeutycznym w leczeniu choréb zapalnych.

Spozywanie papieroséw jest jedna z przyczyn przewleklej obturacyjnej choroby phuc
(POChP) [20]. Toksyczna mieszanina chemikaliéw, w tym dym papierosowy, powoduje
uporczywy stan zapalny w ptucach. Podczas tego procesu, zapalne cytokiny i chemokiny
TNF-0, IL-6, interleukina-1-beta (IL-1p), interleukina-8 (IL-8) i bialko — traktujace
chemoat monocytéw-1 (MCP-1) — sg rekrutowane do ptuc i w ten sposob hamowana
jest ich produkcja. Ma i in. [20] wykazali, ze linalol ostabia chorobg pluc wywotang
dymem papierosowym, poniewaz hamuje on zaréwno infiltracje komorek zapalnych,
jak i wytwarzanie TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-8 i MCP-1. W rzeczywistosci oba te badania —
Huo i in. [19] oraz Ma i in. [20] — podaja, ze hamowanie produkcji cytokin jest spowo-
dowane hamujacym dziataniem linalolu w stosunku do komoérek NF-kB. Ponadto Li i in.
[21] zasugerowali, ze linalol hamuje indukowany LPS stan zapalny w komoérkach
mikrogleju BV2, nie tylko na NF-«kB, ale takze przez aktywacj¢ czynnika/hem zwigza-
nego z czynnikiem erytroidalnym oksygenazy-1 (Nrf2/HO-1).

2.3. Wlasciwosci przeciwhiperlipidemiczne

Zarowno w krajach rozwinigtych, jak i nierozwinigtych wystepuje problem otylosci,
glownie ze wzglgdu na nowoczesny styl zycia zwigzany ze zmniejszonym dobowym
wydatkiem energetycznym i wzrostem spozycia niezdrowej zywnosci [22]. Hiperlipi-
demia jest $cisle zwigzana ze wzrostem poziomu cholesterolu catkowitego, glukozy we
krwi i trojglicerydow, ktore sa gtdéwnymi czynnikami predysponujacymi do cukrzycy
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i chordb uktadu krazenia [23]. Cheng i in. [22] zbadali skutki wywotane przez spozycie
olejku eterycznego z Cinnamomum osmophloeum i linalolu w r6znicowaniu adipocytow
przy uzyciu komorek 3T3-L1. Linalol powodowal utrzymanie optymalnych wartosci
glukozy i cholesterolu u myszy. Wywart rowniez wptyw na catkowite wartosci triglice-
rydow, powodujac ich spadek o0 25%. Te odkrycia wskazuja, ze linalol moze mie¢ dziatanie
ochronne na uktad krazenia. Zarowno olejek eteryczny, jak i linalol w duzych dawkach
(100 pg/ml), moze znaczaco hamowaé produkcje lipidow. Przeprowadzone badania
udowodnity, ze (3S)-(+)-linalol wykazuje potencjat do stosowania w przypadku kontroli
masy ciala bez szkodliwych skutkéw ubocznych.

Hipercholesterolemia jest kluczowym czynnikiem ryzyka miazdzycy ze wzgledu na
powstawanie miazdzycy po nagromadzeniu cholesterolu w tetnicy wiencowej tetnic
i p6Zniejszy rozwoj choroby wiencowej [24]. Fitochemikalia z zi6t i herbat moga obnizaé
poziom cholesterolu w osoczu, co moze by¢ wazne w zwalczaniu choréb sercowo-
-naczyniowych, zwtaszcza u 0séb z tagodng hipercholesterolemia. Cho i in. [24] zbadali
hipocholesterolemiczny wptyw linalolu na myszy C57BL/6 J i komorki HepG2.
U myszy oba — niskie (0,57 mg/mysz/dzien) i wysokie (120 mg/mysz/dzien) — st¢zenia
linalolu wykazywaly podobne dzialanie hipocholesterolemiczne, tj. niskie st¢zenie
linalolu wystarczylo do obnizenia poziomu cholesterolu w osoczu u myszy. Dziatanie
hipocholesterolemiczne linalolu zostato osiagnigte gtownie dzigki zmniejszonej ekspresji
reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMGCR). Spadek HMGCR wynikat
czgSciowo z wywolanej przez linalol redukcji biatka wigzacego element regulatorowy
sterolu 2 (SREBP-2). Przeprowadzone badania potwierdzajg, iz linalol wykazuje
korzystne dziatanie w leczeniu hipercholesterolemii.

2.4. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Linalol to skuteczny zwigzek przeciwbakteryjny, wykazujacy rowniez wlasciwosci
przeciwgrzybicze. Herman i in. [25] udowodnili, ze linalol wykazuje potencjat w kie-
runku znacznego zwigkszenia skutecznos$ci przeciwdrobnoustrojowej. Dostepne w handlu
olejki eteryczne z Thymus vulgaris (tymianek), Juniperus communis (jalowiec), Pelar-
gonium graveolens (geranium), Citrus bergamium (bergamotka), Citrus paradisi (grejpfrut),
Lavandula angustifolia (lawenda), Cinnamomum zeylanicum (cynamon), Melaleuca
alternifolia (drzewo herbaciane) oraz Syzygium aromatum (olejek gozdzikowy) byty
wzbogacane o linalol i Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924, Escherichia coli NCTC
12923, Staphylococcus aureus NCTC 10788, Candida albicans NCPF 3179 i Asper-
gillus brasiliensis NCPF 2275. Okazalo si¢, ze linalol wykazal wysokg aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa przeciwko S. aureus, E. coli i C. albicans. Zaobserwowano
réwniez, ze linalol wykazywal silniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko
E. coli niz J. communis, C. bergamium i P. graveolens anizeli same olejki eteryczne.
Dodatek linalolu do olejku eterycznego wzmocnit jego skutecznos¢ przeciwdrobnoustro-
jowa przeciwko P. aeruginosa i A. brasiliensis. Stwierdzono rowniez, ze linalol zwigkszyt
skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowg olejku T. vulgaris wobec P. aeruginosa. Tak wigc
dodatek linalolu synergistycznie zwigksza dzialanie przeciwdrobnoustrojowe olejkow
eterycznych.

Choroby przyzebia i prochnica stanowig infekcje jamy ustnej spowodowane przez
bakterie. Park i in. [26] przetestowali linalol na r6znych szczepach bakterii, takich jak:
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Fusobacterium
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nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans i Strepto-
coccus sobrinus. Wrazliwos¢ szczepoéw P. gingivalis i P. intermedia na linalol byta
zroznicowana w zaleznosci od szczepu. To samo zostato zweryfikowane w przypadku
szczepow paciorkowcow. Autorzy zasugerowali, ze linalol wykazuje dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe poprzez niszczenie $cian komorkowych bakterii, hamowanie aktywno$ci
enzymow bakteryjnych i thumienie translacji niektorych produktow genow regulatoro-
wych. Ponadto autorzy doszli do wniosku, Ze linalol wykazywat silne dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe przeciwko periodontopatom i prochnicogennym bakteriom. Jesli jednak
linalol ma by¢ stosowany jako sktadnik past do zebow lub jako roztwor do ptukania
gardla, nalezy przedsiewzia¢ srodki ostrozno$ci, poniewaz stezenie linalolu wyzsze niz
0,4 mg/ml moze dziata¢ draznigco na blone¢ sluzowa jamy ustne;j.

Innym przyktadem wlasciwosci przeciwbakteryjnych linalolu jest jego zastosowanie
jako antybiofilm przeciwko patogenom (Salmonella, Escherichia coli i Campylobacter),
ktore zanieczyszczajg zywnos¢. Duarte i in. [27] pokazali, ze linalol wykazuje dziatanie
antybiofilmowe przeciwko szczepom Campylobacter i Campylobacter coli. Ponadto
wykazano, ze stosowanie olejku z kolendry lub linalolu moze wydtuzy¢ okres przy-
datnosci do spozycia i zwigkszy¢ bezpieczenstwo zywnosci. Oprocz dziatania na patogeny
bakteryjne linalol posiada rowniez wiasciwosci przeciwgrzybicze. Candida spp., zwlaszcza
Candida albicans, sa powszechnymi sktadnikami normalnej mikroflory cztowieka i na
ogot zasiedlajg jame ustng, drogi oddechowe i jelitowe oraz jame pochwy. Hsu i in. [28]
wykazali przeciwgrzybicze dziatanie linalolu wobec C. albicans ATCC 14053. Wyniki
wskazuja, ze linalol moze mie¢ potencjat terapeutyczny w leczeniu kandydozy wywotanej
C. albicans. Ponadto protezy dentystyczne sa podatne na infekcje Candida, w szczegol-
nosci C. tropicalis, ktore mogg przedostawac sie do jamy ustnej [29]. W badaniach Souza
iin. [29] przebadano wtasciwosci przeciwgrzybicze kilku olejkoéw eterycznych. Okazato
si¢, ze olejek eteryczny Pelargonium graveolens byt najbardziej skuteczny przeciwko
biofilmom C. tropicalis. Linalol jest jednym z gtéwnych sktadnikéw olejku eterycznego
Pelargonium graveolens, dlatego autorzy przetestowali roOwniez sam zwigzek i stwierdzili,
ze linalol zapobiega tworzeniu si¢ biofilmow C. tropicalis. Uzyskane wyniki pokazuja
szczegodlne znaczenie linalolu w leczeniu infekcji jamy ustnej wywotanej przez grzyby.

2.5. Wlasciwosci przeciwlekowe i przeciwdepresyjne

Szybkie tempo codziennego Zycia przyczynia si¢ do wzrostu zachorowalno$ci na
choroby psychiczne. W tradycyjnej medycynie brazylijskiej olejki eteryczne z Aniba
rosaeodora, Aniba parviflora i Aeollanthus suaveolens sg znane ze swoich whasciwosci
uspokajajacych i przeciwdepresyjnych. Wspolng cecha olejkéw eterycznych Aniba
rosaeodora, Aniba parviflora i Aeollanthus suaveolens jest wysoka zawarto$¢ linalolu
(od 45 do 88,6%). Dos Santos i in. [30] ocenili wtasciwosci przeciwdepresyjne brazylij-
skich olejkéw eterycznych 1 linalolu na modelach myszy, ktore zostaty poddane testom
dotyczacym pomiaru aktywnosci anksjolitycznej w celu sprawdzenia ich dziatania
przeciwdepresyjnego, czynnosci lokomocyjnej oraz aktywno$ci na retencj¢ pamieci.
Okazalo sig, ze linalol jest glownym sktadnikiem odpowiedzialnym za antydepresyjne
i przeciwlekowe wiasciwosci olejkow eterycznych. Dodatkowo linalol wplywa na po-
budliwo$¢ neurondw poprzez hamowanie zaleznych od napigcia kanatow sodowych.

Guzman-Gutierrez i in. [31] przeprowadzili badania na olejku eterycznym Litsea
glaucescens, ktory stosowany jest w medycynie meksykanskiej. Wtasciwosci tego
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olejku sg mocno uzaleznione od stezenia w nim B-pinenu i linalolu. Autorzy publikacji
udowodnili, ze dootrzewnowe podanie linalolu (100 mg/kg) zmniejsza zdolnosé
poruszania si¢ u myszy, co wywotuje dziatanie uspokajajace, by¢ moze spowodowane
dziataniem linalolu na receptory NMDA. Guzman-Gutierrez i in. [32] donosza, ze linalol
wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne i relaksujgce poprzez receptory: serotoninowy
1A (znany roéwniez jako receptor 5-HT1 A) oraz o2 adrenergiczne.

Olejek eteryczny z lisci Cinnamomum osmophloeum zawiera okoto 90% linalolu
i jest powszechnie stosowany w leczeniu lgku [33]. Testy przeprowadzone na myszach
wskazuja, iz linalol wykazywal wtasciwos$ci anksjolityczne bez pogarszania czynnosci
lokomotorycznych zwierzat. Cheng i in. [33] opisali, ze po podaniu doustnym linalol
zmniejsza ilos¢ 5-hydroksytryptofanu (5-HT), dopaminy i noradrenaliny w korze czotowej
myszy. Ponadto autorzy wykazali, ze (3S)-(+)-linalol zwigkszyt poziom dopaminy
W prazkowiu (zwojach podstawy), bedac tym samym potencjalnym aktywnym zwigzkiem
w leczenia choroby Parkinsona.

Aromaterapia to nickonwencjonalna terapia tagodzaca objawy depresji i Igku, a takze
bezsenno$¢. Ta terapia wykorzystuje aromatyczne olejki eteryczne, ktore oddziatuja
z centralnym nerwem (CNS) dzigki tatwemu przechodzeniu sktadnikow olejkow przez
barier¢ krew—mozg [34]. Linalol jest gtownym skladnikiem szerokiej gamy olejkow
eterycznych stosowanych w aromaterapii, takich jak np. olejek lawendowy. Linck i in.
[35] opisali, ze w modelach myszy wdychanie linalolu wywotuje dziatanie uspokajajace,
prawdopodobnie poprzez wywieranie antagonistycznego dziatania na receptory NMDA.

Linck i in. [36] zauwazyli, ze wdychanie linalolu w modelach mysich wykazuje
dziatanie przeciwlekowe takie jak diazepam (lek psychotropowy).

Farmakologiczne dziatanie olejku lawendowego zbadano za pomoca dwdch testow
konfliktowych na myszach ICR. Olejek lawendowy spowodowat dziatanie przeciwlgkowe
przy zastsowaniu go w ilosci 800 i 1600 mg/kg w tescie Gellera i 800 mg/kg w tescie
Vogla. Analiza metoda GC/MS wykazata, ze olejek lawendowy zawiera 26 sktadnikow,
w tym oa-pinen (w stosunku 0,22%), kamfen (0,06%), B-mircen (5,33%), p-cymen
(0,3%), limonen (1,06%), cyneol (0,51%), linalol (26,12%), borneol (1,21%), terpinen-
-4-0l (4,64%), octan linalilu (26,32%), octan geranylu (2,14%) i kariofilen (7,55%).
Zbadano wptyw linalolu, octanu linalilu, borneolu, kamfenu, cyneolu, terpinen-4-olu,
a-pinenu i B-mircenu za pomocg testow konfliktu Gellera i Vogla u myszy z genem ICR.
Cineol, terpinen-4-ol, a-pinen i -mircen nie wywolywaty zadnych znaczacych efektow
przeciwlekowych w tescie Gellera. Octan linalilu nie wywolywal zadnych znaczacych
efektow. Zarowno borneol, jak i kamfen w dawce 800 mg/kg wywotywaly znaczace
efekty przeciwkonfliktowe w tescie Gellera, ale nie w tescie konfliktu Vogla. Linalol,
glowny sktadnik olejku lawendowego, wywolywat znaczace efekty przeciwkonfliktowe
odpowiednio przy 600 i 400 mg/kg w testach Gellera i Vogla, ktére byly podobne do
wynikéw olejku lawendowego. Badania te pokazaty, ze linalol jest gléwnym aktywnym
farmakologicznie sktadnikiem biorgcym udziat w przeciwlegkowym dziataniu olejku
lawendowego [37].

Marihuang lecznicza definiuje si¢ jako produkt na bazie konopi. Badania zwiazkow
konopi w chorobach psychicznych i neurologicznych skupiajg si¢ przede wszystkim na
glownych kannabinoidach, kannabidiolu (CBD) i A9-tetrahydrokannabinolu (A9-THC),
ktore wplywaja korzystnie na wiele chordb objawiajacych si¢ uposledzeniem funkcji po-
znawczych, neurodegeneracija i stanem zapalnym uktadu nerwowego, a takze przewlektym
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bolem, padaczka oraz zespotem stresu pourazowego. Roslina konopi zawiera >500
zwigzkoéw, w tym terpeny odpowiedzialne za profile smakowe i zapachowe roslin.
Ostatnio badania dostarczaja dowoddw na potencijalne zastosowanie niektorych terpendow
pochodzenia roslinnego we wspolczesnej medycynie. Zbadano wptyw dwoch kluczo-
wych terpenéw — pinenu i linalolu — na parametry istotne dla zaburzen neurologicznych
i psychiatrycznych. Przeprowadzone badania sugeruja, ze pinen i linalol sg odpo-
wiednimi kandydatami do dalszych badan jako nowe leki na r6zne choroby, w tym udar,
niedokrwienie, bol zapalny i neuropatyczny (w tym migren¢), zaburzenia poznawcze
(zwiazane z chorobg Alzheimera i starzeniem si¢), bezsenno$¢, Iek i depresje. Linalol
i pinen wplywaja na wiele neuroprzekaznikow, sygnatow zapalnych i neurotroficznych
oraz na zachowanie, wykazujac psychoaktywnos$¢. Optymalizacja profilu fitochemicznego
konopi moze stanowi¢ wyjatkowa okazje do odkrycia nowych lekéw do leczenia chorob
psychicznych i neurologicznych, jednak potrzebne sg dalsze badania [38].

2.6. Wlasciwosci przeciwnowotworowe oraz antyproliferacyjne

Obecnie w przemysle farmaceutycznym kladziony jest silny nacisk na nowe leki
stosowane w terapii onkologicznej. Aktualne badania pokazujg, iz fitochemikalia,
a w szczegolnosci monoterpeny, wpltywaja na wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe
indukujace autofagi¢ i apoptoze w roznych typach komorek nowotworowych [39].
W tradycyjnej medycynie japonskiej olejek Lindera umbellata jest stosowany w leczeniu
nerwobolow oraz sztywnosci bolowej karku i plecow [40]. Olejek eteryczny Lindera
umbellata, a takze jego glowny sktadnik — linalol — w tej samej dawce (5 lub 50 pg/ml)
powodowaly zahamowanie rozwoju komorek ludzkiej biataczki HL-60, réznicowanie
i ostatecznie indukowanie apoptozy [40, 41].

Dodatkowo linalol indukuje zatrzymanie cyklu komérkowego w niektorych typach
raka. Sun i in. [42] wykazali, Ze linalol o st¢zeniach 20, 40 i 80 uM indukowat sub-G1
poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego, a w konsekwencji doprowadzit do uszkodzenia
DNA. Podobnie Chang i in. [43] wykazali, ze w linii komoérkowe;j biataczki szpikowej
U937 linalol indukuje zatrzymanie cyklu komorkowego, ktory powoduje zawieszenie
replikacji, a w konsekwencji prowadzi do akumulacji uszkodzonego DNA i aktywacji
mechanizmo6w supresji guza. Ponadto w niedawnym artykule Zhao i in. [44] potwierdzili
cytotoksyczne dziatanie linalolu na komorki raka prostaty DU145 i PC-3 (ludzki kaukaski
gruczolak prostaty). W PC-3 linii komorkowej wrazliwo$¢ na linalol jest wyzsza
w poréwnaniu z linig komorkowag DU145, poniewaz w pierwszej linii ekspozycja na
linalol indukuje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M. Ten sam mechanizm
wystepuje w komodrkach Hela, prowadzac do wzrostu ekspresji genow supresorowych
nowotworow, takich jak: p53, p21, p27, p16 i p18 oraz inhibitoré6w kinaz zaleznych od
cyklin (CDKI), ktore mogg aktywowac mechanizmy $mierci komorkowej [45].

Przeprowadzone do tej pory badania wykazaty, iz potencjalne wiasciwosci przeciw-
nowotworowe linalolu sg $cisle zwigzane z jego dziataniem proapoptotycznym. W linii
komorek czerniaka ludzkiego RPMI 7932 Cerchiara i in. [46] udowodnili, ze stosujac
immunobarwienie fluorescencyjne, linalol aktywuje kaspaze 3, indukujac apoptozg.
Ponadto w linii komérkowej ludzkiego glejaka U87-MG linalol nie tylko zwickszat
kaspaze 9 1 3, ale takze zwigkszat ekspresj¢ czynnikow proapoptotycznych (Bax i Bak)
oraz redukowatl czynniki antyapoptotyczne (Bcl-2 i Bcl-xl) aktywujace wewnetrzny
szlak apoptozy [47]. Linalol wykazywal hamujgce dzialanie na komorki glejaka poprzez
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regulacje sirtuiny 3 — szlak sygnalizacyjny dysmutazy ponadtlenkowej 2 — reaktywnych
form tlenu (SIRT3-SOD2-ROS). Dodatkowo linalol hamowat ekspresje SIRT3, w kon-
sekwencji zmniejszajac aktywnos¢ SOD2, ktéra doprowadzita do wzrostu produkcji
ROS [47]. Wzrost produkcji ROS wywotany przez linalol (plus zmniejszenie zuzycia
tlenu przez mitochondria) aktywowat $ciezke apoptozy w linii komorkowej ludzkiego
glejaka U87-MG.

Podobnie badania przeprowadzone przez Jana i in. [48] potwierdzily, Ze dziatania
apoptotyczne i antyproliferacyjne linalolu sg wynikiem zwigkszenia produkcji ROS
i zmniejszenia aktywnosci enzymow przeciwutleniajgcych. Linalol wykazywat rowniez
selektywne dziatanie bioaktywne, indukujac mechanizmy przeciwnowotworowe i anty-
proliferacyjne w komoérkach nowotworowych oraz mechanizmy ochronne w prawidto-
wych komorkach [48].

Ponadto podczas testowania w szerokim zakresie stezen 1-1000 umol/L linalol akty-
wowal apoptoze ludzkich komorek raka okreznicy, gléwnie HCT 116, poprzez generacje
ROS [49]. lwasaki i in. [49] przeprowadzili badania in vivo na modelach mysich z hetero-
przeszczepem ludzkiego raka okre¢znicy i udowodnili, ze doustne podawanie linalolu
(W nizszej dawce 100 mg/kg i wyzszej 200 mg/kg) hamowato wzrost ludzkiego hetero-
przeszczepionego nowotworu w mysim modelu, bez wywotania dodatkowych skutkow
ubocznych. Mitié-Culafi¢ i in. [50] wywotali uszkodzenie DNA w ludzkich komérkach
watrobiaka (HepG2) oraz w ludzkim B limfoblastoid (NC-NC).

Linalol moze roéwniez dziata¢ jako aktywator komorek odpornosciowych odpowie-
dzialnych za jego dziatanie przeciwnowotworowe. W swoim badaniu Chang i Shen [49]
wykazali, Zze linalol wykazuje dziatanie cytotoksyczne na SW 620 (ludzki kaukaski
gruczolakorak jelita grubego) i T-47D (ludzki nowotwor piersi). Komorki HepG2
i A549 wykazuja wartosci IC50 odpowiednio 222, 224, 290 i 438 uM. W szczegolnosci —
w komorkach T-47D — specyficzne dla nowotworu dziatanie linalolu jest zwigzane
z aktywacjg odpowiedzi immunologicznej limfocytow Th1 (komorki pomocnicze T). Te
komorki odpornosciowe sa aktywowane przez cytokiny, ktore sg wytwarzane w komor-
kach T47D po ekspozycji na linalol.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe i antyproliferacyjne linalolu sg wynikiem aktywacji
szeregu roznych mechanizméw komorkowych. Uznaje sig, ze ekspozycja skory na pro-
mieniowanie ultrafioletowe (UV) moze powodowaé uszkodzenie DNA poprzez tworzenie
dimeréw cyklobutanu pirymidyny (CPD) oraz 6-4 fotoproduktow (6-4PPs) [51].
Gunaseelan i in. [52] donosza, ze w skorze narazonej na promieniowanie UV w mode-
lach myszy z nowotworem linalol hamowat ekspresje markeréw proliferacyjnych, takich
jak: NF-xB, TNF-a, IL-6, COX-2. Ponadto linalol zapobiegal nadmiernej ekspres;ji
angiogennej na takie czynniki jak: czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF)
i transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF-B1). Ochronne dziatanie linalolu, ktore
prowadzi do zmniejszenia zachorowalno$ci na raka skéry wywolanego promienio-
waniem UV u myszy, wynika z aktywacji kilku komérkowych szlakow sygnatowych.

Roéwnie ciekawe badania zostaly przeprowadzone na serii komorek rakowych pocho-
dzacych z o§miu narzadow ludzkich. Wyniki pokazuja, ze linalol wykazywat najsilniejsze
dziatanie przeciwko dziewigciu komorkom rakowym, a bajkaleina i luteolina rowniez
wykazywaly szerokie spektrum dziatania antyproliferacyjnego. Wsérod nich linalol
wykazywal najsilniejsze dzialanie przeciw rakowi szyjki macicy (IC50: 0,37 pg/ml),
zotadka (IC50: 14,1 pg/ml), skory (IC50: 14,9 pg/ml), ptuc (IC50: 21,5 pg/ml) ) i kosci
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(IC50: 21,7 pg/ml). Sposrdod flawonoidoéw najsilniejsze dzialanie luteolina wykazywata
wobec raka zotadka (IC50: 7,1 pg/ml), szyjki macicy (IC50: 7,7 pug/ml), ptuc (IC50:
11,7 pg/ml) i pecherza moczowego (IC50: 19,5 pg/ml), natomiast bajkaleina wykazywata
najsilniejsze dziatanie antyproliferacyjne wobec raka szyjki macicy (IC50: 9,8 pg/ml),
zotadka (IC50: 16,1 pg/ml) i skory (IC50: 19,5 pg/ml). Niniejsze badanie pokazuje, ze
linalol wykazywat najsilniejsze dzialanie przeciwko szerokiemu spektrum komorek
rakowych, zwtaszcza komdrkom raka szyjki macicy, co sugeruje, ze linalol i flawonoidy
sg czgsciowo odpowiedzialne za zapobieganie nowotworom poprzez spozywanie po-
pularnych warzyw i owocow [53].

2.7. Wlasciwosci neuroprotekcyjne

Linalol wykazuje dziatanie przeciwdrgawkowe, zapewniajac ochrone¢ przed penty-
lenotetrazolem, pikrotoksyng i przed drgawkami rogéwki wywolanymi elektrowstrzasami.
Dodatkowo linalol ma wtasciwosci hipotermiczne i wydtuza czas trwania snu wywo-
tanego przez pentobarbital sodu. Linalol znajdujacy si¢ w olejku eterycznym Salvia
lavandulaefolia mogtby znalezé zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimera [54].
Medeiros Venancio i in. [55] wykazali u szczuréw posiadajacych nerw kulszowy, ze
(3R)-(-)- linalol hamowat pobudliwo$¢ obwodowego uktadu nerwowego. Wiasciwosci
neuroprotekcyjne linalolu sa zwigzane z regeneracjg aksonow, co umozliwia powrét do
zdrowia po urazie rdzenia krggowego (SCI) [56]. SCI wigze si¢ z powaznym uszko-
dzeniem ruchowym, czuciowym i autonomicznym uktadu nerwowego. Kaka i in. [56]
opisuja, ze Lavandula angustifolia wykazuje wlasciwosci neuroprotekcyjne, poniewaz
jest w stanie promowac regeneracje¢ strukturalng i funkcjonalng SCI.

Niedroznos¢ naczyn krwionosnych w moézgu, ktora nastgpita wskutek udaru, powoduije,
ze komorki mézgowe otrzymuja tylko tlen bez glukozy. Brak dostaw energii powoduje
zaburzenia w syntezie ATP, prowadzac do masowej generacji wolnych rodnikéw oraz
dodatkowo zwigkszajac stres oksydacyjny. Neurony sa szczegdlnie podatne na stres
oksydacyjny ze wzglgdu na ich ograniczong zdolnos$¢ antyoksydacyjna. Park i in. [57]
ocenili neuroprotekcyjne dziatanie (3R)-(—)-linalolu przeciwko uszkodzeniu neuronow
korowych wywotanym reoksygenacja (doptywem) tlenu i glukozy (OGD/R) na model
udaru niedokrwiennego moézgu in vitro. Ze wzglgdu na dziatanie antyoksydacyjne
(wychwytywanie wolnych rodnikéw) i dziatanie przeciwzapalne (3R)-(—)-linalol istotnie
wplywa na uszkodzenie/$mier¢ neuronow korowych. Jak wspomniano powyzej, bogata
w lipidy tkanka mozgowa jest szczegdlnie podatna na: peroksydacje lipidow podczas
niedokrwiennego stresu oksydacyjnego, stad wysoka aktywno$¢ (3R)-(—)-linalolu.

Linalol wykazuje wptyw na neuroprzekaznictwo i skurcz miesni gtadkich powodujacy
rozluznienie migsni gladkich. Poyton i in. [58] zbadali wptyw linalolu na uktad
nerwowy. Okazalo sie, iz linalol wptywa (w 0,03%) na 5-HT, acetylocholing, histaming
i noradrenaling. Mechanizmy dziatania linalolu sg wieloczynnikowe, co prowadzi do
zahamowania propagacji presynaptycznego potencjalu czynnosciowego i postsynap-
tycznej odpowiedzi (wywotane receptorem sprzgzonym z biatkiem G). Oznacza to, ze
linalol zmniejsza st¢Zenie receptora sprzg¢zonego z biatkiem G migsni gladkich (GPCR).

3. Whnioski

Linalol (2,6-dimetylo-2,7-oktadien-6-0l) to aromatyczny alkohol monoterpenowy,
powszechnie wystepujacy w olejkach eterycznych i szeroko stosowany w perfumach,
w kosmetykach, w domowych srodkach czystosci i w dodatkach do Zzywnosci. Niniejszy
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przeglad wykazuje bioaktywne wiasciwos$ciach linalolu, w tym dziatanie przeciwnowo-
tworowe, przeciwdrobnoustrojowe, neuroprotekcyjne, przeciwlgkowe, przeciwdepresyjne
1 przeciwstresowe. Oprocz tego omowiono roOwniez potencjat terapeutyczny linalolu.
Dodatkowo linalol moze indukowa¢ apoptoze komoérek nowotworowych poprzez stres
oksydacyjny, jednoczesnie chronigc zdrowe komorki. Linalol wywiera dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe poprzez rozerwanie bton komoérkowych. Ochronne dziatanie
linalolu na watrobe, nerki i pluca wynika z jego dziatania przeciwzapalnego. Ze wzgledu
na dziatanie ochronne i niskg toksycznos$¢ linalol moze by¢ stosowany jako adiuwant
lekow przeciwnowotworowych lub antybiotykdw.
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Wilasciwosci lecznicze linalolu

Sreszczenie

Wiasciwosci lecznicze olejkow eterycznych pozyskiwanych z roslin aromatycznych znane sg od starozyt-
nosci. Glowne sktadniki tych olejkow naleza do grupy terpenow i odpowiadaja za szeroki zakres wlasciwosci
bioaktywnych olejkéw. Linalol (C10H180), czyli 3,7-dimetylo-1,6-oktadien-3-ol, jest alkoholem monoter-
penowym wystepujacym jako glowny skladnik roslinnych olejkow eterycznych, szczegodlnie olejku lawen-
dowego i kolendrowego. Linalol jest nietoksyczny, co niewatpliwie sprzyja jego zastosowaniu w przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym. Niniejszy przeglad skupia si¢ na dziataniu przeciwzapalnym, przeciw-
nowotworowym, przeciwhiperlipidemicznym, przeciwdrobnoustrojowym, antynocyceptywnym, przeciw-
bolowym, przeciwlgkowym, przeciwdepresyjnym i neuroprotekcyjnym linalolu.

Stowa kluczowe: linalol, olejek lawendowy, monoterpeny, dziatanie przeciwzapalne, dziatanie przeciw-
depresyjne

Medicinal properties of linalol

Abstract

The healing properties of essential oils from aromatic plants have been known since antiquity. The main
components of these oils belong to the group of terpenes and are responsible for a wide range of bioactive
properties. Linalol (C1oH180), chemical name 3,7-dimethyl-1,6-octadiene-3-ol, is a monoterpene alcohol
found as the main component of plant essential oils, especially lavender and coriander oils. Linalol is non-
toxic, which undoubtedly favors its use in the pharmaceutical and cosmetic industries. This review focuses
on the anti-inflammatory, antineoplastic, antihyperlipidemic, antimicrobial, antinoceptive, analgesic, anxiolytic,
antidepressant and neuroprotective effects of linalol.

Keywords: linalol, lavender oil, monoterpenes, anti-inflammatory effect, antidepressant effect
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Przeciwbakteryjna aktywnos$¢ kompleksow jonow
Co(Il), Mn(I1) oraz Zn(11) z kwasem niflumowym
I 1,10-fenantroling

1. Wprowadzenie

Bakterie sg najbardziej rozpowszechnionymi organizmami na $wiecie, gdyz cechuje
je niespotykana u zadnego innego organizmu zywego zdolnos$¢ adaptacji do otacza-
jacych warunkéw $rodowiska. Ponadto posiadaja zdolno$¢ zasiedlania powierzchni
skory, bton Sluzowych czy przewodu pokarmowego (ludzi i zwierzat), gdzie moga
peic role nieszkodliwej mikroflory, a nawet przyczyniac si¢ do prawidtlowego funkcjo-
nowania organizmu gospodarza. Sktadaja si¢ na to m.in. udziat bakterii w dostarczaniu
odpowiednich witamin czy wywotlywanie odpornosci na kolonizacj¢ przez drobno-
ustroje chorobotwodrcze u zywiciela. Jednakze bakterie sg roOwniez przyczyng wielu
chordb, w tym sepsy, zapalenia wsierdzia, kosci czy infekcji drog moczowo-ptciowych
[1-4].

Intensywne i nierzadko nieprawidtowe stosowanie lekow przeciwdrobnoustrojowych
wywarto ewolucyjng presj¢ selekcyjna na drobnoustroje w kierunku wytwarzania
mechanizmdéw opornosci o podtozu genetycznym. Dlatego tez pojedyncze leki, takie jak
antybiotyki aminoglikozydowe, antybiotyki B-laktamowe czy wykazujace wlasciwosci
antybakteryjne niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ, ang. NSAIDs — non-steroidal
antiinflammatory drugs) moga nie by¢ wystarczajaco skuteczne [5]. Z tego powodu
niezbedne sg poszukiwania nowych zwigzkow aktywnych [1, 2], gdyz bakterie wielo-
lekooporne mozna ponownie uwrazliwi¢ przez potaczenie antybiotykow z zatwier-
dzonymi zwigzkami z innych grup [6]. Uwaza si¢, ze NLPZ zmniejszaja stan zapalny,
goraczke 1 bol, ale rowniez wykazuja synergistyczny wplyw na aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng antybiotykow [7]. Dostepne sg ograniczone doniesienia dotyczace mechanizmu
dziatania potaczonych efektow antybiotykow z NLPZ [6, 8]. NLPZ zmniejszajg glownie
wytwarzanie mediatorow prozapalnych, ktore moga mie¢ dziatanie terapeutyczne
przeciwko infekcjom bakteryjnym. Problem opornosci na antybiotyki przeciwko pato-
genom mozna rozwigzac, taczac antybiotyki z NLPZ, nasilajgc ich dziatanie przeciw-
bakteryjne [8, 9].

Kwas niflumowy (kwas 2-[3-(trifluorometylo)anilino]nikotynowy, my, = 282,22 g/mol)
jest pochodng kwasu mefenamowego [10]. Zaliczany jest do fluoroorganicznych zwiaz-
kow zawierajacych pierscien benzenowy, w ktorych jeden lub kilka atomoéw wodoru
zostato podstawionych grupami trifluorometylowymi (rys. 1A). Obecnos¢ tych grup
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prawdopodobnie wplywa na poprawe wlasciwosci fizycznych, chemicznych oraz biolo-
gicznych w porownaniu do zwigzku pozbawionego ugrupowania trifluorometylowego.
Dlatego tez, podobnie jak inne zwigzki zawierajace grupe trifluorometylows (-CFs),
kwas niflumowy znajduje zastosowanie w przemysle farmaceutycznym [11]. Nalezy on
do grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, a stosowany jest jako s$rodek
przeciwbolowy oraz przeciwzapalny np. w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow.
W potaczeniu z innymi lekami moze powodowaé w organizmie reakcje niepozadane
takie jak np. krwotoki czy ostabianie leczniczego dziatania danego leku [12-14].

A B

Rysunek 1. Wzo6r strukturalny kwasu niflumowego (A) oraz 1,10-fenantroliny (B) [opracowanie wiasne,
program MarvinSketch 21.17.0, ChemAxon [15]

1,10-Fenantrolina (mw = 180,20 g/mol) jest pochodng fenantrenu (rys. 1B), wielo-
pierscieniowym weglowodorem aromatycznym wystepujacym w sterolach, hormonach
ptciowych, kwasach zotciowych, glikozydach nasercowych czy tez w alkaloidach
morfiny [16,17]. Ze wzgledu na swojg budowe i wlasciwosci chemiczne (w tym
zdolno$¢ chelatowania metali, np. cynku(Il), kobaltu(Il), miedzi(Il), zelaza(III))
1,10-fenantrolina i jej pochodne przedstawiaja wiele mozliwosci zastosowania. Zwiazki
te moga by¢ stosowane m.in. w chemii organicznej, nieorganicznej i analitycznej, do
produkcji herbicydow, jako katalizatory reakcji chemicznych lub jako gléwne sktadniki
czujnikéw luminescencyjnych stuzgcych do wykrywania jonéw metali. Ponadto — ze
wzgledu na zdolno$¢ oddziatywania z czasteczka DNA — moga by¢ wykorzystywane
jako $rodki terapeutyczne [18]. Zaréwno 1,10-fenantroling, jak i jej kompleksy z metalami
przejsciowymi wykazuja aktywnos¢ w uktadach biologicznych, ktéra obejmuje hamo-
wanie wzrostu niektorych bakterii chorobotwérczych (np. Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Mycoplasma spp.), grzybow (Candida albicans) czy wirusow. Nalezy
jednak zwroci¢ uwage na to, z jakimi innymi lekami stosuje si¢ 1,10-fenantroling,
poniewaz niektoére potaczenia moga powodowac reakcje niepozadane, a dzialanie obu
zwigzkéw moze si¢ wzajemnie niwelowac [16, 17].

Wezesdniejsze badania wykazaly, ze liczne kompleksy metali z NLPZ wykazuja
lepsze wiasciwosci biologiczne w pordwnaniu z samym lekiem [18-20]. Dodatkowo
wykazuja nizszg toksyczno$¢ niz nieorganiczne formy metali [21] oraz zmniejszajg
toksycznos¢ zotadkowo-jelitows i dziatania niepozadane [22]. Zwigkszona aktywnosé
kompleksow jonow metali z NLPZ w poréwnaniu z wolnymi ligandami wynika z faktu,
ze jony metali dziatajg jako miejsca wigzania bioczgsteczek z lekami oraz jako centra
redoks lub katalityczne i utatwiaja wigzanie poprzez wywotywanie zmian strukturalnych
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bioczasteczek [23]. Wspomniane fakty przyczynity si¢ do tego, ze kompleksy zawierajace
kwas fenamowy 1 jego pochodne sg ostatnio szeroko badane pod katem ich dzialania
biologicznego (przeciwdrobnoustrojowego [18], przeciwzapalnego [18, 23, 24], przeciw-
nowotworowego [25, 26] i przeciwutleniajacego [27, 28]). Ponadto badane sg rowniez
ich interakcje z bioczasteczkami takimi jak DNA i albuminy — w celu okreslenia ich
sposobu wigzania i mozliwego znaczenia biologicznego [28-31].

Podstawa do opracowania zwigzkoéw na bazie jonéw Co(II), Mn(Il), Zn(II), kwasu
niflumowego oraz 1,10-fenantroliny byto potaczenie whasciwosci kazdej ze wspomnia-
nych sktadowych. W niniejszej pracy dokonano oceny wiasciwosci antybakteryjnych
kompleksow jonow Co(Il), Mn(Il) oraz Zn(Il) z kwasem niflumowym oraz z kwasem
niflumowym i 1,10-fenantroling wobec Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych bakterii.
Dodatkowo poddano analizie wzajemne oddziatywania gentamycyny, potsyntetycznego
antybiotyku aminoglikozydowego oraz kompleksow jonéw Zn(Il) z kwasem niflumo-
wym oraz z kwasem niflumowym i 1,10-fenantroling wobec certyfikowanego szczepu
Staphylococcus aureus.

2. Material i metody

Ocenie poddano aktywnos¢ przeciwbakteryijng trzech kompleksow kwasu niflumowego
z jonami metali przej$ciowych (Me-Nif, gdzie Me oznacza jony: Co(ll), Mn(11) i Zn(1l))
oraz trzech heteroligandowych komplekséw tego kwasu z ww. jonami metali, z 1,10-fenan-
troling (Phen) pelniaca rolg koliganda (Me-Nif-Phen). Badane zwiazki byty udostgpnione
przez pracownikow Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Chemicz-
nego Politechniki Rzeszowskiej. Aktywnos¢ antybakteryjna byta badana wobec bakterii
Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 10536 oraz Pseudomonas aeruginosa ATCC
21458), a takze Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 oraz Staphylococcus epidermidis ATCC 35984). W celu
wyznaczenia warto$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii (ang. Minimum
Inhibitory Concentration, MIC) wykorzystano metode mikrorozcienczen na ptytkach
96-dotkowych — na podstwie metodologii CLSI (Clinical & Laboratory Standards
Insitute). Minimalne stezenie bakteriobdjcze (ang. Minimum Bactericidal Concentration,
MBC) okreslono wysiewajac bakterie po inkubacji z okreslonymi stgzeniami zwigzkoéw
na plytki Petriego z podtozem agarowym. Wzajemne oddziatywania pomiedzy Zn(lIl)-
-Nif-Phen a antybiotykiem gentamycyng poddano analizie, stosujac metode szachownicy
(ang. checkerboard).

2.1. Minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii oraz minimalne st¢zenia
bakteriobojcze

Prace Bocian i in. (2018) [32] oraz Zapata i in. (2021) [13] przedstawiajg szcze-
gotowy opis zastosowanej metodyki. W skrocie: robocza hodowle bakteryjng o gestosci
10° kom./ml przygotowano w pozywce Mueller Hinton Broth (MHB). W kazdym dniu
badania przygotowywano seryjne 2-krotne rozcienczenia zwigzkéw w pozywce MHB
na ptytkach 96-dotkowych. Nastepnie dodawano bakterie z hodowli roboczej, ponownie
rozcienczajac 2-krotnie zwiazki na ptytkach. Ptytki inkubowano w 37°C w otaczajacym
powietrzu przez 18-24 godziny, po czym odczytano wyniki, analizujac stopien zmet-
nienia hodowli w dotkach zawierajacych okreslone stezenie badanego zwiazku. W przy-
padku watpliwosci — porownywano z uzyskanymi wynikami z pomiaru spektrofoto-
metrycznego przy dhugosci fali 600 nm. Najnizsze stezenie zwigzku, ktore catkowicie
hamowato wzrost hodowli bakteryjnej okreslano jako MIC.
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W kolejnym kroku z kazdego dolka, dla ktérego wyznaczono MIC, a takze dwodch
dotkow zawierajacych stezenie 2 x MIC oraz 4 x MIC, pobrano po 100 pl hodowli
bakteryjnej i wysiano na szalki Petriego z zestalong pozywka (Mueller Hinton Agar,
MHA). Tak przygotowane szalki inkubowano przez 18-24 godziny w 37°C, a nastepnie
obserwowano na pozywce MHA wystgpowanie lub brak kolonii bakteryjnych. Zwiazki,
dla ktérych zaobserwowano brak wzrostu kolonii, okreslono jako bakteriobdjcze
w badanym zakresie stezen (MIC, 2 x MIC, 4 x MIC). Zwiazki, dla ktorych w kazdym
przypadku zaobserwowano wzrost kolonii bakteryjnych, okreslono jako bakteriostatyczne
w badanym zakresie stgzen (MIC, 2 x MIC, 4 x MIC). W pozostatych przypadkach
Wyznaczono warto§¢ MBC.

2.2. Analiza wzajemnych oddzialywan gentamycyny oraz kompleksu
jonow Zn(II) z kwasem niflumowym i 1,10-fenantrolina

Metoda szachownicy (ang. checkerboard) lub wyznaczania frakcyjnego st¢zenia
hamujacego (ang. Fractional Inhibitory Concentration, FIC) wykorzystywata metodyke
podobng do tej, ktora stosowana byta w celu okreslania MIC metoda seryjnych mikro-
rozcienczen [33]. Stezenia badanych zwigzkéw ustalono tak, by otrzymaé serie
dwukrotnych rozcienczen, poczawszy od stezenia 2 x MIC, 4 x MIC kazdego ze
stosowanych zwigzkdéw. Rozcienczenia jednego z badanych $rodkow w kombinacji
przeprowadza si¢ wzdtuz osi odcigtych, za§ drugiego z nich wzdhiz osi rzednych.
Inkubacje¢ przeprowadza si¢ standardowo przez 18-24 godziny w temperaturze 37°C.
Interakcje badanych zwigzkdéw przeciwdrobnoustrojowych w kombinacji wyraza si¢
ilosciowo jako utamkowy wskaznik stezenia hamujacego wzrost bakterii (ang. fractional
inhibitory concentration index, FICI) i oblicza dla kazdego zwigzku wedlug ponizszego
rownania:

FICI = FICA+ FICB )
gdzie:
__ MIC zwigzku A w kombinacji ze zwiazkiem B
FicA = MIC zwiazku A (2)
FICB = MIC zwiazku B w kombinacji ze zwiazkiem A (3)

MIC zwiazku B

Uzyskane wyniki FICI mozna uznaé¢ za synergistyczne, gdy wartos¢ wskaznika
przyjmuje wartosci <0,5, addytywne — gdy 0,5 < FICI < 1, oboj¢tne — gdy otrzymane
warto$ci mieszczg sie w przedziale 1-2 lub antagonistyczne — gdy FICI > 2 [32].

Inny sposéb okreslania charakteru oddziatywan na podstawie indeksow FICI opiera
si¢ na wyodrgbnieniu jedynie trzech rodzajow interakcji: a) synergizm (FICI < 0.5);
b) brak oddziatywan (FICI > 0.5 i <4.0); oraz c) antagonizm (FICI > 4.0) [34].

3. Wyniki

Ocenie poddano aktywnos$¢ przeciwbakteryjng in vitro kompleksow jonow Co(II),
Mn(I1), Zn(ll) z kwasem niflumowym oraz kwasem niflumowym i 1,10-fenantroling
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych poprzez okreslenie wartosci MIC i MBC
oraz porownanie uzyskanych wynikow aktywnosci z referencyjnymi srodkami przeciw-
drobnoustrojowymi stosowanymi jako produkty lecznicze (gentamycyna, chloramfenikol,
kanamycyna i tetracyklina).
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3.1. Minimalne stezenie hamujace wzrost bakterii oraz minimalne stezenia
bakteriobojcze

Wszystkie analizowane zwigzki wykazywaly silniejsze dziatanie hamujace wzrost
wszystkich wykorzystanych bakterii w poréwnaniu z ligandem — kwasem niflumowym.
Jedynie wobec szczepow S. epidermidis kompleksy heteroligandowe z 1,10-fenantoling
wykazywaly zwiekszong aktywno$¢ antybakteryjng w porownaniu do samego koliganda.
Dodatkowo zaobserwowaé mozna byto zalezno$¢, iz oba szczepy S. epidermidis charak-
teryzowaly sie najwiekszg wrazliwoscig wobec wszystkich badanych kompleksow (tab. 1).

Tabela 1. Warto$ci MIC oraz MBC kompleksow jonéw Co(Il), Mn(II), Zn(II) z kwasem niflumowym oraz
z kwasem niflumowym i 1,10-fenantroling wyznaczone w badanym zakresie stezen: dla Co(I)-Nif-Phen
od 0,001 do 6,25 mM, dla pozostatych kompleksow: od 0,001 do 12,5 mM)

9 g3 @ 28 23
=8 £ 3 33 EY ER
g - 'g')(\l ‘i:’ 8 5 5™
Badane zwigzki s 53 ®© O 28 -8_8
E © = v B T = o =
< o < < s < » <
MIC / MBC [mM]

. . . | 0195/
Co(I1)-Nif 0,781%/nb | 0,781/nb | 0,098/0,781 | 0,024/ 1568
. . | 3125/ . | 0,098/
Co(ll)-Nif-Phen | 0,391/ Goso | 0195/3.125 | 0006/- 0781
Mn(I1)-Nif 6.2504/nb | 3.125/nb | 0,049/0,049 | 0,012/—" 0600222/
. 0,024/ 0,195/ . | 0,049/
Mn(11)-Nif-Phen 0,105 Lees | 0195/3125 | 0012/- 0,105
. 0,049/ 0,098 /

- a [l y
Zn(11)-Nif 3125%/nb | 3125/nb | 0098/078L | oo 1563
. . | 1563/ . 0,024/ 0,195/
Zn(I)-Nif-Phen | 0,049/ 1 563 0,195/ 0,301 3125

HNif 12500/nd | 3.125/nd | 0,781/0,781 °é718215/ 12,500/ *
Phen 004971 781/~ | 0.781/0,781 | 0.049/—* | 0,195/—"
0,049

Chloramfenikol 0,012 0,774 0,024 0,012 0,774
Gentamycyna 0,004 0,387 0,002 0,004 3,978
Kanamycyna 0,008 . 0,008 0,016 0,008

nd — brak wiasciwosci bakteriobojczych w badanym zakresie stgzen
nb — nie badano

* — brak wladciwosci antybakteryjnych w badanym zakresie stgzen
Zrodlo: opracowanie whasne.

Uzyskane wyniki potwierdzaja doniesienia o istotnym wplywie jonow metali na
aktywnos$¢ kompleksow kwasu niflumowego. Najwiekszy wzrost aktywnosci przeciw-
bakteryjnej w porownaniu z samym ligandem zaobserwowano dla kompleksu Mn(II)-
-Nif wobec P. aeruginosa ATCC 21458 oraz wobec S. epidermidis ATCC 12228,
odpowiednio 520- oraz 65-krotne zmniejszenie wartosci MIC. Przytaczenie koliganda
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do ww. kompleksu nieznacznie pogorszylo dzialanie przeciwbakteryjne kompleksu
Mn(I1)-Nif-Phen wobec S. epidermidis. Interesujacym jest, ze obecnos¢ koliganda we
wszystkich kompleksach powodowata zwigkszenie obserwowanej warto§ci MIC wobec
S. aureus, natomiast wobec E. coli wartos¢ MIC ulegata znacznemu zmniejszeniu. WWobec
S. epidermidis ATCC 12228 zwiazki zawierajace jony Mn(II) posiadaja warto§¢ mini-
malnego st¢zenia hamujacego wzrost bakterii poréwnywalng z chloramfenikolem oraz
kanamycyna. Kompleks Co(II)-Nif wykazuje aktywno$¢ antybakteryjng wyzsza lub
porownywalng z antybiotykami.

3.2. Analiza wzajemnych oddzialywan gentamycyny oraz kompleksu
jonow Zn(II) z kwasem niflumowym i 1,10-fenantrolina

Analize wzajemnego oddziatywania z gentamycyna (Gen) przeprowadzono dla samego
liganda, samego koliganda oraz kompleksu jonow Zn(Il) z kwasem niflumowym i 1,10-
fenantroling, wykorzystujac metod¢ szachownicy wobec S. aureus ATCC 6538 oraz
E. coli ATCC 10536 (tab. 2).

Tabela 2. Wartosci FICI dla badanych zwiazkow zastosowanych w kombinacji z gentamycyna oraz
odpowiadajacy im rodzaj oddziatywania

E. coli S. aureus
ATCC 10536 ATCC 6538
Kombinacja dl;/”f . MIC FIC dl;/”f . MIC FIC
zwigzkow Wdziatamd -, kombinacji | Wdziatamu -, kombinacji I
osobnym osobnym

Zn(I1)-Nif- 0,049 /> 0,195/ 0,049/
Phen/Gen | 04970004 | 5 516 0,002 00005 | 9°

. 0,098 / 0,195/
Zn(I)Nif/ Gen | 3,125/0,004 | 6,25/0,004 " 0,002 0.0002 >2

. 125/> 0,781/ 0,391/
HNif / Gen 12,5/0,004 0,016 0,002 0,0005 0,75

0,195/> 0,781/

Phen / Gen 0,049/ 0,004 0,016 0,002 0,049/0,002 | 1,06

Zrédlo: opracowanie wiasne.

Ligand, koligand oraz kompleksy Zn(I1)-Nif i Zn(I1)-Nif-Phen wykazaly antago-
nistyczny charakter oddzialywania w potaczeniu z gentamycyng wobec E. coli. Wobec
Gram-dodatniej bakterii S. aureus interakcje kompleksu Zn(11)-Nif-Phen z gentamycyna
okreslono jako synergizm, czyli zaobserwowano wzmocnienie dziatania antybakteryjnego
przy nizszym stezeniu obu zwigzkoéw w porownaniu do uzyskanych wartosci MIC dla
zwigzkow dziatajacych osobno. Kompleks Zn(II)-Nif wykazat natomiast w kombinacji
z gentamycyna antagonistyczny charakter oddzialywania. Potaczenie kwasu niflumo-
wego 1 gentamycyny wykazywalo charakter obojetny lub addytywny, w zaleznosci od
wykorzystanej metody podziatu indekséw FICI. Natomiast wzajemne oddzialywania
1,10-fenantroliny i gentamycyny okreslono jako obojetne.

4. Whnioski

W niniejszej pracy podjeto si¢ oceny wilasciwosci antybakteryjnych kompleksow
jonow Co(II), Mn(II) oraz Zn(II) z kwasem niflumowym, a takze kwasem niflumowym
oraz 1,10-fenantroling jako koligandem. Dodatkowym celem byta ocena wzajemnego

75



Ewa Ciszkowicz, Anna Mitos, Katarzyna Lecka-Szlachta, Lidia Zapata

oddziatywania gentamycyny z heteroligandowym kompleksem z jonami Zn(Il) wobec
Gram-dodatniej bakterii Staphylococcus aureus i Gram-ujemnej Escherichia coli.

Do chwili obecnej w literaturze swiatowej nie ma doniesien o syntezie kompleksow
heteroligandowych (Me-Nif-Phen) z wymienionymi metalami, a opisane kompleksy
z kwasem niflumowym nie zostaty szczegdtowo przebadane pod katem ich wlasciwoséi
antybakteryjnych. Stad tez badania prowadzone w obrebie niniejszej pracy s3 inno-
wacyjne w skali $wiatowej.

Niesteroidowe leki przeciwzapalne sg czesto najwazniejsza sktadowa masci i kremow
wykorzystywanych w leczeniu stanow zapalnych skory. Stad opracowanie komplekséw
zawierajacych dodatkowo jony metali, a u czesci takze 1,10-fenantroling, o wzmoc-
nionej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej stanowitoby odpowiedZz na zapotrzebowanie
farmakologiczne w tej dziedzinie. Dodatkowa zaletg otrzymanych zwiazkéw moze by¢
réwniez ich forma amorficzna, co sprawia, ze leki sg bardziej biodostepne [13]. Dobor
szczepdw bakteryjnych byl podyktowany potencjalnym zastosowaniem badanych
kompleksow w leczeniu stanow zapalnych skory i odpowiedzia na zapotrzebowanie
farmakologiczne w tej dziedzinie. Bakterie S. epidermidis moga wywotywac stany zpalne
skory, natomiast S. aureus i P. aeruginosa utrudniaja gojenie si¢ ran, np. oparzeniowych
[35, 36].

Najwyzsza skutecznos¢ syntetyzowane kompleksy wykazaty wobec Gram-dodatniej
S. epidermidis ATCC 12228, ktéra nie tworzy biofilmu bakteryjnego. Jest to najprawdo-
podobniej przyczyna zwigkszonej wrazliwosci tego szczepu na badane kompleksy,
poniewaz biofilm chroni bakterie przed reakcjg uktadu odpornosciowego gospodarza,
dzigki czemu sg bardziej oporne na czynniki przeciwbakteryjne niz ich odpowiedniki
planktonowe [37]. Utworzenie komplekséw kwasu niflumowego z jonami metali
przejsciowych wptyneto na zwigkszenie aktywnos$ci antybakteryjnej w poréwnaniu do
samego liganda.

Analiza wspdlnego oddzialywania gentamycyny oraz kompleksow z Zn(Il) miata na
celu znalezienie odpowiedzi, czy tak korzystne dziatanie antybakteryjne zwigzku moze
by¢ wzmocnione poprzez interakcje z antybiotykiem. Uzyskane wyniki s zgodne z donie-
sieniami okreslajagcymi rodzaj interakcji NLPZ (diklofenak, ketorolak) z gentamycyna,
wskazujac na brak istotnych oddziatywan [7]. Kompleks kwasu niflumowego z jonami
Zn(I) oraz 1,10-fenantroling charakteryzuje si¢ wzmozong aktywnoscig w potgczeniu
Z gentamycyna, co moze stanowi¢ podstawe do badan nad zastosowaniem tego potgczenia
w praktyce klinicznej.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz charakter oddziatywania jest silnie zwigzany z rodza-
jem bakterii. Wobec E. coli, bedacej bakterig Gram-ujemna, zostato zaobserwowane
antagonistyczne dzialanie gentamycyny z badanymi zwigzkami, co spowodowato zno-
szenie aktywnosci antybakteryjnej, ktora posiadajg owe zwigzki stosowane w pojedynke.
Oznacza to, ze dane 2 substancje skladajace si¢ na okreslong kombinacje wzajemnie
niweluja swoje dziatanie antybakteryjne, w zwiazku z czym kombinacja ta nie posiada
zastosowania w zwalczaniu drobnoustrojow.

Leczenie infekcji bakteryjnych przez skojarzenie NLPZ z antybiotykami moze sta-
nowi¢ skuteczny sposéb przezwycigzenia lekoopornosci wsrod bakterii. Nalezy jednak
odpowiednio dobra¢ zwiazki i ich stezenia, by zapewni¢ optymalne dziatanie antybak-
teryjne potencjalnych lekow.
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Przeciwbakteryjna aktywno$¢ komplekséw jonéw Co(I1), Mn(II) oraz Zn(II)
z kwasem niflumowym oraz kwasem niflumowym i 1,10-fenantroling

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo dokonanie oceny wlasciwosci antybakteryjnych kompleksow jonow Co(Il),
Mn(l1), Zn(I1) z niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym, kwasem niflumowym, a takze z 1,10-fenantroling
jako koligandem, wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Wyznaczono warto$ci minimalnego
stezenia hamujacego wzrost bakterii, minimalnego stezenia bakteriobojczego oraz wykorzystano metode
szachownicy (ang. checkerboard) w celu okre$lenia rodzaju interakcji pomigdzy kompleksami zawierajg-
cymi jony cynku(Il) a antybiotykiem gentamycyna wobec Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli.
Ogolne najbardziej korzystne dzialanie kompleksow stwierdzono przeciw bakteriom S. epidermidis ATCC
12228, dla ktorych wyznaczono wartosci MIC poréwnywalne ze standardowymi antybiotykami (chloram-
fenikol, gentamycyna, kanamycyna). Wzmocnione dziatanie antybakteryjne wykazata kombinacja gentamy-
cyny z kompleksem jonow Zn(II) z kwasem niflumowym i 1,10-fenantroling, dla ktorych rodzaj interakcji
zostat okres$lony jako synergistyczny.

Stowa kluczowe: kwas niflumowy, 1,10-fenantrolina, kompleksy metali przejsciowych, badania antybakteryjne

Antibacterial activity of Co(l1), Mn(l1) and Zn(I1) complexes with niflumic acid
and 1,10-phenanthroline

Abstract

The aim of this study was to evaluate the antibacterial properties of Co(Il), Mn(11), Zn(ll) ion complexes with
anon-steroidal anti-inflammatory drug, niflumic acid, as well as with 1,10-phenanthroline as a colligand,
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The values of the minimum concentration inhibiting
bacterial growth, the minimum bactericidal concentration were determined and the checkerboard method
was used to determine the type of interaction between complexes containing zinc(ll) ions and the antibiotic
gentamicin against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The overall most beneficial effect of the
complexes was found against S. epidermidis ATCC 12228 bacteria, for which MIC values comparable with
standard antibiotics (chloramphenicol, gentamicin, kanamycin) were determined. The combination of genta-
micin with a complex of Zn(ll) ions with niflumic acid and 1,10-phenanthroline, for which the type of
interaction was described as synergistic, demonstrated the enhanced antibacterial activity.

Keywords: niflumic acid, 1,10-phenanthroline, transition metal complexes, antibacterial tests
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Wystepowanie grzybow
w samochodowych filtrach klimatyzacyjnych

1. Wprowadzenie

Transport drogowy jest w Polsce najbardziej powszechnym sposobem przewozu
0s0b i towarow, stanowit on w 2019 1. 86,5%. Przykladem moze tu by¢ Warszawa, gdzie
szacunkowa liczba pasazerow przewiezionych autobusami komunikacji miejskiej
w 2019 r. wnosita 600 mln. Transportem samochodowym w 2019 r. przewieziono na
terenie Polski ponad 2 mld tadunkéw, dla poréwnania koleja zaledwie 200 miliondw [1].
Liczba osobowych pojazdow samochodowych zarejestrowanych w Polsce, wg Centralnej
Ewidencji Pojazdow i Kierowcow, w dniu 31 grudnia 2019 r. wyniosta ponad 24 mln,
natomiast samochodow cigzarowych ponad 3,5 mln [2].

W celu podwyzszenia komfortu kierowcow i pasazeréw w pojazdach samochodowych
instalowane s3 manualne lub automatyczne systemy klimatyzacyjne. W 1939 r. firma
Packard w Stanach Zjednoczonych po raz pierwszy zaoferowata nabywcom samochodow
osobowych klimatyzatory. Chrysler Imperial w 1953 roku byt jednym z pierwszych
samochodow seryjnych, ktory oferowat jako opcje nowoczesng klimatyzacje samocho-
dowa [3]. Od lat 50. XX w. regularnie obserwuje si¢ wzrost liczby samochodow wyposa-
zonych w instalacje klimatyzacyjng. Pod koniec lat 80. okoto 10% nowych samochodow
sprzedawanych w Europie bylo wyposazonych w instalacje klimatyzacyjne, w 2013 r.
byto to juz 74%. W nowoczesnych instalacjach klimatyzacyjnych samochodéw osobowych
stosowane sa najczesciej filtry jednostopniowe wykonane z celulozy, celulozy z wiok-
ning lub wylacznie z widkniny z tworzywa sztucznego (np. poliesteru). Samochody
ciezarowe, pojazdy eksploatowane w warunkach duzego zapylenia s zwykle wyposazone
w kilkustopniowe systemy filtracji: warstwa podstawowa, odpowiedzialna za wychwyt
najwigkszych czastek pylu, w tym pytkow roslin; warstwa §rodkowa (mikrofaza),
zatrzymujgca czastki grzybow, bakterie i drobiny sadzy; warstwa nasycona weglem
aktywnym (opcjonalnie), ktora chroni wnetrze kabiny samochodu przed szkodliwymi
gazami, takimi jak: ozon, tlenek wegla, tlenek azotu; warstwa no$na, stabilizujgca
konstrukcje catego filtra [4].

W miare wydluzania si¢ okresu eksploatacji zanieczyszczone filtry w samochodo-
wych systemach klimatyzacyjnych moga zapewnia¢ mikroorganizmom dostep do substancji
odzywczych i wody [5]. Stajg si¢ wowczas zrodlem niepozadanej kontaminacji po-
wietrza mikroorganizmami, w tym drobnoustrojami chorobotworczymi [6]. W pi$mien-
nictwie przedmiotu spotykane sa prace charakteryzujace zanieczyszczenie mikrobiolo-
giczne samochodowych instalacji klimatyzacyjnych. Wynika z nich, ze pojawiaja si¢

I magol@ciop.pl, Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy, www.ciop.pl.
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Wystepowanie grzybow w samochodowych filtrach klimatyzacyjnych

gléwnie grzyby, a wsrod nich plesniowe i drozdzoidalne. Najczgsciej izolowane sg
gatunki z rodzaju: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium i Penicillium
oraz Candida [7-9].

Wystepowanie i rozwoj grzybow plesniowych wigze si¢ z uwalnianiem do $rodo-
wiska wielu aktywnych biologicznie czgstek, w tym alergendow, mykotoksyn, lotnych
zwigzkow organicznych i glukanéw. Narazenie, zwtaszcza droga inhalacyjna, na grzyby
plesniowe moze by¢ przyczyna reakcji alergicznych, przybierajacych rozne postaci dole-
gliwosci: zapalenia spojowek, niezytu blony §luzowej nosa, kataru siennego, dychawicy
oskrzelowej, a takze alergicznego zapalenia pecherzykéw plucnych (AZPP). U osob
Z obnizona odpornoscia grzyby moga by¢ przyczyna cigzkich infekcji oportunistycznych
[10].

W tym kontekscie celem niniejszych badan byla ocena samochodowych wtoknin
filtracyjnych pod katem obecnosci w nich grzybow plesniowych i drozdzoidalnych.

2. Materialy i metody

Probki uzywanych filtrow z 10 samochodéw cigzarowych/dostawczych pobierano
w 2 turach pomiarowych: w czasie trwania umownie przyjetego sezonu ,,zimowego”
(3-miesigczny okres — od stycznia do marca, w ktorym $rednia temperatura powietrza
zewngetrznego utrzymywata si¢ ponizej 10°C przez co najmniej 7 dni) oraz ,,letniego”
(5-miesieczny okres — od maja do wrzeénia, o $redniej temperaturze powietrza zewnetrz-
nego powyzej 10°C utrzymujgcej si¢ przez co najmniej 7 dni).

W kazdej turze pomiarowej pobierano rowniez probki filtréw nowych/nieuzywanych
i poddawano je analizie w taki sam sposob, jak uzywane filtry.

Charakterystke samochodéw wytypowanych do badan przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka samochodow ciezarowych objetych badaniem w sezonach ,,zimowym” i ,,letnim”

Nr Rok Przebieg [km] Przebieg od ostatniej wymiany | Rodzaj systemu
produkgji filtra kabinowego [km] klimatyzacyjnego
Sezon zimowy
1z 2015 465 250 50 000 Automatyczny
2/1Z 2014 420 000 50 000 Manualny
3/Z 2016 388 204 50 000 Manualny
4/Z 2014 310 000 30 000 Manualny
5/1Z 2014 512 355 50 000 Automatyczny
6/Z 2010 586 100 brak danych Automatyczny
71z 2013 510 000 50 000 Automatyczny
8/Z 2000 693 000 brak danych Manualny
9/Z 2011 567 000 brak danych Automatyczny
10/2 2015 550 000 200 000 Automatyczny
Sezon letni

/L 2000 688 000 brak danych Manualny
2/L 2017 360 000 70 000 Manualny
3/L 2017 388 000 50 000 Automatyczny
4/L 2016 266 380 50 000 Manualny
5/L 2016 525 500 brak danych Automatyczny
6/L 2009 1208 724 brak danych Automatyczny
7/L 2011 599 345 brak danych Automatyczny
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8/L 2008 78 000 20000 Manualny
9/lL 2014 700 000 100 000 Automatyczny
10/L 1999 555 000 20000 Manualny

Zrédlo: opracowanie wiasne.

Z kazdego filtra pobierano, przy uzyciu sterylnego skalpela/nozyczek, fragment
o wymiarach 10 x 10 ¢m, wazono go i umieszczano w 100 ml roztworu (1 g/l pepton +
5 g/l NaCl). Kazda probke nastepnie wytrzasano na wytrzasarce orbitalnej przez 15 minut
przy 250 rpm, a w dalszej kolejnosci wysiewano, kazdorazowo w 2 powtorzeniach, po
100 pl na podtoza mikrobiologiczne: agar z ekstraktem stodowym (Malt Extract Agar —
MEA, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy).

Warunki inkubacji posianych probek z filtrow przedstawialy si¢ nastgpujaco: 4 dni
(30°C) + 4 dni (22°C). Wszystkie probki byty inkubowane w warunkach tlenowych.

Stezenie zywych mikroorganizméow byto wyrazane jako liczba jednostek tworzacych
kolonie (jtk), obecnych w 1 m? filtra (jtk/m?).

Identyfikacji grzybow dokonano na podstawie obserwacji makro- i mikroskopowych
cech kolonii prowadzonych w oparciu o klucze taksonomiczne [11-13]. Do identyfikacji
grzybow drozdzoidalnych zastosowano szereg biochemiczny API AUX (bioMérieux
SA, Marcy I'Etoile, Francja).

Przynalezno$¢ gatunkowa grzybow zidentyfikowanych przy zastosowaniu metod bio-
chemicznych i mikroskopowych zostata potwierdzona metodami biologii molekularnej.

2.1. Analiza DNA grzybow plesniowych

Po 8 dniach hodowli grzybdw na agarze z ekstraktem stodowym materiat do izolacji
DNA zmywano z plytek przy uzyciu soli fizjologicznej (0,9% NaCl).

Izolacj¢ kwaséw nukleinowych wykonano metoda kolumienkowa przy uzyciu
zestawu Syngen Fungi DNA Mini Kit (Syngen Biotech, Polska), zgodne z protokotem
do ekstrakcji catkowitego DNA z kultur tkankowych grzybdéw. W celu oznaczenia stezenia
DNA oraz sprawdzenia czystosci otrzymanych izolatow wykonano pomiary absorbancji
przy diugosci fali: 260 nm oraz 280 nm, na aparacie QIAxpert (Qiagen, Germantown,
USA).

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) zostata wykonana z wykorzystaniem primerow
ITS1 (5-TCCGTA GGTGAACCTTGCGG-3) i ITS4 (5-TCCTCC GCTTATTGA-
TATGC-3"), komplementarnych do wysoce konserwatywnych regiondw rybosomal-
nego DNA (rDNA) wigkszo$ci gatunkow grzybow, obejmujacych geny 18S rRNA dla
matej podjednostki rybosomu, 5.8S rRNA oraz 28S rRNA dla duzej podjednostki
rybosomu [14].

Kontrolg pozytywna analizy stanowilo DNA wyizolowane z hodowli mikrobio-
logicznej szczepu wzorcowego Aspergillus flavus (ATCC 8062). Kontrolg negatywna
stanowita woda wolna od nukleaz (Qiagen).

Reakcja amplifikacji zostata przeprowadzona w termocyklerze C1000 Thermal
Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA). Amplifikacja DNA obejmowata nastgpujace etapy:
denaturacje wstepna (10 minut w 96°C) oraz 30 cykli obejmujacych denaturacje wlasciwg
(60 sekund w 95°C), przytaczanie primeréw (60 sekund w 55°C), elongacje (60 sekund
w 72°C) oraz wydtuzanie koncowe (10 minut w 72°C).
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Obraz rozdziatu elektroforetycznego analizowano za pomoca systemu do analizy
I dokumentacji zeli Ingenius Syngene Bio Imaging (SYNGENE, Cambridge, Wielka
Brytania). Produkt odczytywano w obecno$ci markera GeneRules 100bp (Thermo scientific,
Waltham, USA) w systemie do dokumentacji Zeli Ingenius Syngene Bio Imaging
(SYNGENE). Za wynik dodatni uznawano produkt o wielko$ci 520-550 par zasad.

2.2. Wykonanie reakcji real-time PCR

W celu potwierdzenia w badanych izolatach obecnosci co najmniej 1 z 4 gatunkow
rodzaju Aspergillus — Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus i/lub A. flavus — wykonano
badania z wykorzystaniem techniki real-time PCR — (Aspergillus — Selective screening
kit, Genesig, Chandler's Ford, Wielka Brytania), przeprowadzajac modyfikacj¢ wlasna
celem zwigkszenia czutosci metody.

Mieszanina reakcyjna o objetosci 20 ul zwierata 0,5 ul Aspergillus SCRN primer/
probe mix (zawartej w zestawie), 2 ul wody wolnej od nukleaz 9 (zawartej w zestawie),
2,5 ul wyizolowanego DNA oraz 5 pl iTaqTM Universal Probes Supermix (Bio-Rad,
USA). Oprocz szezepoéw kontrolnych uzyto kontroli pozytywnej zalaczonej do zestawu
Aspergillus_SCRN positive control template (FAM). Reakcje amplifikacji przepro-
wadzono na aparacie StepOne real-time PCR System ((Thermo scientific, Waltham,
USA) w nastepujacych warunkach: Pre-PCR Read (holding stage) — 30 sekund
w temperaturze 60°C, Holding stage — 2 minuty w 50°C i 10 minut w 95°C; 40 cyKkli:
15 sekund w 95°C i 1 minuta w 60°C, Post PCR-Read — 30 sekund w 60°C.

Stosowane w doswiadczeniu sondy TagMan znakowane byly barwnikiem FAM
(6-karboksylofluoresceina), odczyt fluorescencji prowadzono zgodnie z protokotami, na
kanale niebieskim.

Zastosowane testy charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia >90 i pozwalajg na wykrycie
od 1 x 102 do 1 x 108 kopii poszukiwanych genow w probce.

Za wynik pozytywny przyjmuje si¢ wynik, gdy krzywa amplifikacji przecina lini¢
odciecia (threshold line), dajac warto$¢ cyklu progowego Cq (ang. threshold cycle).
Probki, dla ktorych wartos¢ Cq = 28 +3, przy braku amplifikacji w kontroli negatywne;j
oraz przy wartosciach 16 < Cq < 23 dla kontroli pozytywnej (zgodnie z zaleceniami
zawartymi w protokole) byly uznawane za pozytywne. Pod uwage brano te reakcje, dla
ktorych wydajnos¢ amplifikacji ksztattowata si¢ na poziomie >90%.

2.3. Analiza statystyczna

Uzyskane dane pomiarowe poddano analizie statystycznej, wykorzystujac test
Kruskala-Wallis’a, test U Manna-Whitney’a, analize korelacji Spearman’a oraz test
Fisher’a z wykorzystaniem pakietu ,,STATISTICA data analysis software system”,
wersja 7.1. (StatSoft, Inc., Tulsa, USA, 2006), przyjmujac za znamienne statystycznie
wartosci p < 0,05.

3. Wyniki
3.1. Analiza ilo$ciowa

Wyniki analizy ilosciowej grzybéw w probkach wioknin filtracyjnych z instalacji
klimatyzacyjnych samochodow cigzarowych/dostawczych (pobranych w sezonie ,,letnim”

i ,,zimowym”) oraz w nieuzywanych/nowych widkninach filtracyjnych przedstawiono
w tabeli 2.
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Tabela 2. Stezenie grzybow — wartosci $rednie [jtk/m?] i odchylenie standardowe SD — w badanych probkach
wioknin filtracyjnych instalacji klimatyzacyjnych w samochodach cigzarowych/dostawczych pobranych
W sezonie ,,letnim” i ,,zimowym”

Nr pojazdu Stezenie grzybow, warto$¢ Srednia SD
[jtk/m?]
Sezon zimowy

1/Z 9,5 x 10* 14142
2/1Z 1,6 x 10° 707,1
3/Z 1,0x10° 74246
4/z 7,0 x 10* 2121,3
5/Z 1,7 x 10° 2121,3
6/Z 49 x 10* 6364,0
71Z 1,4 x 10* 9545,9
8/Z 8,5 x 10* 36769,6
9/Z2 4.4 x 10* 9545,9
10/Z2 1,1x10° 6010,4

Kontrola 5,0 x 10 353,6

Sezon letni

1/L 1,8 x10° 40305,1
2/L 5,9 x 10* 5656,9
3/L 6,2 x 10* 19799,0
4/L 5,8 x 10* 3535,5
5/L 2,2x10° 222739
6/L 25x10° 3182,0
7/L 2,1x10° 15909,9
8/L 4,0x 10* 4242,6
9/L 9,2 x 10* 6717,5
10/L 2,4 x 10* 9545,9

Kontrola 2,0 x 10° 707,1

Zrédlo: opracowanie wiasne.

Analiza stezenia grzybow plesniowych i drozdzoidalnych we widkninach filtracyjnych
instalacji klimatyzacyjnych samochodow cigzarowych w sezonie ,,letnim” 1,,zimowym”
wykazala, ze ich $rednie stezenia wynosity odpowiednio 1,2 x 10° jtk/im? i 3,4 X
104 jtk/m? wiokniny.

Analiza stezen grzybow we widkninach filtracyjnych w obu sezonach pomiarowych
wykazala istotne statystycznie roznice. Wyzsze stezenia grzybow wystepowaly w sezonie
»letnim” niz w ,,zimowym” (test Manna-Whitney’a: p < 0,001).

Poréwnujac wartosci stezen grzybow zmierzone we wildkninach filtracyjnych
pobranych z pojazdéw samochodowych z analogicznymi warto§ciami zmierzonymi
W probkach widknin nowych/nieuzywanych filtrow, stwierdzono, ze stezenia grzybow
w probkach filtrow nowych byly znamiennie nizsze od wartosci stgzen z probek filtrow
uzywanych (w obu sezonach pomiarowych, test Kruskala-Wallisa: p < 0,01).

Porownanie wynikow stezen grzyboéw w obu sezonach pomiarowych wykazalo
znamienne statystycznie réznice pomie¢dzy badanymi samochodami (test Kruskala-
Wallisa: p < 0,05). Najwyzsze stezenia grzybow odnotowano w pojazdach nr 1L, 6L
oraz 7L. Byly to pojazdy z najwigkszg liczba przejechanych kilometroéw od ostatniej
wymiany filtra powietrza podczas przegladu instalacji klimatyzacyjnej. Wartosci te byty
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istotnie wyzsze w poroéwnaniu z pozostalymi badanymi samochodami (p < 0,05).
W przypadku pojazdu nr 6L nie jest znana liczba kilometréw przejechanych od ostatniej
wymiany filtra kabinowego, natomiast stan licznika pojazdu (1 208 742 km), moze
wskazywaé¢ na bardzo odlegly czas serwisu instalacji klimatyzacyjnej. Na podstawie
wynikow przeprowadzonej analizy korelacji Spearmana stwierdzono, ze liczba
przejechanych kilometréw od momentu wymiany filtra powietrza wptywata istotnie na
wielko$ci obserwowanych stezen grzybow we wiokninie filtracyjnej (R = 0,622 przy
p < 0,05), a zaleznos¢ ta byta wprost proporcjonalna.

W niniejszych badaniach poréwnano réwniez $rednie stezenia grzybow we wiok-
ninach filtracyjnych w zaleznosci od typu systemu klimatyzacyjnego (automatyczny
i manualny). Na podstawie wynikow wykonanej analizy stwierdzono, ze typ klimatyzacji
nie wptywal w sposob znaczacy na wielko$ci obserwowanych stezen grzybow w bada-
nych filtrach powietrza samochodow ci¢zarowych (p > 0,05).

3.2. Analiza jakoSciowa bioty grzybowej

Udzialy procentowe poszczegdlnych grup grzybdéw w stosunku do catosci bioty
grzybowej wyizolowanej z probek filtrow przedstawiono na rysunku 1.

W badanych probach widknin filtracyjnych w sezonie ,,letnim” i ,,zimowym” domi-
nowaly grzyby z rodzaju Penicillium (od 38,4% do 39,8%). Kolejng grupa grzybow pod
wzgledem czestosci izolacji byty gatunki z rodzajow Alternaria (od 15,7% do 28,5%)
i Aspergillus (od 8,7% do 14%).
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Rysunek 1. Udzialy procentowe poszczegolnych grup mikroorganizméw w stosunku do catosci bioty
grzybowej wyizolowanej z probek filtrow. Zrodto: opracowanie wlasne
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Wyniki analizy jako$ciowej grzybow wyizolowanych z badanych wioknin filtracyj-
nych przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Rodzaje i gatunki grzybow zidentyfikowane w probkach widknin filtracyjnych samochodowych
instalacji klimatyzacyjnych

N [3+} N [3+
c C = 6 c B cC =
Grzyby S % S E = % ERE
»n E a2 Swn E Swn =
'ﬁﬁ ? Y Ki Y ]
Grzyby plesniowe
Acremonium strictum X X X X
Alternaria alternata X X
Aspergillus fumigatus** X X
Aspergillus flavus** X X
Aspergillus nidulans X
Aspergillus niger X X
Cladosporium cladosporioides X X
Fusarium culmorum X
Fusarium solani X
Mucor spp. X X
Penicillium brevicompactum X X X
Penicillium chrysogenum Thom X X
Penicillium citrinum Thom X X X X
Penicillium commune Thom X X X X
Trichoderma spp. X
Rhizopus spp. X
Ulocladium spp. X
Grzyby drozdzoidalne
Candida famata X
Candida rugosa X

Objasnienia: **— 2. grupa zagrozenia wg rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 11 grudnia 2020, Dz. U.
22020 ., poz. 2234. Zrodlo: opracowanie wlasne

W badanych probkach filtréw pobranych w samochodach cigzarowych/dostawczych
W sezonie ,,letnim” wyizolowano 18 gatunkow grzybow nalezacych do 16 rodzajow,
natomiast w sezonie ,,zimowym” 17 gatunkéw z 11 rodzajoéw. Mniejsze zroznicowanie
taksonomiczne bioty grzybowej obserwowano w sezonie ,,zimowym”.

Wsrod  zidentyfikowanych szczepéw dominowaly te z rodzajow: Alternaria,
Aspergillus oraz Penicillium. Gatunkowo wsrod grzybdéw najliczniej reprezentowane
byly plesnie z rodzajow Aspergillus i Penicillium (w obu przypadkach po 4 gatunki).

W préobka pobranych z filtrow nowych/nieuzywanych (kontrola) w sezonie ,,letnim”
wyizolowano 3 gatunki grzybow nalezace do 2 rodzajéw, natomiast w sezonie
»Zimowym” 2 gatunki z 2 rodzajow. W probkach kontrolnych wystepowaly grzyby
plesniowe z rodzajow Penicillium i Acremonium.

3.3. Analiza molekularna prébek

Stezenia DNA w izolatach z probek filtrow miescily si¢ w granicach od 68,2 do
168,5 ng/ul, natomiast poziom zanieczyszczen w badanych prébach nie przekraczat
granicy od 1,6 do 4,6%.
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We wszystkich badanych probkach filtrow potwierdzono obecnos¢ regionow ITS1
i ITS 4, komplementarnych do wysoce konserwatywnych fragmentéw rybosomalnego
DNA (rDNA) wigkszosci gatunkoéw grzybow (tab. 4). Geny te sg obecne w komorkach
wszystkich grzybow, zardwno drozdzoidalnych, jak i plesniowych (obecnos$¢ produktu
PCR oznacza obecno$¢ DNA pochodzacego z komorek grzybowych).

W celu potwierdzenia w badanych izolatach obecno$ci co najmniej jednego z 4 ga-
tunkow rodzaju Aspergillus (Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus i/lub A. flavus)
wykonano badania z wykorzystaniem techniki real-time PCR. W wigkszosci (85%)
probek filtrow pobranych z samochoddéw cigzarowych w obu sezonach stwierdzono
obecnos¢ ww. potencjalnie zakaznych i toksycznych gatunkdéw z rodzaju Aspergillus.
W probkach filtrow nieuzywanych nie stwierdzono wystepowania gatunkow rodzaju
Aspergillus: Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus i/lub A. flavus. Analiza staty-
styczna wykazat rowniez, ze sezon pomiarowy (,,letni”/,,zimowy”’) nie mialy istotnego
wplywu na wystepowanie grzybow Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus i/lub
A. flavus w badanych probkach filtrow (test Fishera: p = 1).

Tabela 4. Wyniki analizy reakcji elektroforetycznej produktow reakcji PCR przeprowadzonych na izolatach
DNA z probek filtréw na obecno$¢ DNA pochodzacego z komorek grzybowych oraz reakcji real-time PCR
na obecnos¢ grzybow plesniowych z rodzaju Aspergillus
Nr Produkt PCR ITS1/ITS4 real-time PCR +/-
probki A. fumigatus, A. niger, A. terreus
i/lub A. flavus

99

Sezon , letni

1/L
2/L
3/L
4/
5/L
6/L
7/L
8/L
9/L
10/L
Kontrola

|+ |+ [+ |+ ]

e o e B N S o S R B

Sezon ,,zimowy”

1/Z
2/1Z
3/1Z
47
5/1Z
6/Z
71Z
8/1Z
9/1Z
10/z
Kontrola

Zrédlo: opracowanie wilasne.
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4. Dyskusja

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze filtry powietrza instalacji klimatyza-
cyjnych byly zanieczyszczone grzybami plesniowymi i drozdzoidalnymi. Najwyzsze
stezenia grzybow, siegajace wartosci 1,2 x 10° jtk/m? wiokniny, odnotowano w pojazdach
z najwigkszg liczba przejechanych kilometrow od ostatniej wymiany filtra powietrza.
Wg analiz przeprowadzonych przez innych badaczy — stgzenia mikroorganizméow
grzybowych w samochodowych widkninach filtracyjnych ksztattowaty si¢ na poziomie
5 x10? do 5 x 10° jtk/m? wiokniny [15-17]. Uwzgledniajac przytoczone dane, mozna
stwierdzi¢, ze warto$ci stezen grzybow izolowanych z samochodow cigzarowych/
dostawczych miescily sic w zakresie stezen zazwyczaj obserwowanych w tego typu
filtrach powietrza.

Na podstawie badan przeprowadzonych w sezonach pomiarowych ,,letnim” i ,,zimo-
wym?” stwierdzono, ze stezenia grzybow w filtrach powietrza byly istotnie wyzsze
W sezonie ,,letnim”. Zmienno$¢ sezonowa jest waznym czynnikiem wplywajacym na
poziomy stezen mikroorganizmow. Zakresy stezen grzybow w powietrzu atmosferycz-
nym ksztaltujg si¢ latem na poziomie 102-10* jtk/m3, a zima ponizej 102 jtk/m?3.
Skutkowa¢ to moze addytywnie wyzszym zanieczyszczeniem filtrow powietrza
wewnatrz kabin samochodowych w ,,cieptym” sezonie roku [18].

Analiza jakosciowa wykazala, ze ze w badanych probkach filtréw w obu sezonach
pomiarowych najczesciej identyfikowanymi gatunkami byly grzyby z rodzajow Peni-
cillium, Aspergillus i Cladosporium. Wykorzystanie techniki real-time PCR potwier-
dzito obecno$¢ w badanych probkach filtrow potencjalnie zakaznych i toksycznych
gatunkow grzybow [18] z rodzaju Aspergillus: A. fumigatus, A. niger, A. terreus i/lub
A. flavus. Zastosowanie metod klasycznych/hodowlanych ma najwigksze znaczenie dla
identyfikacji mikroorganizmow zywych, ktore sa kluczowe w ocenie narazenia
zawodowego cztowieka na szkodliwe czynniki biologiczne (SCB) i daja mozliwos¢
interpretacji pozioméw obserwowanego zanieczyszczenia [19, 20]. Mikroorganizmy
zywe, zdolne do wzrostu, stanowig tylko niewielki procent rzeczywistej mikrobioty, co
prowadzi do niedoszacowania narazenia czlowiecka na SCB. Uwzgledniajac fakt, ze
W bioaerozolu obecne sa rowniez np. submikronowe fragmenty struktur mikroorganizméw
ocenia si¢, ze roéznica w stezeniu bioaerozolu zywego w porownaniu z catkowitym jest
jeszcze bardziej wyrazna [21].

Zastosowanie w identyfikacji jakosciowej mikroorganizmow réwnolegle z narzedziami
molekularnymi umozliwia bardziej doktadng charakterystyke mikrobioty wyizolowanej
z filtrow powietrza [15]. Stusznym zatem jest stosowanie metod biologii molekularnej
jako uzupetienie metod hodowlanych dla potrzeb rozszerzonej oceny narazenia na
szkodliwe czynniki biologiczne.

Z dostepnych danych pi$miennictwa przedmiotu wynika, ze grzyby plesniowe
z rodzajow Acremonium, Aspergillus, Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium i Peni-
cillium sg najczeSciej wystepujacymi gatunkami w samochodowych widkninach filtra-
cyjnych [22]. Grzyby plesniowe, glownie z rodzajow Aspergillus, Cladosporium
i Penicillium, moga stanowi¢ szczegdlne zagrozenie dla zdrowia czlowieka. Kontakt
Z nimi moze by¢ przyczyng reakcji alergicznych typu dychawicy oskrzelowej, zapalenia
spojowek, kataru siennego lub alergicznego zapalenia pecherzykow ptucnych. Stanowia
one najczestsza przyczyne alergii na plesnie. Okolo 80 gatunkow grzybow jest taczo-
nych przyczynowo z symptomami zwigzanymi z chorobami alergicznymi uktadu odde-
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chowego. Dotyczy to najczesciej takich gatunkow grzyboéw jak Penicillium notatum,
Aspergillus fumigatus i Cladosporium herbarum [23, 24]. Alergeny grzybow stanowig
gléwng przyczyne chordb o podlozu atopowym [25]. Do chordb uktadu oddechowego
wywotlanych dziataniem grzybow plesniowych naleza migdzy innymi: astma oskrzelowa,
alergiczne zapalenie pecherzykow ptucnych (alveolitis allergica), zespot toksyczny
wywolany pylem organicznym (ang. organic dust toxic syndrome, ODTS), bisynoza,
przewlekty niezyt oskrzeli.

Niektore grzyby plesniowe, takie jak A. fumigatus, powodowuja zakazenia oportuni-
styczne u 0sob z obnizong odpornoscig, w tym cierpigcych na choroby alergiczne, takie
jak astma lub mukowiscydoza. A. fumigatus uznano jako czynnik etiologiczny wywotujacy
ok. 90% infekcji grzybiczych u ludzi [10, 26]. Zidentyfikowane w badanych probkach
filtrow samochodowych gatunki A. fumigatus oraz A. flavus zostaty sklasyfikowane na
liscie szkodliwych czynnikow biologicznych w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 2020 .
w grupie 2. zagrozenia [27], a zatem ich obecno$c nalezy uzna¢ za niekorzystng z punktu
widzenia zdrowia narazonych na nie 0sob.

Wystepowanie i rozwdj grzybow plesniowych wiaze si¢ czesto z uwalnianiem do
srodowiska mykotoksyn. Mykotoksyny produkowane przez niektore grzyby plesniowe
(miedzy innymi grzyby z rodzajow Aspergillus, Penicillium i Fusarium) charakteryzuja
si¢ dziataniem toksycznym na organizmy zwierzat i ludzi [28]. Do mykotoksyn naleza
m.in. aflatoksyny wytwarzane przez Aspergillus flavus, ochratoksyny uwalniane przez
Aspergillus ochraceus czy rubratoksyny wytwarzane przez Penicillium rubrum. Naj-
nowsze dane dowodzg, ze aflatoksyny sg produkowane przez co najmniej 20 gatunkéw
z rodzaju Aspergillus. Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC, ang. The
International Agency for Research on Cancer) sklasyfikowata wszystkie aflatoksyny do
grupy 1., jako rakotworcze dla ludzi [29].

5. Whioski

W samochodowych instalacjach klimatyzacyjnych panujg korzystne warunki do
rozwoju chorobotworczych grzybow. Wraz z wydluzeniem si¢ okresu eksploatacji samo-
chodowe instalacje klimatyzacyjne (np. widkniny filtracyjne) moga stanowi¢ zrodto
zanieczyszczenia powietrza tymi szkodliwymi czynnikami biologicznymi.

Wsrod oznaczonych grzybow plesniowych zidentyfikowano gatunki Aspergillus
flavus i Aspergillus fumigatus sklasyfikowane na liscie szkodliwych czynnikéw biolo-
gicznych w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 2020 r. w grupie 2. Zagrozenia, posia-
dajg tez dodatkowe oznakowanie — ,,A — mozliwe efekty alergiczne”. Ich obecnos¢
w duzych stezeniach jest powszechnie uznawana za niekorzystng z punktu widzenia
zdrowia narazonych osob.

Zastosowanie metod molekularnych (charakteryzujacych si¢ wysoka czulo$cig
i selektywnoscig) rownolegle z metodami hodowlanymi daje mozliwos¢ doktadniejszej
identyfikacji mikrobioty wyizolowanej z filtrow powietrza, poszerzajac w ten sposob
precyzje oceny narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne.

Obserwowane poziomy zanieczyszczenia mikrobiologicznego wioknin filtracyjnych
samochodow ciezarowych wskazujg na konieczno$¢ czestszej wymiany filtrow w celu
uniknigcia rozprzestrzeniania si¢ bioaerozoli we wnetrzu ich kabin i potencjalnego
narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne.
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Publikacja opracowana w ramach zadania nr 2.SP.16 pt. ,,Ocena wystgpowania
grzybow o wiasciwos$ciach zakaznych i toksycznych na widkninach filtracyjnych pocho-
dzacych z uktadéw wentylacyjnych $rodkéw transportu” realizowanego w ramach
V etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow pracy”, finanso-
wanego w latach 20202022 w zakresie stuzb panstwowych ze srodkéw Ministerstwa
Rodziny i Polityki Spotecznej (koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony
Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy, kierownik projektu: dr Malgorzata Gotofit-
-Szymczak).
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Wystepowanie grzybow w samochodowych filtrach klimatyzacyjnych

Streszczenie

W samochodowych instalacjach klimatyzacyjnych panujg zazwyczaj sprzyjajace warunki do rozwoju szkodli-
wych czynnikow biologicznych. Celem badan byta ocena samochodowych wtoknin filtracyjnych pod katem
obecnos$ci w nich grzybow plesniowych i drozdzoidalnych. Analizie poddano 20 uzywanych filtréw powietrza
z samochodow cigzarowych/dostawczych pobranych w sezonie ,,zimowym” i ,letnim”. Badania wykonano
z zastosowaniem technik mikrobiologii klasycznej oraz metod biologii molekularnej (real-time PCR).
Srednie stezenia grzybow we wiokninach filtracyjnych instalacji klimatyzacyjnych samochodéw ciezaro-
wych w sezonie ,letnim” i ,,zimowym” wynosito odpowiednio 1,2 x 10°jtk/m? i 3,4 x 10* jtk/m? widkniny.
W badanych probach widknin filtracyjnych dominowaly grzyby z rodzaju Penicillium, Alternaria i Aspergillus.
W 85% probek filtrow stwierdzono obecnos$¢ potencjalnie zakaznych i toksycznych gatunkéw z rodzaju
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Aspergillus. Zastosowanie metod molekularnych réownolegle z metodami hodowlanymi daje mozliwo$é
doktadniejszej identyfikacji mikrobioty wyizolowanej z filtrow powietrza, poszerzajac w ten sposob pre-
cyzje oceny narazenia na szkodliwe czynniki biologiczne.

Stowa kluczowe: grzyby plesniowe, widkniny filtracyjne, instalacje klimatyzacyjne, samochody

Fungal contamination of automobile air-conditioning filters

Abstract

Automobile air conditioning systems create favourable conditions for growth of harmful biological agents.
The purpose of this study was to assess the presence of mold and yeast fungi on filters used in ventilation
systems. The 20 used air filters from trucks/vans collected in the "winter" and “summer" seasons were
analysed. The research was carried out using classical microbiology techniques and molecular biology
methods (real-time PCR). The average concentrations of fungi in truck air-conditioning filters during the
‘summer’ and ‘winter’ seasons were equal to 1,2 x 10° cfu/m? and 3,4 x 10* cfu/m? non-woven fabric,
respectively. Among the most common fungal species in studied samples were those from Penicillium,
Alternaria i Aspergillus genera. Potentially infectious and toxic species of the genus Aspergillus were found
in 85% of the filter samplesApplications of molecular methods in parallel with classical microbiological
methods makes it possible to more accurately identify the microbiota isolated from air filters, thus extending
the precision of the assessment of exposure to harmful biological agents.

Keywords: fungi, nonwoven filters, air-conditioning system, cars
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Rola wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus
w ksztaltowaniu cech funkcjonalnych
pasty mikroorganicznej

1. Wprowadzenie

Jama ustna, zaraz po jelitach, jest miejscem wystegpowania drugiej co do wielko$ci
i rtoznorodnosci mikrobioty w organizmie ludzkim. Jest to najbardziej zroéznicowany
ekosystem i szacuje si¢, ze zawiera okoto 700 r6znych taksonow [1]. Dominujg w nim
bakterie, natomiast udzial grzybow w biomasie nie przekracza 0,1% [2]. Wedlug
informacji z bazy danych mikrobiomu jamy ustnej cztowieka (HOMD, ang. Human
Oral Microbiome Database) tylko 57% bakterii udato si¢ zidentyfikowac, natomiast
30% stanowig szczepy niepoddajace si¢ procedurom hodowli [3].

Przygladajac si¢ mikrobiomowi jamy ustnej na tle innych srodowisk, mozna zaob-
serwowac, ze jest on do$¢ unikatowy, co utatwia odroznienie go od siedlisk mikroorga-
nizmoéw zlokalizowanych w innych czgsciach ciata ludzkiego [1, 2]. Réwnoczesnie
charakteryzuje si¢ zmiennoscia w trakcie catego zycia [2, 4]. Wplyw na niego ma przede
wszystkim wiek, pte¢, sposdb i1 jakos¢ spozywanych pokarmoéw, przebyte leczenie,
szerokos¢ geograficzna, styl zycia, uzywki — gltdwnie tyton [1, 2]. Natomiast przygla-
dajac si¢ jeszcze doktadniej temu ekosystemowi, mozna zauwazy¢ bardzo wiele odrebnych
nisz powstatych na réznych powierzchniach, twardych i migkkich, wystepujacych
W jamie ustnej [2, 5, 6]. Nisze te r6znig si¢ migdzy sobg dostepnoscia tlenu, sktadnikoéw
odzywczych, pH i przeptywami $liny, co moze mie¢ wptyw pobudzajacy lub hamujacy
na wzrost réznych organizmoéw w obrebie jamy ustnej [7, 8]. Szacuje si¢, ze jeden mililitr
$liny zawiera 108-10° jtk bakterii i sg to mikroorganizmy gtéwnie zasiedlajace jezyk,
policzki oraz ptytke nazebng i dzigstowa [4].

Sktad mikroorganizmoéw zasiedlajacych jame ustna nie wptywa jedynie na stan jej
zdrowia, ale robwniez moze oddziatywa¢ na wystapienie lub nasilenie innych ogoélno-
ustrojowych schorzen. Do najcze$ciej wymienianych bakterii jamy ustnej, uznawanych
za patogenne, naleza: Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
melaninogenica, Prevotella intermedia, Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter, Eubacterium nodatum, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae,

! michal.swiatek@itm.turek.pl, Instytut Technologii Mikrobiologicznych, Stowarzyszenie Ekosystem-Dzie-
dzictwo Natury, www.itm.turek.pl.
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Candida albicans. Odpowiedzialne one sg gtéwnie za powstawanie ptytki i kamienia
nazebnego, rozwoj prochnicy oraz powstawania nieprzyjemnego zapachu z ust [2, 9].
Cze$¢ szezepow wystepujacych w obrebie jamy ustnej zostato powigzanych z wyste-
powaniem konkretnych schorzen w obrgbie jamy ustnej. Z rozwojem prochnicy wigze
si¢ Streptococcus mutans oraz Candida albicans, rozw6j paradontozy indukuja m.in.
Clostridia, Negativicutes, Prevotella, Fusobacterium, Filifactor alocis, Methanobacterium
curvum/congolense, agresywne zapalenie przyzebia powigzane jest z obecnos$cig Por-
phyromonas gingivalis, Treponema denticola oraz Tannerella forsythia. Nowotwory
jamy ustnej sg rowniez wigzane z wystgpowaniem w jej mikroflorze mikroorganizmow,
takich jak: Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis,
Tannerella forsythia oraz Porphyromonas gingivalis. Odnotowuje si¢ rowniez powig-
zania z innymi chorobami, np. uktadu pokarmowego, uktadu sercowo-naczyniowego,
zaburzeniami metabolicznymi oraz chorobami neurologicznymi takimi jak Alzheimer
[2, 4]. Streptococcus mutans opisywany jest w literaturze jako kluczowy patogen
wystepujacy w jamie ustnej i odgrywa gtowna role w rozwoju oraz tworzeniu biofilmu
nazebnego zwigzanego z powstawaniem prochnicy oraz zwigksza zjadliwos¢ biofilmu,
ulatwiajac utrzymywanie si¢ kwasnego srodowiska w jamie ustnej poprzez uczestnictwo
w tworzeniu pozakomoérkowych matryc polisacharydowych [2, 4, 9, 10].

Posrod prozdrowotnych mikroorganizméw w jamie ustnej wymieniane sg Strepto-
coccus salivarius, Bacilli, Actinomyces oraz Granulicatella. Streptococcus salivarius
jest jednym z pierwszych kolonizatoréw jamy ustnej w Zzyciu cztowieka, wykazujac
podstawowe cechy umozliwiajace wigzanie si¢ z komorkami jezyka oraz nablonkiem
policzkow, zanim pojawig si¢ pierwsze z¢by. Dzigki zdolnosci S. salivarius do syntezy
saliwarycyny oraz stymulowaniu szlakow, m.in. interferonu | i Il, jest w stanie
konkurowa¢ z patogennym S. mutans i ogranicza¢ jego rozwoj, a co z tego wynika —
réwniez zmniejsza¢ stany zapalne i przeciwdziata¢ postepom chorob przyzebia oraz
prochnicy. Przyktadem innych probiotycznych szczepdéw jamy ustnej sa Streptococcus
dentisani oraz Streptococcus Al2, ktore oddziatuja pozytywnie poprzez metabolizm
argininy, powodujac zwigkszenie kwasnego pH wytwarzanego w biofilmach [2].

W zwigzku z rozwojem $wiadomosci ludzkiej na temat zdrowia oraz ekologii notuje
si¢ coraz wiekszy odsetek prac badawczych o tematyce wykorzystywania probiotykow
oraz ekstraktow naturalnych w walce z niepozadana mikroflora. Badania takie rozpoczeto
rowniez odnoszac sie do mikroflory jamy ustnej — jako pierwszej niszy opisujacej mikro-
biom uktadu pokarmowego czltowieka, ale rowniez ze wzgledu na coraz wigksze
zapotrzebowanie na ekologiczne i organiczne produkty do higieny. W niniejszej pracy
podjeto zatem probe analizy mozliwosci zastosowania wyciggu z probiotycznych bakterii
fermentacji mlekowej (LAB) jako czynnika funkcjonalnego o potencjalnym znaczeniu
dla ksztaltowania mikrobiomu jamy ustnej w sposob ukierunkowany na rozwdj mikro-
organizméw pozytecznych kosztem mikroorganizmow wywotujacych prochniceg.

2. Cel

Celem pracy byla analiza selektywnosci oddzialywania przeciwdrobnoustrojowego
wyciaggu z fermentacji bakterii Lactobacillus oraz past (w tym pasty zawierajacej wyciag
z fermentacji bakterii Lactobacillus) wobec S. salivarius, S. mutans i C. albicans.
Badania zrealizowano w ramach prac badawczo-rozwojowych dotyczacych howego
produktu w postaci pasty mikroorganicznej o wtasciwosciach funkcjonalnych ukierun-
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w ksztattowaniu cech funkcjonalnych pasty mikroorganicznej
kowanych na wspieranie prawidtowego rozwoju mikrobiomu jamy ustnej z jednoczesnym
zapewnieniem wilasciwej higieny i pielegnacji zgbow i jamy ustnej. Przedstawione
doswiadczenie reprezentuje wyniki badan wstepnych prowadzonych w warunkach in
Vitro z zastosowaniem roztworow nasladujacych §ling ludzka oraz szczepdw wzrocowych
w celu umozliwienia odtwarzania metodyki i przeprowadzania badan porownawczych
przez innych autorow.

3. Materialy i metody

Do badan wykorzystano:

o  Wyciag z fermentacji bakterii Lactobacillus (L, otrzymany na substracie z melasy
trzcinowej poddanej procesowi fermentacji mlekowej prowadzonemu w obecno$ci
probiotycznych szczepéow z gatunkéw Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus;
dzigki procesowi fermentacji otrzymany wyciag nie zawierat cukru);

e paste mikroorganiczng zawierajaca wyciag z fermentacji bakterii Lactobacillus
(PM+L) o sktadzie: Calcium Carbonate, Glycerin, Lactobacillus Ferment, Aqua,
Silica, Coco-Glucoside, Sodium Chloride, Stevia Rebaudiana Leaf Powder, Solum
Diatomeae, Cetraria Islandica Extract, Camellia Sinensis Leaf, Extract, Aloe Barba-
densis Leaf Juice Powder, Eugenia Caryophyllus Bud, Oil, Mentha Piperita OQil,
Cinnamomum Zeylanicum Bark Oil, Xanthan Gum, Sodium Benzoate, Potassium
Sorbate, Benzyl Alcohol, Limonene, Eugenol, Linalol, Cinnamal, sktadniki natural-
nych olejkow eterycznych;

e paste mikroorganiczng zawierajaca wyciag z fermentacji bakterii Lactobacillus
(PM-L) o sktadzie jak powyzej, zubozonym o Lactobacillus ferment;

e ogolnie dostepng paste komercyjna (PK) o sktadzie: Aqua, Sorbitol, Hydrated Silica,
Disodium Pyrophosphate, Sodium Lauryl Sulfate, Aroma, Sodium Hydroxide,
Cellulose Gum, Sodium Saccharin, Sodium Fluoride, Carbomer, Mica, Limonene,
Cl 77891, Polysorbate 80, Cl 42090;

e szczepy wskaznikowe: S. salivarius DSM 20067, S. mutans DSM 20523, C. albicans
ATCC 10231.

Badanie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej wyciagu L wykonano technikg mikro-
rozcienczen MIC (ang. minimal inhibitory concentration), MBC (ang. minimal
bactericidal concentration) oraz MFC (ang. minimal fungicidal concentration) wykonano
w plytce 96-dotkowej, stosujac stezenia wyciggu L w gradiencie 3,125-50 ul/100 pl
w bulionie BHI (dla S. salivarius oraz S. mutans) lub YM (dla C. albicans). Warto$¢ pH
uktadéw doswiadczalnych ksztatowata sie¢ w zakresie 6,7-7,3. Plytki inkubowano
w temperaturze 37°C w atmosferze mikroaerofilnej (dla S. salivarius oraz S. mutans) lub
niemodyfikowanej (dla C. albicans). Badanie wykonano w trzech powtorzeniach,
awyniki przeliczano na warto$ci $rednie.

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej past w odniesieniu do mikroorga-
nizmoéw wskaznikowych wykonano w tescie symulujagcym warunki panujace w jamie
ustnej w warunkach in vitro, stosujac procedur¢ PN-EN 1656:2019 (dla S. salivarius
oraz S. mutans) oraz PN-EN 1657:2017 (dla C. albicans) z modyfikacjami. Sporzadzano
10-krotne rozcienczenie pasty do zebow w modelowym roztworze $liny [11] o koncowej
objetosci 10 ml. Dla kazdego szczepu wskaznikowego oraz czasu trwania ekspozycji
(I min, 2 min, 3 min, 10 min) sporzadzano indywidualng zawiesing i zakazano do
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poczatkowej gestosci 7 logio jtk (W przypadku S. salivarius oraz S. mutans) lub 6 logio jtk
(w przypadku C. albicans). Wszystkie procedury (sporzadzanie zawiesin, zakazZanie,
ekspozycja) przeprowadzano w temperaturze 36,6°C z zastosowaniem lazni wodnej.
Wartos$¢ pH uktadow doswiadczalnych ksztatlowata si¢ w zakresie 6,7-7,3. Probki prze-
Nnoszono za pomocg pompy prozniowej na filtr membranowy 0,45 pum, neutralizowano
za pomocg bulionu Eugon, przemywano sola fizjologiczng, a nastgpnie przenoszono
z zestawu do filtracji na pozywki agarowe MITIS (dla S. salivarius oraz S. mutans) lub
MALT (dla C. albicans). Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze mikro-
aerofilnej (dla S. salivarius oraz S. mutans) lub niemodyfikowanej (dla C. albicans).
Badanie wykonano w trzech powtorzeniach, a wyniki przeliczano na wartos$ci $rednie.

Badanie oddziatywania past do zebéw na adhezje S. salivarius oraz S. mutans wyko-
nano w probowkach szklanych w bulionie BHI z 1% sacharoza [12]. Zawiesiny testowe
zawieraly stezenia pasty do zebow 10, 20, 30, 40 lub 50%. Populacje komorek adhe-
rujacych odzyskiwano wg Duarte i in. (2003) [12], a detekcje wykonywano za pomoca
cytometru przeptywowego Guava easyCyte 8. Badanie wykonano w trzech powto-
rzeniach, a wyniki przeliczano na warto$ci $rednie.

4. Wyniki

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyciggu z fermentacji bakterii Lacto-
bacillus (wyciag L) wskazuje na wysoka aktywnos$¢ ograniczajaca i bojcza tego czynnika
wobec C. albicans ATCC 10231 oraz S. mutans DSM 20523. Aktywno$¢ zaobserwo-
wana w odniesieniu do tych szczepow jest silniejsza niz w odniesieniu do szczepu
S. salivarius DSM 20067 (tab. 1). Znaczne réznice w wystepuja pomigdzy stgzeniem
ograniczajacym a bdjczym.

Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wyciagu L wobec mikroorganizméw wskaznikowych

MIC | MBC | MFC
ul/100 ul
S. salivarius DSM 20067 9,375 25,0 NB
S. mutans DSM 20523 4,688 18,75 NB
C. albicans ATCC 10231 3,125 NB 18,75

Zrédlo: opracowanie wiasne; NB — nie badano

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej past do zebow przeprowadzono w wa-
runkach in vitro symulujacych $rodowisko panujace podczas szczotkowania zebow.
Przeprowadzono zatem réwniez ocen¢ przezywalnosci mikroorganizmow w doswiad-
czeniu podczas czasu kontaktu drobnoustrojow wynoszacego 1, 2 i 3 minuty (jako czasy
mogace mie¢ zastosowanie podczas rutynowego szczotkowania zgbow) oraz wynoszacym
10 minut. Wyniki badan przeliczano do wielkos$ci opisujacej liczbe jtk obumierajacych
podczas przeprowadzania doswiadczenia. W odniesieniu do szczepu S. mutans DSM
20523 zaobserwowano wyzsza $miertelnos¢ przy kontakcie z pasta PM+L i $miertelnos¢
w tym wariancie byta istotnie wyzsza niz przy zastosowaniu pasty PM-L lub pasty PK
w czasie kontaktu wynoszacego 3 i 10 minut i roznita si¢ o ok. 0,5-1,2 logao jtk (wykres 1).
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Wykres 1. Zmiana liczebno$ci zywych komorek mikroorganizméw wskaznikowych w zaleznosci od czasu
trwania ekspozycji na oddziatywanie past do zgboéw PM+L, PM-L oraz K. Zr6dlo: opracowanie wiasne

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec S. salivarius DSM 20067 w warunkach
in vitro symulujacych srodowisko jamy ustnej byta jednakowa w przypadku ekspozycji
na past¢ PM+L i PM-L oraz nie byta uzalezniona od czasu trwania ekspozycji. Aktyw-
nos¢ tych produktow wobec tego szczepu byta nizsza o ok. 1,0 logio jtk niz w przypadku
ekspozycji szczepu na dziatanie pasty PK (wyk. 1).

Wrazliwos¢ szczepu C. albicans ATCC 10231 byta najnizsza na oddziatywanie pasty
PM-L i wzrastala wraz z zastosowaniem wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus
0 ok. 0,5 lub 1,0 logso jtk wraz z czasem ekspozycji odpowiednio po 3 lub 10 minutach
kontaktu. Znacznie wyzsza wrazliwo$¢ Szczepu obserwowano przy zastosowaniu pasty
PK i w tych wariantach byta to jednoczesnie najwyzsza obserwowana aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa (wyk. 1).

Oddziatywanie analizowanych past na zdolno$¢ do adhezji komorek do powierzchni
ghadkich (w eksperymencie — powierzchnie szklane) przeprowadzono w odniesieniu do
szczepow S. salivarius DSM 20067 i S. mutans DSM 20523 jako wskaznikow mikro-
biomu jamy ustnej wykazujacego naturalna zdolno$¢ do tworzenia biofilméw i adhezji
do powierzchni szkliwa zgbow. Stosowanie pasty PK w kazdym stezeniu zupehie
ograniczato wystepowanie zjawiska adhezji obu analizowanych szczepow. Pasty PM+L
I PM-L rowniez ograniczaty adhezj¢ szczepow wskaznikowych, jednak zjawisko to byto
obserwowane w réznym stopniu i byto pozytywnie skorelowane ze wzrostem st¢zenia
produktu w eksperymencie. Pasty PM ograniczaty adhezje szczepu S. salivarius DSM
20067 w mniejszym stopniu niz w przypadku szczepu S. mutans DSM 20523. Dodatkowe
ograniczenie adhezji w przypadku tych produktow nastgpowato wraz z zastosowaniem
wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus do recepturowania kosmetyku (wyk. 2).
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Wykres 2. Zmiana liczebno$ci zywych komorek mikroorganizméw wskaznikowych wykazujacych zdolnosé
do adhezji do powierzchni szklanej, w zaleznosci od stezenia past do zgbow PM+L, PM-L oraz K.
Zré6dlo: opracowanie wlasne

5. Dyskusja

Posréd dostepnej literatury brak jest jednoznacznej charakterystyki prawidlowego
i nieprawidtowego mikrobiomu jamy ustnej, co jest zwigzane z nadal niedostatecznym
stopniem poznania petnej bioréznorodnosci mikroorganizméw zasiedlajacych to srodo-
wisko. Obecny stan wiedzy wskazuje pewnych przedstawicieli mikrobiomu jamy ustnej,
ktérych obecno$é jest niepozadana i powigzywana z wystepowaniem chorob zebow,
przyzgbia, dzigset, ale rowniez dolegliwosci ze strony innych uktadéw (np. pokarmo-
wego, krazenia, nerwowego) [13, 14]. Gatunkiem zgodnie wskazywanym jako czynnik
chor6b jamy ustnej jest S. mutans, ktorego szczepy majg zdolnos¢ do tworzenia biofilmoéw
na powierzchniach jamy ustnej oraz adhezji do powierzchni szkliwa, uczestniczac
W powstawaniu plytki nazebnej i doprowadzajac do rozwoju prochnicy [15]. Réwniez
drozdze C. albicans sg opisywane jako czynnik etiologiczny chordb jamy ustnej [16].
Z kolei reprezentantem mikroflory pozytecznej sg szczepy S. salivarius o zdolnosci do
syntezy saliwarycyny o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej wobec S. mutans [17].
Ponadto szczepy S. salivarius w literaturze opisywane sg jako bezpieczny, niepatogenny,
dominujacy w jamie ustnej gatunek zdolny do produkc;ji bakteriocyn o szerokim spektrum
dziatania, co klasyfikuje go do roli idealnego kandydata do rozwoju jako modelowy
probiotyk jamy ustnej [18, 19]. Szczep S. salivarius K12 jest przyktadem szczepu
skomercjalizowanego jako czynnik probiotyczny w suplementach diety [20, 21].

Szczotkowanie z¢boéw i jamy ustnej powinno zapewni¢ ochrong przed procesami
chorobowymi zebdw i przyzebia. Malo jest jednak informacji na temat skutecznosci tych
zabiegdw, kiedy skuteczno$¢ ta oceniania jest przez pryzmat oddzialywania na
mikrobiom jamy ustnej i ksztattowanie jego sktadu w kierunku mikrobiomu bogatego
w mikroorganizmy — takie jak S. salivarius — z jednoczesnym ograniczeniem mikro-
organizméw niepozadanych, takich jak S. mutans lub C. albicans. Nie brakuje jednak
doniesien o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej pewnych czynnikéw pochodzenia
naturalnego analizowanych w testach dyfuzyjnych lub metoda mikrorozcienczen. Przy-
ktadem tak badanych czynnikow sa wyciagi pochodzenia roslinnego, np. Cudrania
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tricuspidata, Sophora flavescens, Ginkgo biloba, Betula Schmidtii, posrod ktoérych
wyciag z S. flavescens wykazuje znaczaca aktywno$¢ wobec szczepow Streptococcus
wystepujacych w formach wolnych, a w mniejszym stopniu wobec komérek wystepu-
jacych w postaci biofilmu [22]. Dodatkowo ekstrakty z Notoginseng Radix, Perillae
Herba oraz Psoraleae Semen wykazuja oddziatywanie ograniczajace syntezg nieroz-
puszczalnych w wodzie glukanow wsrdd szczepow S. mutans [23].

W opisywanych badaniach podjeto probe zastosowania wyciagu z fermentacji kon-
sorcjum bakterii Lactobacillus — sktadnika otrzymywanego poprzez proces fermentacji
mlekowej melasy trzcinowej w obecnosci probiotycznych gatunkéw Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus. Rola bakterii fermentacji mlekowej w mikrobiomie jamy ustnej i ich
udzial w stanie zdrowia jamy ustnej nie jest jednoznaczny. Zwraca si¢ uwage na fakt, ze
bakterie te przez swoja zdolno$¢ do fermentacji cukrow z wytworzeniem kwasow moga
przyczynia¢ si¢ do zakwaszenia §rodowiska jamy ustnej i przez to mogg przyspieszac
erozj¢ szkliwa [4]. Z drugiej strony odnotowuje si¢ jednak pozytywne skutki stosowania
np. Lactobacillus salivarius w badaniach klinicznych ukierunkowanych na ocene
mozliwos$ci ograniczania takich przypadlosci jak nieprzyjemny zapach z ust i halitoza
[24], choroby przyzebia [25], rozwoj niepozadanych mikroorganizméw (np. Tannerella
forsythia) [26, 27]. Interesujacym przypadkiem gatunku opisywanego jako czynnika
Z jednej strony mogacego przyczynia¢ sie do pogarszania stanu zdrowia jamy ustnej lub
wrecz odwrotnie — wspierania kondycji, jest Lactobacillus acidophilus. Gatunek ten na
ogo6t opisywany jest jako czynnik sprawczy prochnicy zgbow [28, 29]. Jednak nie
brakuje doniesien o pozytywnych skutkach jego stosowania jako czynnika minimalizu-
jacego ryzyko prochnicy, kiedy jest stosowany np. jako probiotyczny sktadnik zywnosci,
jak jogurt [30] lub lody [31]. Poniewaz rola zywych komorek Lactobacillus w kondycji
jamy ustnej nie jest opisywana jednoznacznie, podj¢to probe zastosowania wyciggu
W postaci ptynu pofermentacyjnego z inaktywowanymi komoérkami (niezawierajacego
cukru).

Przedstawione wyniki badan sa pierwszym doniesieniem na temat mozliwosci
wykorzystania wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus w celu uzyskania efektu
ukierunkowanego ksztattowania mikrobiomu jamy ustnej. W badaniach zaobserwowano
nizszg aktywno$¢ wyciagu oraz pasty mikroorganicznej zawierajacej wyciag wobec
S. salivarius DSM 20067 oraz wyzszg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec
S. mutans DSM 20523 oraz C. albicans ATCC 10231. Wykazano znaczenie wyciagu
z fermentacji bakterii Lactobacillus w wystgpieniu tego efektu. Otrzymane wyniki
zachgcaja do kontynuowania eksperymentu z uzyciem kolejnych szczepow S. salivarius,
u ktorych potwierdzono probiotyczne oddzialywanie na zdrowie jamy ustnej. Wyniki
tych badan wskazuja zatem na korzystny efekt wynikajacy ze stosowania wyciagu jako
alternatywy dla stosowania zywych komorek z rodzaju Lactobacillus oraz wskazuja na
mozliwo$¢ zastosowania analizowanego wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus
jako sktadnika funkcjonalnego naturalnego pochodzenia o wlasciwosci do ksztattowania
mikrobiomu jamy ustnej. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przypuszaé, ze
analizowane substancje beda w podobny sposob wptywac na inne szczepy z gatunku
S. salivarius, takie jak S. salivarius K12. W takim przypadku, znajac rolg niektorych
szczepOw S. salivarius oraz S. mutans i C. albicans dla stanu zdrowia jamy ustnej, wyko-
rzystywanie analizowanego wyciagu do recepturowania produktéw przeznaczonych do
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pielegnacji i utrzymania prawidlowej higieny jamy ustnej daloby mozliwos$¢ stosowania
preparatow celowanych, ktore nie wptywalyby znaczaco na pozyteczng mikroflore jamy
ustnej, przy jednoczesnym silnym oddziatywaniu na mikroflore chorobotwoércza. Opisane
oddzialywanie staje si¢ pierwsza tak opisang alternatywa dla past konwencjonalnych,
ktorych przyktad zastosowano w niniejszej pracy do badan porownawczych, w tym
przypadku oddziatywanie przeciwdrobnoustrojowe wykazuje odwrotny kierunek (wysoka
aktywno$¢ wobec S. salivarius DSM 20067 i nizsza aktywno$¢ wobec S. mutans DSM
20523 oraz C. albicans ATCC 10231).

6. Whnioski

Analizowany wyciag z fermentacji bakterii Lactobacillus wykazuje aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wobec S. salivarius DSM 20067, S. mutans DSM 20523
i C. albicans ATCC 10231. Miara aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej wyciggu
z fermentacji bakterii Lactobacillus jest r6zna pomigdzy mikroorganizmami wskazni-
kowymi i wskazuje na mozliwos¢ jego selektywnego oddzialywania w stopniu silniejszym
wobec S. mutans DSM 20523 i C. albicans ATCC 10231 niz wobec S. salivarius DSM
20067. Zastosowanie wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus do recepturowania
pasty mikroorganicznej wzmaga aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa produktu wobec
S. mutans DSM 20523 (réwnoczesnie z ograniczeniem adhezji) oraz C. albicans ATCC
10231 i nie wptywa na dalsze ograniczenie liczebnosci S. salivarius DSM 20067.

Ponadto pasta mikroorganiczna z wyciagiem z fermentacji bakterii Lactobacillus
w podobnym stopniu jak produkt konwencjonalny wptywa na liczebno$é¢ S. mutans
DSM 20523, natomiast w mniejszym stopniu wptywa na liczebnos¢ S. salivarius DSM
20067 i adhezj¢ szczepu.

Zastosowanie wyciagu z fermentacji Lactobacillus do recepturowania pasty mikro-
organicznej jest droga umozliwiajacg ukierunkowane oddziatywanie na rozwdj S. Sali-
varius kosztem S. mutans i C. albicans w jamie ustnej, a poznanie mechanizmu
i zaleznos$ci tego zjawiska wymaga dalszych badan z zastosowaniem szerszego zestawu
mikroorganizmow, w tym szczepow wyizolowanych z jamy ustnej, oraz z uwzglednie-
niem czynnikéw réznicujacych tj. pte¢, wiek, stan zdrowia, mikroflora towarzyszaca.
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Rola wyciagu z fermentacji bakterii Lactobacillus w ksztaltowaniu cech
funkcjonalnych pasty mikroorganicznej

Streszczenie

Jama ustna jest siedliskiem mikroorganizmow takich jak Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella melaninogenica, Fusobacterium sp., Candida albicans — powiazanych z procesami m.in. powsta-
wania plytki i kamienia nazgbnego, prochnicy, powstawaniem nieprzyjemnego zapachu. W jamie ustnej
pozadana jest obecno$¢ szczepéw Streptococcus salivarius jako naturalnego czynnika ograniczajacego
liczebnos¢ S. mutans. Celem pracy byta weryfikacja mikroorganicznej pasty do zeboéw zawierajacej sktadniki
funkcjonalne (Lactobacillus ferment), ktorej stosowanie bedzie sprzyjac rozwojowi S. salivarius i ogranicza¢
rozwoj S. mutans oraz C. albicans. Analiz¢ skutecznosci dziatania przeprowadzono w do$wiadczeniach in
vitro, oceniajac wptyw kosmetyku na liczebno$¢ mikroorganizméw wskaznikowych oraz zdolno$¢ do adhezji
Streptococcus do powierzchni szklanej. Wyniki odnoszono do wariantu zubozonego o sktadnik funkcjonalny
oraz do produktu konwencjonalnego, szeroko dostepnego na rynku. Wyniki doswiadczen potwierdzity
wiasciwosci selektywnego oddziatywania mikroorganicznej pasty wobec mikroorganizméw wskaznikowych:
wyzsza wrazliwo$¢ S. mutans, ktorego liczebnos$¢ spada wraz z wydhuzaniem czasu kontaktu, a zdolnos¢ do
adhezji zanika przy 30% stezeniu produktu mikroorganicznego, a takze nizsza wrazliwos¢ S. salivarius,
ktorego liczebno$¢ zmniejsza si¢ w mniejszym stopniu niz w przypadku ekspozycji na produkt konwen-
cjonalny, a zdoIno$¢ do adhezji zanika przy 40% stezeniu produktu mikroorganicznego.

Stowa kluczowe: jama ustna, mikrobiom, wyciag z bakterii Lactobacillus, pasta do zebow, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa
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w ksztattowaniu cech funkcjonalnych pasty mikroorganicznej

The contribution of Lactobacillus ferment in developing the functional proprieties
in microorganic toothpaste

Abstract

The oral cavity is a habitat of microorganisms such as Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella melaninogenica, Fusobacterium sp., Candida albicans related to the processes of formation
of dental plaque and tartar, caries, unpleasant odor. In the oral cavity, the presence of Streptococcus
salivarius strains is desirable as a natural limiting factor for S. mutans. The aim of the study was to verify
the microorganic toothpaste containing functional ingredients (Lactobacillus ferment), the use of which will
promote the development of S. salivarius and limit the development of S. mutans and C. albicans. The
effectiveness test was carried out in in vitro experiments, assessing the effect of the cosmetic on the number
of indicator microorganisms and the adhesion ability of Streptococcus to the glass surface. The results were
compared to the variant depleted by the functional ingredient as well to conventional product, widely
available on the market. The results confirmed the properties of the selective action of the microorganic
toothpaste against indicator microorganisms: higher sensitivity of S. mutans, the number of which decreases
with increasing contact time, and the adhesion capacity disappears at 30% concentration of the microorganic
product; and lower sensitivity of S. salivarius, the number of which decreases in less extend than when
exposed to a conventional product, and the adhesive capacity is lost at 40% concentration of the microorganic
product.

Keywords: oral cavity, microbiome, Lactobacillus ferment, toothpaste, antimicrobial activity
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Udzial bakterii jelitowych w regulacji masy ciala

1. Wprowadzenie

Przewdd pokarmowy czlowieka zamieszkuje ponad tysiac gatunkéw bakterii. U zdro-
wych dorostych 0s6b wiekszos¢ mikrobioty stanowia jednak bakterie nalezace do dwoch
typow: Firmicutes (gtéwnie Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Ruminococcus)
oraz Bacteroidetes (przede wszystkim Bacteroides i Prevotela) [1, 2]. Mikrobiota jelitowa
wplywa na organizm gospodarza, uczestniczac migdzy innymi w regulacji procesu odzy-
wiania, wchlaniania, metabolizmu, trawienia, produkcji witamin oraz modulacji odpor-
nosci [3, 4]. Wplyw bakterii jelitowych na organizm gospodarza nie zawsze jednak jest
pozytywny i zalezy zaréwno od rodzaju, jak i liczebnosci bakterii tworzacych mikrobiotg.
Zmniejszenie roznorodnosci bakteryjnej lub/oraz zmiana sktadu polegajaca na ograni-
czonej liczebnosci pozytecznych mikroorganizmow i jednoczes$nie wzroscie liczebnosci
patobiontow (dysbioza) opisano w przebiegu takich chorob jak: cukrzyca [5], choroby
uktadu krazenia [6], zespot jelita drazliwego [7] oraz rak jelita grubego [8]. Dysbioze
jelitowa zaobserwowano rowniez w przebiegu zaburzen depresyjnych, lekowych [9, 10],
demencji [11, 12] oraz w chorobach przebiegajacych z ostabieniem procesow poznawczych
[13]. Ponadto przeprowadzone w ciagu ostatnich kilku lat badania wykazaly takze
roéznice w sktadzie mikrobioty jelitowej u 0séb otylych w poréwnaniu z osobami o pra-
widtowej masie ciata [14-16].

Celem pracy jest wykazanie udzialu bakterii jelitowych w regulacji masy ciata oraz
opisanie mechanizmow, poprzez ktore bakterie jelitowe moga wptywaé na mase ciata
gospodarza.

2. Masa ciala a sklad mikrobioty

W 2006 roku zesp6t naukowcoéw pod kierownictwem Ley’a — w badaniach
z wykorzystaniem myszy genetycznie otylych (ob/ob) oraz myszy z prawidlowa masg
ciala — wykazal r6znice w sktadzie mikrobioty jelitowej pomigedzy tymi osobnikami.
U myszy otylych w poréwnaniu z osobnikami o prawidlowej masie ciata zaobserwowano
obnizenie liczebnosci bakterii nalezacych do Bacteroidetes (o okoto 50%) i proporcjo-
nalny wzrost liczebnosci bakterii nalezacych do Firmicutes. Przeprowadzone w kolejnych
latach badania na zwierzetach potwierdzily wystepowanie roznic w sktadzie mikrobioty
jelitowej u osobnikdéw otylych w poréwnaniu z osobnikami o prawidlowej masie ciata
i wykazaly, Zze u zwierzat dysbioza najczeSciej polega na wzroscie liczebnosci bakterii
typu Firmicutes w stosunku do bakterii nalezacych do Bacteroidetes, Actinobacteria
oraz Proteobacteria [15, 16]. Udzial bakterii jelitowych w regulacji masy ciata
udowodnity badania, podczas ktorych wykonywano przeszczep mikrobioty jelitowej od
myszy otytych do myszy typu germ-free (pozbawione patogendéw), wywolujagc w ten
sposob wzrost masy ciata u jalowych, jak dotad, osobnikow [17]. Wyniki z badan
przeprowadzonych na ludziach nie sg tak jednoznaczne jak te, ktore pochodzg z badan

! blanka.dwojaczny@cm.umk.pl, Katedra Fizjologii Czlowieka, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum
im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu.
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na modelu zwierzecym. Jednak mimo to wigkszos¢ dotychczas przeprowadzonych ekspe-
rymentow potwierdza roznice w sktadzie mikrobioty u 0sob z prawidlowg masa ciata
W poréwnaniu z osobami otytymi [18-20]. U o0sob otytych, podobnie jak u otylych
zwierzat, zaobserwowano redukcje liczebnosci Gram-ujemnych bakterii typu Bacteroidetes
i jednoczesnie wzrost bakterii Gram-dodatnich Firmicutes [15, 21, 22]. Zaobserwowano
takze, ze zmiany w sktadzie mikrobioty dotycza bakterii rodzaju Lactobacillus, a szcze-
go6lnie wyzszej liczebnosci Lactobacillus reuteri i Lactobacillus gasseri oraz zmniejszonej
liczebnosci Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum i Bifidobacterium [23]. U os6b
otylych wykazano takze zwigkszong liczebno$¢ Staphylococcus aureus [19, 24-26].
Wzrost liczebnosci Firmicutes w stosunku do Bacteroides to najczesciej opisywana
zmiana w mikrobiocie zaréwno otytych ludzi, jak i otylych zwierzat, jednak w zalez-
nos$ci od sposobu zywienia, przyczyn wzrostu masy ciata oraz od poziomu nadwagi lub
otyloéci obserwuje si¢ takze roéznice w skladzie mikrobioty réwniez wsrod otytych.
Roznice te najczesciej dotycza zmian na poziomie gatunku. Na przyktad w przeprowa-
dzonych dotychczas badaniach zaobserwowano, ze u otylych cigzarnych kobiet wzrasta
liczebnos$¢ Bacteroides, Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae oraz Escherichia
coli. U kobiet z nadwaga zaobserwowano natomiast wzrost Escherichia coli, Staphylo-
coccus i jednoczesnie obnizenie liczebnosci Bifidobacterium oraz Akkermansia munci-
niphila. W innych badaniach zaobserwowano, ze niewielki wzrost masy ciata koreluje
ze wzrostem liczebnos$ci Clostridium oraz Bifidobacterium [22, 24]. Oprécz rdznic
w liczebnosci okreslonych typow bakterii (gtdwnie Bacterides oraz Firmicutes) u osob
otylych zazwyczaj obserwuje si¢ takze zmniejszong réznorodno$¢ bakterii (w porow-
naniu z osobami z prawidlowa masg ciata) [16, 21, 27, 28]. Trudno jednoznacznie wskazac,
co jest przyczyng dysbiozy jelitowej u osdb otytych, jednak jednym z najwazniejszych
czynnikow wplywajacych na sklad mikrobioty jest rodzaj stosowanej diety. Na
obserwowany w otylosci wzrost liczebno$ci Firmicutes duzy wpltyw wydaje si¢ mie¢
dieta wysokottuszczowa oraz dieta bogata w weglowodany proste [16, 17, 29-32].
Oddziatywanie diety na sktad mikrobioty potwierdzaja badania, ktére wykazuja, ze
utrata masy ciata wynikajaca ze zmiany w sposobie odzywienia wplywa takze pozy-
tywnie na sktad mikrobioty (wzrost liczebnosci Bacteroides) [26, 33].

3. Potencjalne mechanizmy wplywu bakterii jelitowych na mase ciala

Przeprowadzone dotychczas badania jednoznacznie wykazaly udziat bakterii jelito-
wych w regulacji masy ciata [15, 16]. Mechanizmy, poprzez ktore bakterie jelitowe moga
wplywaé na mase ciala gospodarza, nie sg jednak jeszcze dobrze poznane i opisane.
Obecnie proponuje si¢ kilka mechanizméw wyjasniajacych udzial bakterii jelitowych
W rozwoju otytosci, z ktorych dwa najwazniejsze to zmiana metabolizmu gospodarza
i/lub rozwoj stanu zapalnego. Do zmiany metabolizmu gospodarza moze dochodzi¢ na
kilka sposobow. Po pierwsze, moze ona wynika¢ z tego, ze pewne gatunki bakterii maja
wieksza od innych zdolno$¢ do pozyskiwania energii z pozywienia, CO Sprzyja syntezie
1 gromadzeniu triglicerydow oraz wzrostowi zawartos$ci tkanki thuszczowej w organizmie
gospodarza. Oprocz zwigkszonego wchtaniania (glownie monosacharydoéw) obserwuje
si¢ takze rozwdj nabtonka jelitowego 1 zwigkszenie gestosci kosmkow jelitowych [34,
35]. Po drugie, bardzo duzy wplyw na mase ciata wydaja si¢ mie¢ ré6zne metabolity
produkowane przez bakterie jelitowe [36, 37]. Zalicza si¢ do nich miedzy innymi
powstale w reakcji fermentacji weglowodandow krotkotancuchowe kwasy tluszczowe
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(SCFAs, ang. short-chain fatty acids) takie jak: kwas octowy, mastowy, izomastowy,
mréwkowy oraz propionowy. Mechanizm dzialania SCFAs polega glownie na taczeniu
si¢ ich z receptorami na powierzchni komorek (neutrofili, makrofagéw, dendrytow), co
z kolei prowadzi do wytwarzania cytokin (np. 1L-18, IL-22), przeciwcial IgA oraz
hormonéw zaangazowanych w regulacje metabolizmu, w tym takze regulacje taknienia.
Ponadto krotkotancuchowe kwasy tluszczowe wplywaja na czynniki transkrypcyjne
(CHREBP oraz SREBP1), a to prowadzi do indukcji procesu lipogenezy i wzrostu poziomu
zmagazynowanych w tkance thuszczowej triglicerydow. Na akumulacje triglicerydow
dziata takze inhibicyjny wptyw SCFAs na biatko FIAF (czynnik tkankowy indukowany
glodzeniem), co hamuje aktywno$¢ lipazy lipoproteinowej i jednoczesnie obniza uwal-
nianie hormonéw regulujacych taknienie, takich jak: peptyd glukagonopodopbny-1
(GLP-1, ang. glucagon-like peptide 1) oraz peptyd tyrozyna-tyrozyna (PYY, ang.
peptide YY) [38-42]. Tak wigc krotkotancuchowe kwasy thuszczowe uczestniczg
W sygnalizacji procesoéw metabolizmu lipidéw, glukozy i cholesterolu, w regulacji pro-
ceséw zapalnych jelit oraz w regulacji procesow taknienia. Wykazano, ze catkowite
stezenie SCFAs u osob otylych jest wyzsze w porownaniu z osobami o prawidlowe;j
masie ciala, przy czym najwickszy wzrost st¢zenia dotyczy kwasu octowego, a nastgpnie
kwasu propionowego oraz mastowego. Ponadto zaobserwowano pozytywng korelacje
pomigdzy stezeniem kwasu octowego oraz bakteriami Streptococcus, Coprococcus,
Dorea, Roseburia oraz negatywna z bakteriami Oscillibacter. Kwas propionowy nato-
miast jest dodatnio skorelowany z bakteriami Collinsella i Roseburia, a ujemnie z bak-
teriami Alistipes oraz Oscillibacter [43]. Drugim opisywanym w literaturze mechani-
zmem, poprzez ktory bakterie jelitowe moga wptywac na rozwdj otytosci, jest wzrost
W organizmie gospodarza ogdlnoustrojowego stanu zapalnego, zwanego metaboliczng
endotoksemig. Do rozwoju stanu zapalnego prowadzi natomiast wzrost poziomu
endotoksyn LPS (liposacharydy, ang. lipopolysaccharides), ktore stanowig sktadnik
btony komorkowych bakterii Gram-ujemnych. Zwickszenie liczebno$ci tych bakterii
jest opisywane miedzy innymi u 0sob stosujacych diete wysokottuszczows, prowadzi do
nasilonej przepuszczalnosci jelit oraz wzrostu poziomu LPS w osoczu. Metaboliczna
endotoksemia wptywa na powstawanie zaburzen metabolicznych w calym organizmie,
a przez to odgrywa istotna role w rozwoju otylosci [44].

4. Rola probiotykow w regulacji masy ciala

Wyniki badan z wykorzystaniem modelu zwierzg¢cego oraz badania przeprowadzone
na ludziach wskazujg na korzystny wplyw wybranych probiotykow (gtéwnie bakterii
nalezacych do Firmicutes) na regulacje masy ciata. Doswiadczenia na zwierzgtach
wykazaty migdzy innymi, ze kilkunastotygodniowa (zwykle 12-14 tygodni) suplemen-
tacja myszy bakteriami Lactobacillus curvatus oraz Lactobacillus plantarum wptywa na
redukcje tkanki thuszczowej, spadek poziomu cholesterolu w osoczu oraz w watrobie,
obnizenie poziomu cytokin prozapalnych, a takze obnizenie poziomu ekspresji genow
enzymow zaangazowanych w synteze kwasow tluszczowych [45, 46]. Redukcje masy
ciata zaobserwowano takze w wyniku suplementacji Lactobacillus reuteri [47], Lacto-
bacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei [48, 49]. Podobny,
korzystny wptyw na masg¢ ciala obserwowano po zastosowaniu suplementacji Bifido-
bacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium longum [50], Bifodobacterium adolescentis,
Bifidobacterium breve [51, 52] oraz Bacteroides uniformis [53]. W przeprowadzonych
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badaniach zmniejszeniu masy ciata czesto towarzyszyto obnizenie insulinoopornosci,
spadek ci$nienia krwi, poprawa gospodarki lipidowej oraz poprawa poziomu glukozy.

Badania na ludziach przede wszystkim potwierdzity wptyw Lactobacillus gasseri na
spadek masy ciala, ograniczenie objetosci tkanki thuszczowej oraz zmniejszenie obwodu
bioder i talii [54, 55]. Obnizenie wskaznika masy ciata (BMI, ang. body mass index) oraz
zawartos$ci tkanki thuszczowej uzyskano takze podczas kilkutygodniowej kuracji Lacto-
bacillus plantarum [56], Lactobacillus acidophilus [57] oraz Lactobacillus rhamnosus
[58]. Natomiast podawanie Lactobacillus fermentum oraz Lactobacillus amylovorus
wplyneto na obnizenie zawartosci tkanki thuszczowej bez zmian w masie ciata [59].
Podobnie jak w przypadku modelu zwierzecego, w badaniach na ludziach czas suple-
mentacji bakteriami wynosit zwykle 6-12 tygodni. Poza zmianami dotyczacymi masy
ciata i zawartosci tkanki thuszczowej zaobserwowano, ze 6-tygodniowa suplementacja
preparatem zawierajacym Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lacto-
bacillus bifidum oraz Lactobacillus casei doprowadzita do obnizenia poziomu triglicerydow
oraz poziomu interleukiny 6 [60]. Co istotne, zarowno w badaniach na zwierzetach, jak
i na ludziach wptyw probiotykéw na mase ciata byt niezalezny od rodzaju stosowanej
diety [45-47, 50].

5. Podsumowanie

Na podstawie wynikéw dotychczas przeprowadzonych badan trudno jest jedno-
znacznie opisac profil mikrobioty charakterystyczny dla oséb otytych. Niemniej jednak
sktad i r6znorodnos¢ mikrobioty u otylych zwierzat i ludzi jest inny niz u osdb/osobni-
kow z prawidlowa masg ciata. Przede wszystkim roznica polega na zmianie stosunku
bakterii typu Firmicutes wzgledem Bacteroidetes. Dysbioza jelitowa moze bezposrednio
wplywac na zdolno$¢ organizmu do gromadzenia tkanki tluszczowej i tym samym
przyczynia¢ si¢ do rozwoju otylosci. Udziat bakterii jelitowych w powstawaniu otytosci
wydaja si¢ potwierdza¢ badania, w ktorych podawanie odpowiednich probiotykow
wplywa na zmniejszenie masy ciata.
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Udzial bakterii jelitowych w regulacji masy ciala

Streszczenie

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan wskazujg na istotny udzial bakterii jelitowych w regulacji
procesu odzywiania, trawienia, metabolizmu oraz modulacji odporno$ci gospodarza. Wyniki badan z ostat-
nich lat wykazaly ponadto réznice w sktadzie mikrobioty jelitowej u 0sob otytych oraz osob z prawidtowa
masg ciala i tym samym potwierdzily udziat bakterii jelitowych w rozwoju otylosci. Szczegdlnie interesujace
wydaja si¢ wyniki najnowszych badan, ktore wskazujg na mozliwosé wykorzystania pewnych gatunkow
bakterii w leczeniu otylosci.

Potencjalne mechanizmy, poprzez ktore bakterie jelitowe moga wplywaé na mase ciala nie sg jeszcze
doktadnie poznane i opisane. Prawdopodobnie wptyw ten wynika ze zlozonego oddziatywania metabolitow,
produkowanych przez bakterie, na metabolizm gospodarza. Metabolity te mogg migdzy innymi indukowac
proces lipogenezy, syntezy triglicerydow oraz wpltywaé na uwalnianie hormonow zotadkowo-jelitowych
zaangazowanych w procesy regulacji taknienia. Pewne gatunki bakterii jelitowych moga takze wptywac na
zdolnos¢ organizmu do przyswajania wigkszej iloéci energii ze spozywanego pozywienia, a tym samym
sprzyja¢ gromadzeniu tkanki thuszczowej. Ponadto istotny takze wydaje si¢ wptyw bakterii jelitowych na
rozwoj stanu zapalnego, co z kolei wplywa na odkiadanie si¢ tkanki tluszczowej, nietolerancj¢ glukozy,
insulinooporno$¢ i ostatecznie na masg ciala.

Celem pracy jest opisanie obecnie proponowanych mechanizméw poprzez ktore bakterie jelitowe moga
uczestniczy¢ w regulacji masy ciata oraz przedstawienie wynikéw najnowszych badan naukowych, ktore
wskazuja na mozliwosci terapeutycznego wykorzystania wybranych bakterii w regulacji masy ciala.

Stowa kluczowe: mikrobiota jelitowa, otytos¢, dysbioza, probiotyki
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The participation of intestinal bacteria in the regulation of body weight

Abstract

The results of the previous research indicate on the participation of intestinal bacteria in the nutrition, dige-
stion, metabolism processes and modulation of host immunity. So far, differences between the composition
of gut microbiota among healthy and obese people have been shown and the influence of intestinal bacteria
in development of obesity was confirmed. Especially interesting seem to be the results of studies which
indicate on the possibility of therapeutic use of certain bacteria species.

Potential mechanisms through which the intestinal bacteria can influence on the body mass are still unclear.
Probably, the effects are present due to the complex interactions of metabolites produced by bacteria on host
metabolism. These metabolites may induce the lipogenesis processes, triglyceride synthesis and releases of
gastrointestinal hormones involved in the appetite regulation. Certain species of gut bacteria can also affect
the body's ability to absorb more energy from the food it consumes, thereby promoting the accumulation of
body fat. In addition, the influence of intestinal bacteria on the development of inflammation also appears to
be important, which in turn affects the accumulation of adipose tissue, glucose intolerance, insulin resistance.
The aim of this paper is to describe the currently proposed mechanism by which intestinal bacteria can
participate in the regulation of body weight and presents the results of the latest study which indicate the
possibility of using some bacteria to regulate body mass.

Keywords: gut microbiota, obesity, dysbiosis, probiotics
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Rola mikrobioty jelitowej i osi mézg—jelita
w patogenezie chorob cywilizacyjnych
zdrowia psychicznego

1. Wstep

Wplyw mikrobioty jelitowej i przekaznictwa w osi jelita—modzg na rozwdj chorob
psychicznych badz ich podtrzymywanie badany jest od niespetna 20 lat, ale juz daje
szereg odpowiedzi, jak duza jest to zaleznos¢. To, w jaki sposob jesteSmy w stanie
zadba¢ o mikroflore i jej absolutnie optymalny adaptacyjnie stan, ksztattuje nasze funk-
cjonowanie w patogenezie choroéb cywilizacyjnych i mamy tu na mysli rowniez nowo-
twory, chorobe Parkinsona, oraz zaburzenia ze spektrum autyzmu (ICD-11). Obserwujac
najnowsze badania kliniczne mozna zauwazy¢, ze mikrobiota jelitowa moze rowniez
odpowiada¢ za ksztattowanie trudno$ci osobowosciowej, wyrdznionego w nowej klasy-
fikacji ICD-11 czynnika, ktory u pacjenta moze powodowa¢ trudnosci w budowaniu
relacji 1 koreluje dodatnio ze stanem zdrowia. Jak wazny to proces? Jak istotne sa
badania nad psychobiotykami, ktore elementarnie i holistycznie wspierajg ludzki stan
psychiczny i powinny by¢ wprowadzane w procesie psychoterapii i farmakoterapii? Na
te pytania warto odpowiedzie¢.

2. Psychobiotyki i ich znaczenie dla zdrowia psychicznego czlowieka

Mikrobiom jelitowy, ktory u kazdego cztowieka jest unikalny, petni, wspomniang
przeze mnie, role W ksztattowaniu sie¢ zdrowia psychicznego. Najnowsze badania na tym
polu wskazuja liczne dowody na powigzania mikrobiomu jelitowego z funkcjonowaniem
osrodkowego uktadu nerwowego OUN, a przez to z fenotypem zachowania: funkcjono-
waniem poznawczym, osobowoscia, nastrojem, snem oraz zachowaniami zwiazanymi
z odzywianiem. Zmiany sktadu mikrobiomu jelitowego obserwowane sg nie tylko
w dysfunkcjach ze strony przewodu pokarmowego, ale takze w zaburzeniach psychicz-
nych, w tym zaburzeniach nastroju, a takze w innych zaburzeniach zwiazanych z obnizeniem
funkcjonowania poznawczego, jak np. encefalopatia cukrzycowa i choroba Alzheimera.
Do opisywania tych zaleznosci poszukiwano odpowiedniej ramy teoretycznej, ktora
ulatwiataby analizy i interpretacje wynikow.

Kazdy cztowiek posiada unikalny sktad mikrobiomu, ktory rozwija si¢ i zmienia
w trakcie zycia, jednoczesnie pozostajac na wzglednie stabilnym poziomie, chyba ze
zafundujemy mu radyklang zmiang diety, ewentualnie klimatu, w ktorym bedzie zy¢.
Madry mozg i OUN da o tych zmianach zna¢ w sposoéb fizjologiczny, ale i psychiczny.
Zmiany w obrebie mikrobiomu wychwytywane sg przez neurony zlokalizowane na catej
dlugosci jelita i przesytane do mozgu, tworza tzw. 0§ mézgowo-jelitows, ktorej gldownym
szlakiem jest nerw btgdny — wspaniale opisany w terapii poliwagalnej S. Porgesa. Poza
wplywem na wymienione funkcjonowanie uktadu trawiennego i odpornosciowego,
mikrobiom jelitowy powiazany jest z funkcjonowaniem osi HPA, a przez to z regulacjg
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pobudzenia i emocji. Ten gldwny szlak komunikacyjny to w 80% komunikacja jelita =>
mozg. Z kolei na drodze mozg => jelita przekazywanych jest 20% komunikatow. Warte
wskazania jest wigc, ze na calej dlugosci jelita znajduje si¢ ponad 100 milionow
neuronow o réznej modalnosci, tworzacych ztozone tuki odruchowe, ktore wptywaja na
regulacje funkcji pracy jelit. Kryja si¢ one pod nazwa jelitowego uktadu nerwowego
(ang. enteric nervous system, ENS) i stanowig — stusznie nazwany — ,,drugi mozg”
czlowieka. Co istotne, mozna wplywac na niego poprzez stosowanie psychobiotykow
(Dinan, 2013), czyli zywych organizméw, ktore spozywane w odpowiedniej ilosci
przyczyniaja si¢ do poprawy zdrowia psychicznego pacjentow pozostajacych w leczeniu
klinicznym lub psychoterapii (oczywiscie w potaczeniu obydwu takze).

Probiotyki, a raczej psychobiotyki, wptywaja na aktywnos$¢ osi podwzgorze—przy-
sadka—nadnercza (HPA), wykazujac dziatanie hamujace wobec uwalniania kortyzolu.
W badaniach na myszach jalowych (germ-free mice) wykazano, ze terapia psychobio-
tykami reguluje adaptacyjnie aktywnos$¢ osi HPA w odpowiedzi na stres poprzez
obnizenie poziomu kortykosteronu, hormonu adrenokortykotropowego, oraz ekspresji
czynnika uwalniajacego kortykotroping w podwzgorzu. W szczegdlnosci w badaniach
wskazywane sa szczepy bakterii Coprococcus (marker depresji), Bifidobacterium
longum RO175 oraz Lactobacillus helveticus. U osob je przyjmujacych zaobserwowano
istotne zmniejszenie objawdw lekowych, a takze latwiejsze radzenie sobie w sytuacjach
stresowych. Istotnie korelowato to ze zmniejszeniem wydzielania cytokin prozapalnych
W organizmie ludzkim. Istotne wyniki zostaly otrzymane w badaniach Messaoudsi,
Lalonde i in. (2010), ktérzy w badaniu wptywu tych samych bakterii na zdrowie psy-
chiczne cztowieka zaobserwowali nizszy stopien poczucia winy i wigksze predyspozycje
do rozwigzywania probleméw, obnizenie intensywnosci objawdw depresji i do§wiad-
czanego leku w skali HADS, poprawily si¢ objawy zwiazane z doswiadczaniem stresu
w skali HSCL-90, doszto do istotnego obnizenia dobowego wydalania kortyzolu
z moczem [1, 2].

Psychobiotyki wptywaja takze na stan psychiczny poprzez zwigkszanie dostepnosci
tryptofanu (prekursora serotoniny), zwigkszanie syntezy serotoniny — potocznie nazywanej
,hormonem szczgécia” oraz redukowanie jej metabolizmu. Dodatkowo psychobiotyki
zawierajace wskazane wyzej bakterie przyczyniaja si¢ do produkowania neuroaktywnych
zwiazkéw, takich jak m.in. kwas gamma-aminomastowy (GABA), katecholaminy
i acetylocholiny [3]. Sa one niezbedne do adaptacyjnego i w miar¢ symbiotycznego
holistycznie dziatania organizmu cztowieka. W badaniach Bailey’a i wsp., przeprowa-
dzonych na myszach jatowych, wykazano zmniejszenie liczebno$ci bakterii z rodzaju
Bacteroides oraz zwigkszenie liczebnosci bakterii rodzaju Clostridium po ekspozycji
zwierzat na dziatanie czynnikow stresogennych. Obserwowane zmiany byly najwyraz-
niejsze, kiedy sktadowa mikrobiomu oceniana byta bezposrednio po ekspozycji. Wykazano
wpltyw LPS na aktywacje obszaréw centralnego uktadu nerwowego zwigzanych z kon-
trolg emocjonalng, w szczegdlnosci ciata migdatowatego. Zauwaza si¢ wigc zdolnos¢
psychobiotykéw do zmniejszania przepuszczalnosci jelita i modulowania reakcji zapalnych
jako jednego z kluczowych mechanizméw ich terapeutycznego dziatania w zaburze-
niach psychicznych. Seo i wsp. dowiedli takze wptywu dysbiozy jelitowej (niefizjolo-
giczny stan mikrobioty) na rozwoj stanu zapalnego, co w konsekwencji moze prowadzi¢
do powstania neurozapalnych zmian w mozgu, zwigkszenia przepuszczalnosci bariery
krew—mozg oraz umozliwienia wnikania czynnikoéw zapalnych i fragmentéw bakterii do
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moézgu, powodujac nadmierng aktywacje komoérek mikrogleju [4]. Jakiez to wazne dla
dalszego rozwoju neuropsychologii oraz uwzglednienia podejscia holistycznego do
psychoterapii.

3. Badania potwierdzajace role psychobiotykéw w utrzymaniu zdrowia
psychicznego

W jednym z badan dlugotrwala suplementacja bakterii Lactobacillus rhamnosus
(JB-1) u myszy zaindukowata zlokalizowane zmiany w uktadzie ekspresji GABAB1b
mRNA (zwickszenie w obrebie obrgczy oraz kory prelimbicznej, zmniejszenie w obrebie
hipokampa, ciata migdatowatego oraz miejsca sinawego) [1]. Psychobiotyki zawierajace
JB-1, suplementowane codziennie, zmniejszyly nasilenie zachowan zwigzanych ze
stresem i depresja, regulowanych przez wydzielanie kortykosteronu. Te informacje
moga mie¢ istotne znaczenie dla naszego myslenia o zaburzeniach psychicznych [5].
Suplementacje probiotykowe, psychobiotykowe sa obecnie coraz czgiciej wskazywane
jako terapia uzupehiajgca psychoterapi¢ oraz profilaktyke zaburzen nastroju i zaburzen
poznawczych, zwiazanych np. z procesami starzenia si¢ czy chorobami wptywajacymi
na aktywno$¢ moézgu.

Nalezatoby przytoczy¢ tu jeszcze jedno wazne badanie z punktu widzenia Klinicz-
nego wptywu mikrobioty jelitowej na procesy afektywne, poznawcze i depresje. Zostato
ono przeprowadzone przez Kelly’ego i wsp. (2016), a wykorzystano w nim metode
przeszczepu mikrobioty jelitowej FMT (ang. fecal microbiota transfer) od pacjentow ze
zdiagnozowang depresja do organizmu myszy jalowych. Poddane FMT zwierzeta miaty
zachowania Igkowe i odczuwaty anhedoni¢. Wskazywalo na to unikanie przez myszy
otwartych przestrzeni (Igk) oraz rzadszy wybor roztworu wody z sacharozg (wywolujaca
przyjemnosc), a czestszy wody bez dodatkow (anhedonia). W jelitach myszy jalowych
wytworzyl si¢ stan zapalny. W etiologii depresji kluczowa role odrywajg wiasnie
czynniki zapalne, ktore powoduja nadmierng aktywacj¢ indoloamino-2,3-dioksygenazy
(IDO), przeksztalcajacej dostepne zasoby tryptofanu w kinurening. Kinurenina ma
wplyw toksyczny na OUN, a tryptofan, ktéory wykorzystywany jest do jej wytworzenia,
nie moze tym samym zosta¢ przeksztalcony w serotoning, ktorej niedobor odgrywa
kluczows role w patofizjologii tej choroby (Miiller i Schwarz, 2007). Wzrost cytokin
prozapalnych, takich jak interleukina-1 (IL-1) i interleukina-6 (IL-6), modulujacych
wydzielanie kortykoliberyny (ang. cortycotropin-release factor, CRF), powoduje jej
podwyzszenie, a nastepnie reakcje osi HPA 1 wzrost stezenia kortyzolu [2].

Z perspektywy psychologicznej istotne jest badanie relacji pomiedzy rozwojem
depresji, reakcja immunologiczng organizmu oraz mikrobioty jelitowej lacznie. Na
potaczenie to ma wplyw tzw. zesp6l nieszczelnego jelita. Badania pokazaty, ze pod
wplywem stresu znacznemu ostabieniu ulegaja tigh junctions, czyli szczelne potaczenia
pomiedzy komdrkami nabtonka jelitowego, w wyniku czego dochodzi do translokacji
bakterii jelitowych przez bariere jelitowa do uktadu krazenia cztowieka.

Jak uwidoczniono w kolejnych badaniach Zareie i wsp. — myszy laboratoryjne, ktore
poddawano przewleklemu stresowi, miaty zwickszony wychwyt bakterii jelitowych
w weztach chtonnych jelit. Wskazuje to na ostabienie bariery jelitowej, a co za tym idzie
na przedostawanie si¢ drobnoustrojow poza $wiatlo jelita i prowadzenie do stanu
zapalnego w organizmie. Taka relacja miedzy podwyzszonymi markerami stanu zapal-
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nego a stanami depresyjnymi lub stanami obnizonego nastroju obserwowana jest
w badaniach klinicznych na modelach zwierzecych od wielu lat [6].

W oparciu o analizy wynikajace z badan na myszach laboratoryjnych rozwineta sie
takze galaz badan, dzigki ktorym mozna dowiedzie¢ sig, jak wybrane probiotyki wpty-
waja na stany psychiczne cziowieka. Majac na uwadze dziatanie osi jelito-mdzg, opisano
nieliczne, jak do tej pory, badania na populacji ludzkiej — polegajace na wprowadzeniu
probiotyku uczestnikom badania i ocenie zmian nastroju, nasilenia leku, stanow
depresyjnych, pogorszeniu stanu ogdlnego adaptacji do stresora za pomoca przedstawio-
nych skal takich jak General Health Questionnaire (GHQ, Kwestionariusz Ogdlnego
Zdrowia), Depression Anxiety and Stress Scale (DASS, Skala Depresji, Leku i Stresu),
Leiden Index of Depression Sensitivity-Revised (LEIDS-r), State-Trait Anxiety Inventory
(STAI, Inwentarz Stanu i Cechy Leku), Development Behavior Checklist (DBC), Beck
Depression Inventory (BDI, Skala Depresji Becka), Beck Anxiety Inventory (BAI),
Hopkins Symptom Checklist (HSCL-90, Lista Objawoéw Hopkinsa), Hospital Anxiety
and Depression Scale (HADS, Szpitalna Skala Leku i Depresji), Perceived Stress Scale
(PSS, Skala Odczuwanego Stresu), Coping Checklist (CCL), Profile of Mood State
(POMS, Test Profilu Nastrojow). Czes¢ badan oceniata rowniez markery stanu zapalnego
i BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor, biatko, najwazniejszy czynnik wzrostu
neurondw w mozgu) w surowicy krwi, a takze wskazywala na wahanie poziomu korty-
zolu w odpowiedzi organizmu na stres. Dwa badania weryfikowaty zmiany stopnia
aktywacji mézgu w badaniu fMRI po zastosowaniu probiotykow [7].

I tak na przyktad w badaniu Messaoudiego i wsp. 55 zdrowym ochotnikom poda-
wano mieszanke bakterii probiotycznych zawierajaca Lactobacillus helveticus R0052
i Bifidobacterium longum R0175 lub placebo przez 30 dni roboczych (proba podwojnie
slepa). Uczestnicy proby badawczej byli oceniani za pomoca wymienionych skal:
HSCL-90, HADS, PSS i CCL zaréwno przed, jak i po dokonaniu badania (30 dni),
dodatkowo badano u nich poziom kortyzolu w probce moczu. Dowiedziono, ze przyj-
mowanie tychze szczepow bakterii, ktore mozna nazywac psychobiotykami (bakteriami
wplywajacymi na stan psychiczny cztowieka, a przynajmniej pozytywnie z nim kore-
lujacymi) wptyneto na zmniejszenie poziomu leku, stanéw depresyjnych i somatyzacji,
a takze wspotczynnika agresji — wrogosci w skali HSCL-90 oraz na poprawe w skali
HADS. Widoczny byt réwniez spadek poziomu kortyzolu. Powtdrzone przez badaczy
doswiadczenia na zmniejszonej probie 25 pacjentdw z tej samej grupy ochotnikdw,
u ktorych stwierdzono najnizszy poziom stresu w probee sprawdzajacej poziom kortyzolu
w moczu na poczatku badania, wykazalo utrzymujaca si¢ poprawe w skalach HSCL-90
i HADS [8].

Wazne wydaje si¢ rowniez przypomnienie kilku istotnych informacji na temat
depresji, ktorg juz teraz mozemy nazywac choroba cywilizacyjna, prowadzaca w stanach
cigzkich, przewleklych i nieleczonych do $mierci. U wigkszo$ci pacjentdw mozna
wyszczegolni¢ objawy takie jak obniZzenie nastroju, ubytek energii, zmniejszenie aktyw-
nosci oraz energii zyciowej, trudnosci z koncentracjg oraz utrzymaniem uwagi i skupienia,
motywacji, a takze zmeczenie pojawiajace si¢ nawet po niewielkim wysitku. Moga
pojawiac sie rOwniez zaburzenia snu oraz brak apetytu (zamiennie z napadami objadania
si¢). Samoocena i pewnos¢ siebie u 0sob ze zdiagnozowana depresja sg znacznie obnizone,
pojawia si¢: poczucie winy, krzywdy osobiste], niezrozumienia, a takze bezwarto$cio-
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wosci. Obnizony nastrdj nie ulega wickszym zmianom w kolejnych dniach, nawet pod
wplywem biezacych wydarzen [9].

U pacjentow z depresja wykazano zwickszong aktywnos$¢ reakcji zapalnych IgA-
I lgM-zaleznych w jelitach, skierowanych przeciwko lipopolisacharydom enterobakterii.
Mozna wigc wysunaé wnioski, ze translokacja bakteryjna z jelit jest zwigkszona u tych
pacjentow, a odpowiedz zapalna moze si¢ przyczynia¢ do zaburzen nastroju. Istotnie
zwrdcono uwage na zwigkszong liczbe bakterii z gatunku Alistipes. Podwyzszona liczba
tych mikroorganizmoéw zostata wykryta rowniez u 0sob chorujacych na inne choroby,
ktorym towarzyszy stan zapalny, w tym takze na schizofreni¢ czy jadlowstret psychiczny
(anoreksja, zaburzenia odzywiania) [10]. Sugeruje to, ze gatunek ten ma zwigzek
Z wystgpowaniem w organizmie procesu zapalnego, ktory odgrywa role w patogenezie
zaburzen depresyjnych. To bardzo wazne dla perspektywy dalszych badan i wsparcia
leczenia chorych na depresje badZ inne zaburzenia psychiczne [9].

Wykazano takze, ze u pacjentdéw z obnizonym nastrojem oraz depresjg w jelitach
wystepuje nadmiar mikroorganizmoéw, tj. Oscillibacter, ktorych koncowym produktem
metabolizmu jest kwas walerianowy. W swej strukturze czastkowej podobny jest do
kwasu GABA, w rezultacie wigc jest zdolny do wigzania si¢ z receptorami GABA.
Zwigkszone stezenie kwasu walerianowego w organizmie ludzkim powoduje, ze organizm
reaguje tak, jakby w jego krwi wystgpowal nadmiar kwasu y-aminomastowego. Powo-
duje to typowe dla depresji stany takie jak ospato$¢ oraz spadek motywacji. Wynika
z tego, ze sktad mikrobioty jelitowej 1 jej bakterii zaangazowanych w wytwarzanie lub
metabolizm kwasu walerianowego przyczynia si¢ do wystgpowania objawow typowych
dla depres;ji [10].

Nalezy doda¢, ze psychobiotyki sa w stanie — poprzez zawarte w nich wymienione
szczepy bakterii — modulowac fizjologiczny stan mikroflory jelitowej i utrzymywac
mikrobiom na najlepszym (a moze wystarczajaco odpowiednim) poziomie, nie dopusz-
czajac do dysbiozy i stanu zapalnego. Jest to fascynujacy mechanizm, ktéry sami mozemy
regulowacé poprzez odpowiednia suplementacj¢. W zaleznosci od liczby i rodzaju mikro-
organizmow, a takze pewnej korelacji miedzy nimi, do mézgu wysytane sa liczne sygnaty
na drodze endokrynnej, immunologicznej i neuronalnej. Oczywiscie komunikacja ta
odbywa si¢ za posrednictwem osi jelitowo-mozgowej. Wyniki analizowanego pismien-
nictwa i badan klinicznych, prowadzonych rowniez w polskich laboratoriach, wykazuja,
ze sktad mikrobioty bakteryjnej w wybranych zaburzeniach i chorobach psychicznych
jest odmienny od sktadu mikrobioty kolonizujgce;j jelita 0sob, u ktorych tych zaburzen
i chordb nie wykazano.

4. Podsumowanie

Psychobiotykoterapia powinna by¢ prowadzona na rowni z psychoterapig i farmako-
terapig. Wyniki badan i ich ewidentne efekty w poprawie zdrowia psychicznego po
odpowiedniej suplementacji nie pozostawiaja watpliwosci: jest to gataz nauki, ktora
absolutnie bedzie rozwijana na potrzeby poprawy zdrowia psychicznego pacjentow.
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Streszczenie

Stres uposledza funkcje naszej bariery jelitowej, co w szybkim tempie prowadzi do zaburzen zoladkowo-
-jelitowych oraz powstawania, najpierw miejscowego, a potem uogolnionego stanu zapalnego. Przewlekly
stan zapalny jest prekursorem wielu réznych chordb, ktore juz teraz mozna okresla¢ mianem cywilizacyjnych.
Podwyzszony poziom cytokin prozapalnych, czyli biatek dbajacych o odporno$¢ ludzkiego organizmu,
obserwuje si¢ takze w zaburzeniach psychicznych: depresji, stanach lgkowych czy chorobach neurode-
generacyjnych. Jak juz wiadomo — jelita dysponuja wlasnym uktadem nerwowym. To witasnie ENS (ang.
enteric nervous system — jelitowy uktad nerwowy) jest jednym z wazniejszych elementow osi mozgowo-
-jelitowej. Przewdd pokarmowy komunikuje si¢ z mozgiem, wysyltajac do niego sygnaly poprzez nerw
blgdny oraz mnogo$¢ substancji wytwarzanych przez bakterie jelitowe (neurotransmitery i neuromodulatory:
serotoning, melatoning, kwas gamma-aminomastowy — GABA, acetylocholing), ukfad immunologiczny,
wytwarzajacy m.in. wspomniane cytokiny, a takze uklad dokrewny produkujacy hormony. Migdzy prze-
wodem pokarmowym a moézgiem dochodzi do nieustannej wymiany informacji. Liczne badania dowodza,
ze mamy o wiele wigkszy wplyw na zdrowie, niz nam si¢ wydaje. Przedmiotem obecnej pracy jest przeglad
aktualnych badan na temat technik badawczych stosowanych do analizy mikrobioty, wplywu czynnikow
Srodowiskowych na jej zréznicowanie oraz oddziatywania mikrobioty na nasze zdrowie i pracg mozgu.
Stowa kluczowe: mikrobiota, mikroflora jelitowa, stres, zaburzenia lgkowe, jelitowy uktad nerwowy,
zdrowie psychiczne 0§ mézgowo-jelitowa, psychobiotyki
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The role of the gut microbiota and the brain-gut axis in the pathogenesis
of mental health lifestyle diseases

Abstract

The role of the gut microbiota and the brain-gut axis in the pathogenesis of mental health lifestyle diseases
Stress impairs the functions of our intestinal barrier, which quickly leads to gastrointestinal disorders and the
formation of local and then generalized inflammation. Chronic inflammation is a precursor to many different
diseases, which we can already call civilization. Increased levels of proinflammatory cytokines, i.e. proteins
that care for the immunity of the human body, are also observed in mental disorders: depression, anxiety or
neurodegenerative diseases. As we already know, the intestines have their own nervous system. It is the ENS
(enteric nervous system) that is one of the most important elements of the cerebral and intestinal axis. The
digestive tract communicates with the brain, sending signals to it through the vagus nerve, as well as
a multitude of substances produced by intestinal bacteria (neurotransmitters and neuromodulators: serotonin,
melatonin, gammaaminobutyric acid — GABA, acetylcholine), the immune system, producing, among
others, the mentioned cytokines, and the endocrine system that produces hormones. There is a constant
exchange of information between the digestive tract and the brain. Numerous studies show that we have
a much greater impact on our health than we think. The subject of the present work is a review of current
research on research techniques used to analyze microbiota, the influence of environmental factors on its
diversity and the impact of microbiota on our brain health and work.

Keywords: microbiota, intestinal microflora, stress, anxiety disorders, intestinal nervous system, mental
health, brain and intestinal axis, psychobiotics
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