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» Wplyw prebiotykow na adhezje¢ bakterii beztlenowych do ludzkich komodrek jelita
grubego i badanie biofilmu Clostridium difficile”

Streszczenie w jezyku polskim
Wprowadzenie

Przewod pokarmowy cztowieka jest skolonizowany przez bakterie, wirusy, grzyby i archeony
okreslane zespolowo jako microbiota. Okoto 99% bakterii jelitowych nalezy do pigciu
gtownych typoéw: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria 1 Fusobacteria. W
jelicie grubym przewazaja bakterie beztlenowe nalezace do typu Firmicutes (65%) 1
Bacteroidetes (25%). Microbiota jelitowa odgrywa wazng role w utrzymaniu zdrowia
cztlowieka. Migdzy innymi bierze udziat w rozkladaniu nietrawionych przez czlowieka
substancji o dziataniu prebiotycznym, dostajacych si¢ wraz z pokarmem jak inulina czy
fruktooligosacharydy. Oligosacharydy pochodzace z mleka ludzkiego (HMOs, ang. human
milk oligosaccharides) aktywnie stymuluja wzrost poszczegdlnych cztonkéw spotecznoscei
bakteryjnej przewodu pokarmowego niemowlat, przynoszac korzysci, stad nalezy je traktowaé
jako prebiotyki. W procesie fermentacji prebiotykéw powstaje kwas mlekowy, ktéry lekko
zakwasza srodowisko jelita grubego, hamujac w ten sposob rozwdj bakterii chorobotworczych.
Sktad microbiota jelit ulega w calym zyciu czlowieka dynamicznym zmianom 1 jest
uzalezniony od wielu czynnikow wewnetrznych i zewnetrznych. W wyniku stosowania
antybiotykoterapii moze dojs$¢ do dysbiozy, czyli zaburzenia rownowagi w obrebie microbiota,
ktore moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju zakazenia Clostridium difficile (obecnie Clostridioides
difficile) (CDI, ang. C. difficile infection). U pacjentéw z CDI obserwuje si¢ wyraznie obnizong
liczebnos¢ bakterii zrodzaju Bacteroides, ktore stanowig tzw. czynnik oporno$ci na

kolonizacje (colonization resistance factor).

Pierwszym etapem kolonizacji przewodu pokarmowego przez bakterie zarowno komensalne
jak i chorobotworcze jest ich adhezja do bton §luzowych gospodarza. Warunkuje to dtugotrwate
przebywanie drobnoustrojow w organizmie czlowieka ioddzialywanie na jego zdrowie.
Badania nad zdolno$cig 1 mechanizmami adhezji bakteryjnej stanowiag wazny obszar w

dziedzinie mikrobiologii. Substancje takie jak prebiotyki hamujg adhezje¢ komorek



bakteryjnych do blon gospodarza. W celach terapeutycznych mozna zatem probowac

zastosowac prebiotyki bedace sktadnikiem pozywienia, w tym mleka ludzkiego.

W sktad rozprawy doktorskiej wchodza trzy oryginalne artykuly tworzace monotematyczny
cykl publikacji.

Cel pracy

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu prebiotykow, w tym
pochodzacych z mleka ludzkiego (HMOs) oraz kandydatow na prebiotyki na adhezj¢ patogenu
ludzkiego C. difficile, bakterii z rodzaju Bacteroides stanowigcych naturalng mikroflore
cztowieka, a takze patogenu biegunkotwoérczego B. fragilis wytwarzajacego enterotoksyne tzw.
szczepy ETBF (enterotoxigenic Bacteroides fragilis) do ludzkich komorek nabtonka jelita
grubego oraz na wytwarzanie biofilmu. Dodatkowymi celami bylo wybranie szczepu
Bacteroides sp. o najlepszych wtasciwosciach adhezyjnych i zbadanie wptywu tego szczepu w
kombinacji z prebiotykiem na adhezje¢ oraz tworzenie biofilmu przez C. difficile. Ponadto
zbadano wptyw HMOs na ekspresje genow cwp66 i1 cwp84 C. difficile kodujacych biatka

odpowiedzialne za adhezj¢ tego patogenu.
Material i metody

Badania zdolnosci adhezji bakterii beztlenowych jak i zahamowania adhezji bakterii przez
prebiotyki przeprowadzono na liniach komoérkowych wywodzacych si¢ z komorek
nabtonkowych jelita grubego, w tym nowotworowych HT-29 (linia niesluzowa) i HT-29 MTX
(linia $luzowa) oraz linii wywodzacej si¢ z komorek zdrowego jelita grubego CCD 841 CoN.
Biofilm badano za pomocg dwoch metod (1) na ptytkach titracyjnych, a utworzony biofilm
barwiono fioletem krystalicznym oraz (2) na specjalnych szalkach ze szklanym dnem,
a powstaly biofilm wizualizowano przy uzyciu skanujacej laserowej mikroskopii konfokalne;.
Badanie wptywu HMOs na ekspresje genow cwp66 1 cwp84 przeprowadzono wykorzystujac
metode real-time PCR.

Wyniki

W pierwsze] pracy przedstawiono wyniki badania wptywu prebiotykow i1 kandydatow na
prebiotyki takich jak celobioza (CEL), fruktooligosacharydy (FOS), inulina (INU), mannoza
(MAN) i rafinoza (RAF) na adhezj¢ i tworzenie biofilmu przez szczepy C. difficile, w tym dwa
szczepy - referencyjny 630 i kontrolny M 120 oraz 10 szczepdw klinicznych nalezacych do tzw.
PCR-rybotypu 027 (RT027), ktére wybrano do badan ze wzgledu na ich potencjat

chorobotworczy (szczepy hiperepidemiczne). Wérdd badanych substancji o wlasciwosciach



prebiotyku najwiekszy potencjat antyadhezyjny wykazano w przypadku FOS i1 MAN.
Zaobserwowano, rowniez w obecnosci niskich stezen tj. 1% FOS 1 1% MAN wzmozony wzrost
biofilmu szczepow C. difficile. Jednak w przypadku klinicznych szczepéw RTO027 nie
stwierdzono istotno$ci statystycznej w przypadku uzycia metody na ptytkach titracyjnych.
Wyrazne réznice w wygladzie biofilmu w obecnosci tych samych prebiotykow tj. FOS 1 MAN
w stezeniu 1% zaobserwowano uzywajac skanujacej laserowej mikroskopii konfokalne;.
Struktura biofilmu byta bardziej ,,chropowata”, heterogenna z obecnos$cia wielu agregatow, w
poréwnaniu do gladkiej powierzchni 1 bardziej jednorodnej bez prebiotyku. Wykazano, ze
prebiotyki wptywaja na adhezj¢ i1 tworzenie biofilmu C. difficile w zr6znicowany sposob, w

zalezno$ci od ich st¢zenia.

W drugiej publikacji przedstawiono wyniki badan wplywu siedmiu prebiotykéw i kandydatow
na prebiotyk tj. FOS, galaktooligosacharydy (GOS), INU, laktuloza (LAC), MAN, RAF i CEL
na adhezj¢ 1 wytwarzanie biofilmu przez szczepy bakterii beztlenowych nalezacych do
gatunkow wchodzacych w sktad microbiota przewodu pokarmowego cztowieka tj. B. fragilis
(szczepy nieenterotoksynotworcze) 1 B. thetaiotaomicron jak tez patogenu B. fragilis (szczep
enterotoksynotworczy). Byly to szczepy wzorcowe jak i kliniczne. Ponadto zbadano wptyw
samych bakterii z rodzaju Bacteroides jak tez w kombinacji z prebiotykiem FOS (potencjalny
synbiotyk) na adhezje oraz na tworzenie biofilmu C. difficile 630. Wykazano zr6znicowany
wpltyw wybranych prebiotykdw oraz kandydatoéw na prebiotyk na adhezje oraz tworzenie
biofilmu przez szczepy z rodzaju Bacteroides. Najwicksze dziatanie antyadhezyjne
stwierdzono w przypadku INU, MAN i1 RAF. W pracy wykazano, ze inkubacja C. difficile z
nieenterotoksynotwoérczym szczepem B. fragilis jak 1 B. thetaiotaomicron spowodowala
znaczace zahamowanie zarowno adhezji jak tez tworzenia biofilmu. Kombinacja potaczenia
szczepu z rodzaju Bacteroides sp. (potencjalny probiotyk) 1 FOS (prebiotyk) wptywata na

hamowanie adhezji oraz tworzenie biofilmu przez patogen ludzki C. difficile.

W ostatniej pracy wchodzacej w zakres rozprawy doktorskiej zbadano wptyw prebiotykow
pochodzacych z mleka ludzkiego (HMOs) tj. 3’-sialyllaktozy (3’-SL) i 6’-sialyllaktozy (6°-SL)
na adhezje¢ 1 tworzenie biofilmu C. difficile oraz ekspresj¢ gendw cwp84 i cwp66 kluczowych
w adhezji tego drobnoustroju. Obecnos¢ oligosacharydoéw 3°-SL 1 6’-SL w stezeniu 1% istotnie
obnizyta adhezje C. difficile do komodrek trzech badanych linii. Przy uzyciu skanujacej
laserowej mikroskopii konfokalnej uwidoczniono zmiany w biofilmie zachodzace pod
wptywem HMOs, jesli pordwnano ten obraz z obrazem biofilmu kontrolnego bez obecnosci

HMOs. W obecnosci 3°-SL gestos¢ struktury biofilmu C. difficile byta mniejsza w porownaniu



do kontroli, podczas gdy w obecnosci 6’-SL wzrastata gesto$¢ biofilmu. Zaobserwowano
zmiany w wygladzie komorek C. difficile tj. ich wydluzenie. Obydwa prebiotyki HMOs
hamowaty ekspresj¢ genu cwp84 natomiast nie obserwowano istotnej zmiany w ekspresji genu

cwpb66.
Whioski

Prebiotyki i kandydaci na prebiotyk majg zr6znicowany wpltyw na adhezj¢ ludzkiego patogenu
C. difficile a takze bakterii z rodzaju Bacteroides bedacych sktadnikiem microbiota przewodu
pokarmowego czitowieka do ludzkich komorek nablonka jelita grubego oraz formowanie
biofilmu. W szczegolnosci wysoki potencjal antyadhezyjny wykazywaty FOS, MAN i HMOs
(3°-SL i 6’-SL) w hamowaniu adhezji C. difficile. Wyniki zaprezentowanych badan wskazuja
na potencjalng rol¢ prebiotykow i synbiotykoéw w walce z C. difficile.



