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ANTAGONISTYCZNY WPLYW LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
DSM 20079 1 DSM 20242 NA BAKTERIE PATOGENNE
IZOLOWANE OD LUDZI

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki dotyczace antagonistycznego dzialania Lactobacillus acidophilus
DSM 20079 i DSM 20242 w stosunku do szczepdw bakterii Helicobacter pylori, Escherichia coli i Sal-
monella enteritidis izolowanych od pacjentow. Najwicksze strefy zahamowania wzrostu obserwowano we
wszystkich testowanych szczepach H. pylori — wynosity one ponad 20 mm. Testowane szczepy L. aci-
dophilus hamowaly réwniez rozwdj wszystkich szczepow S. enteritidis, a wielko$¢ stref wynosita powyzej
12 mm. Sposréd szczepow E. coli byty takie, ktorych wzrost nie byt hamowany przez testowane szczepy
L. acidophilus. Wielko$¢ stref zahamowania wzrostu pozostatych testowanych szczepow E. coli wynosita
od 11 do 16 mm.

Stowa kluczowe: Lactobacillus acidophilus, aktywnosc antagonistyczna, Helicobacter pylori, Escherichia
coli, Salmonella enteritidis

Wprowadzenie

Zgodnie z definicja FAO/WHO z 2001 r. probiotyki definiuje si¢ jako zywe mi-
kroorganizmy, ktére podawane cztowiekowi w odpowiedniej liczbie wykazuja korzy-
sci zdrowotne. Bakterie probiotyczne sa zdolne do antagonizmu w stosunku do bakterii
gram dodatnich i gram ujemnych, w tym bakterii patogennych. Mechanizm tego proce-
su polega na wspotzawodnictwie o miejsce adherencji do nabtonka przewodu pokar-
mowego, konkurencji o substancje odzywcze, stymulacji odporno$ci organizmu oraz
produkcji substancji antybakteryjnych. Produkuja ponadto substancje wywotujace tzw.
niespecyficzng inhibicj¢ rozwoju patogenow, takie jak: kwas mlekowy, octowy, nad-
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tlenek wodoru i bakteriocyny. Istniejg dowody na to, ze bakterie probiotyczne wykazu-
ja aktywnos$¢ w zwalczaniu Helicobacter pylori, odpowiedzialnej za choroby wrzodo-
we zotadka 1 dwunastnicy. W badaniach in vivo na myszach oraz w badaniach in vitro
potwierdzono znaczny wptyw Lactobacillus acidophilus na hamowanie rozwoju i ob-
nizanie przezywalnosci Helicobacter pylori [10].

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii kwasu mlekowego przypisywana
jest miedzy innymi pozakomdrkowym substancjom biatkowym. Bakterie kwasu mle-
kowego (Lactic Acid Bacteria - LAB) oraz ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe,
za sprawg fermentacji umozliwiajg wydtuzanie okresu przechowywania. W celu za-
pewnienia odpowiednich warunkéw rozwoju bakterie te wytwarzaja szereg substancji
przeciwdrobnoustrojowych uwalnianych poza komorke [49]. Oprocz kwasow orga-
nicznych, nadtlenku wodoru, diacetylu i CO, wytwarzajg one liczng grupe substancji
biatkowych wykazujacych znaczace dziatanie bakteriobdjcze i/lub bakteriostatyczne
[51]. Poznane oraz scharakteryzowane substancje biatkowe wykazujace wiasciwosci
hamujgce wzrost mikroorganizmoéw (najczesciej w obregbie gatunku) zwane sg bakte-
riocynami [7, 35, 49]. Prawie wszystkie bakteriocyny pochodzace od LAB s to meta-
bolity pierwotne [49], syntetyzowane rybosomalnie [9, 15, 22], ktore w wigkszosci
przypadkow ulegaja potranslacyjnej modyfikacji. Lancuchy polipeptydowe tworzace
aktywne bialka maja mase czasteczkowa rzedu od kilku (-10°) do kilkunastu (-10%) Da.
Bakteriocyny wytwarzane przez LAB s3 najlepiej poznang grupa tego typu zwigzkow.
Oprocz postaci liniowej bakteriocyn, wystepuja rowniez mniej poznane formy cyklicz-
ne, odznaczajace si¢ zwigkszong opornoscig na proteaze oraz wigksza stabilno$cig
termodynamiczng [46].

Liczna grupa bakterii z rodzaju Lactobacillus ssp. wykazujaca zdolnos¢ biosynte-
zy bakteriocyn nalezy do grupy GRAS (Generally Recognized As Safe) [33, 37]. Dla-
tego tez bakterie kwasu mlekowego sa szeroko stosowane w przemysle spozywczym
do utrwalania zywnos$ci poprzez fermentacj¢. Proces fermentacji mlekowej moze jed-
nak powodowac¢ niekorzystne zmiany sensoryczne produktu. Z tego wzgledu dazy si¢
do pozyskiwania form substancji oczyszczonych, tak aby mogty by¢ zastosowane jako
biokonserwanty. Oczyszczone bakteriocyny nie majg smaku, zapachu ani barwy [36,
37].

Chcac efektywnie wykorzystywaé bakteriocyny w przemysle spozywczym, nie-
zbedna jest optymalizacja warunkow produkcji poprzez kontrole parametréw techno-
logicznych oraz Srodowiska. Szczegdtowa analiza wlasciwosci biochemicznych oraz
technologicznych tego typu zwigzkow moze wyjasni¢ ich niska aktywnosé, czgsto
pojawiajacag si¢ w systemach produkcji zywnosci wykorzystujagcych mikroorganizmy
bakteriocynogenne. Wykorzystanie biosyntezy bakteriocyn in situ daje mozliwos¢ ich
taniej 1 bezpiecznej aplikacji w celu zapewnienia jakosSci i bezpieczenstwa zywnosci.
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W wielu badaniach stwierdzono, ze najbardziej wydajna biosynteza bakteriocyn
zachodzi w optymalnych dla danego szczepu warunkach hodowli. W wigkszosci jed-
nak zauwazono, ze warunki hodowli odbiegajace od optymalnych spowodowaty
znaczne zwigkszenie ilosci wytwarzanych zwigzkow biatkowych o wilasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych [35, 43]. Stres §rodowiskowy powoduje wlaczenie si¢ me-
chanizméw obronnych komorki oraz intensywniejsza produkcje substancji pozako-
moérkowych w celu przetrwania w niekorzystnych warunkach.

Czynniki majgce wptyw na zdolno$¢ wytwarzania przeciwbakteryjnych substancji
biatkowych, to: pH, temperatura, faza wzrostu, hodowla w kokulturze, pole elektrycz-
ne, sktad medium hodowlanego [35].

Kwasowosé czynna — pH

Oddziatywanie jonow hydroniowych determinuje zarowno zdolnos¢ biosyntezy
bakteriocyn oraz ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg. Optymalne pH do produkc;ji
wigkszosci bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie kwasu mlekowego miesci si¢
w przedziale od 5 do 7 [7]. Wplyw pH s$rodowiska na komorke zwiazany jest z praca
enzymow wewnatrzkomorkowych i jednoczesnie przepuszczalnoscig blony komorko-
wej. Od wartosci pH zalezy rowniez stopien adsorpcji bakteriocyn do receptoréw bto-
ny komorkowej producentéw. Stwierdzono, ze 93 - 100 % bakteriocyn ulega adsorpcji
w $rodowisku o pH 6, natomiast w pH 1,5 - 2 adsorpcji ulega tylko ponizej 5 %. Nie
jest to jednak regula w odniesieniu do wszystkich biatek tego typu [11, 16]. Bakterio-
cyna pochodzaca z Lactobacillus acidophilus LF221 w bardzo matym stopniu ulegata
adsorpcji w zakresie pH 5,5 - 7, natomiast pediocyna AcH, nizyna, sakacyna A prawie
catkowicie ulegaly adsorpcji w tym przedziale pH [7]. Zdolno$¢ adsorpcji pentocyny
31-1 wytwarzanej przez L. pentosus 31-1 w zaleznosci od wartosci pH wykorzystano
do wstepnego oczyszczenia tej bakteriocyny metoda adsorpcji — desorpcji [51]. Wa-
runki silnie kwasowe stabilizujg aktywno$¢ bakteriocyn podczas wydtuzania czasu
hodowli [4].

Temperatura

Produkcja bakteriocyn przez bakterie kwasu mlekowego jest procesem zaleznym
od zmian temperatury. Optymalna temperatura wzrostu drobnoustrojéw nie zawsze
pokrywa sie z najlepsza temperaturg biosyntezy biatek o charakterze przeciwdrobnou-
strojowym. Wzrost mikroorganizméw w temperaturze nizszej niz optymalna skutkuje
zmniejszong produkcja biomasy oraz zwigkszona produktywnoscig specyficznych
metabolitow. Spowolniony za sprawg obnizonej temperatury wzrost moze wptywaé na
zachowanie wigkszej ilosci energii w komorce. Energia ta jest niezbedna do polimery-
zacji czastek (aminokwasow) tworzacych aktywny peptyd oraz specyficznie skoordy-
nowanej kontroli ekspresji genu odpowiedzialnego za formowanie si¢ bakteriocyny



ANTAGONISTYCZNY WPEYW LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS DSM 20079 I DSM 20242... 117

[13]. Zmiana temperatury do wartosci suboptymalnej, przy jednoczesnym zwigkszeniu
ciSnienia osmotycznego intensyfikowata produkcje bakteriocyny wywarzanej przez
Lactobacillus pentosus B96 [14, 15]. Lactobacillus rhamnosus GP1 [24, 34] 1 Lacto-
bacillus plantarum 7J316 [24] wykazywaly najwyzszg zdolno$¢ do produkcji bakte-
riocyn w temperaturze optymalnej dla ich wzrostu.

Faza wzrostu

Produkcja bakteriocyn jest $cisle skorelowana z liczbg komorek w medium ho-
dowlanym. Maksimum produkcji bakteriocyn dla wigkszosci LAB znajduje si¢ w kon-
cowej fazie wzrostu logarytmicznego oraz na poczatku fazy stacjonarnej [4, 7, 15, 16].
Dla wigkszoséci bakterii optymalne warunki wzrostu sg najlepszymi warunkami do
produkcji bakteriocyn, natomiast w przypadku amyloworyny wytwarzanej przez
L. amylovorus DCE 471 warunki odbiegajace od optymalnych powodowaly intensyfi-
kacje biosyntezy tego zwigzku [13]. Stabg korelacje pomiedzy liczba komorek a pro-
dukcjg bakteriocyn zauwazono w przypadku szczepoéw produkujacych biatka sekrecyj-
ne w fazie stacjonarnej wzrostu [15]. Podczas pdznej fazy stacjonarnej nastepuje obni-
zenie aktywnos$ci bakteriocyn. Przyczyna tego moze by¢ proteolityczna degradacja
aktywnych biatek lub ich agregacja do form natywnych [51].

Hodowla w kokulturze

Informacje dotyczace biosyntezy, struktury oraz wlasciwosci bakteriocyn zapisa-
ne s3 w DNA plazmidowym lub/i chromosomowym. Uznawano, ze wydzielanie bakte-
riocynopodobnych substancji odbywa si¢ w sposob konstytutywny [25]. W wigkszosci
przypadkow niezbedna jest obecnos¢ zwiazkow sygnalnych, by sekrecja aktywnego
biatka zostala uruchomiona. Regulacja procesu biosyntezy bakteriocyn klasy II jako
zwigzkow obronnych zachodzi w warunkach zagrozenia danej populacji mikroorgani-
zmow przez komorki danego szczepu badz komorki obce. Komodrki komunikujg sie
pomiedzy soba za pomocg substancji chemicznych, co zwane jest zjawiskiem quorum
sensing. W przypadku bakteriocyn lantybiotykowych (klasa I), do ktorych nalezy nie-
liczna grupa aktywnych bialek pochodzacych z LAB, mechanizm ten polega na dziata-
niu trzech komponentow — peptydu indukujacego (IP — inducing peptide), ktory akty-
wuje dwusktadnikowy system ztozony z histydynowej kinazy biatkowej (HK - histidi-
ne protein kinase) oraz z regulatora odpowiedzi (RR - reponse regulator) [25, 41]. Dla
wigkszosci lantybiotykow bakteriocyna sama w sobie dziala jako induktor [8, 41].
Bakteriocyny nielantybiotykowe (klasa II) rowniez podlegaja regulacji poprzez biatko
induktorowe, ktore wykazuje wlasciwosci fizykochemicznych bakteriocyn, funkcjonu-
jace jako swoisty feromon integrujacy proces syntezy, transportu i regulacji biatka.
Zwiazki indukujace wydzielane sg do $rodowiska przez komoérki gospodarza lub ko-
morki innych mikroorganizmow zajmujacych tg sama niszg. Uznano, ze zjawisko qguo-
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rum sensing pozwala danej populacji mikroorganizmow synchronizowa¢ produkcije
peptydow przeciwdrobnoustrojowych jako funkcje gestosci komoérek [22].

Réwniez pewne frakcje biatek obecne w mleku mogg stanowi¢ determinujacy
czynnik indukujgcy szlak biosyntezy bakteriocyn. Udowodniono, ze jedynymi moleku-
fami sygnalnymi pozwalajagcymi na produkcje macedocyny byly zwiazki pochodzace
z degradacji biatek mleka powstatych wskutek aktywnosci proteolitycznej samego
producenta Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 [19].

Wykazano, ze synteza laktacyny B przez L. acidophilus La-5 zachodzita pod wa-
runkiem zastosowania hodowli w kokolturze z mikroorganizmami startowymi tj. Strep-
tococcus thermophilus oraz Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Zauwazono
jednoczesnie, ze cistron odpowiedzialny za ekspresje¢ biatka autoindukcyjnego (IP) jest
aktywny nawet w monokulturze, ale poziom sekrecji bakteriocyny nie byt mozliwy do
okreslenia przy zastosowaniu metody z wykorzystaniem dyfuzji w zelu agarozowym
[41]. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w badaniach nad szczepem L. plantarum NC8
ktory wytwarzat plantarycyne NCS8 tylko w obecnosci innych szczepow bakterii gram
dodatnich lub supernatantu z ich hodowli. Co wigcej, zastosowanie peptydu autoinduk-
cyjnego w pozywce ptynnej MRS indukowato nie tylko ekspresje genu odpowiedzial-
nego za biosyntezg trzech dwusktadnikowych bakteriocyn, ale rowniez operon regula-
cyjny, w ten sposob demonstrujac proces autoindukcji.

Pole elektryczne

Jak wykazaty badania, umiarkowane pole elektryczne zmienia aktywnos¢ meta-
boliczng komorek. A zatem wptyw czgstotliwosci pola elektrycznego moze skutecznie
stymulowaé¢ pewne szlaki metaboliczne. Wykazano, ze pole elektryczne o réznych
czestotliwosciach wywiera wptyw na przepuszczalno$¢ bton komorkowych oraz dyfu-
zj¢ u eukariota [35].

Sktadniki medium hodowlanego

Rozwo6j wszystkich organizméw zywych jest uwarunkowany obecnoscig wihasci-
wych sktadnikoéw odzywczych w srodowisku bytowania. Dostepno$¢ oraz ich przyswa-
jalno$¢ determinuje prawidtowe funkcjonowanie danej populacji. Zmiany zrodla we-
gla, azotu czy substancji, takich jak sktadniki mineralne i witaminy prowadza do mo-
dyfikacji szlakéw biochemicznych. Dzigki temu produkowane sa enzymy oraz inne
substancje wspomagajace przyswajanie sktadnikow pokarmowych. Prawie kazda grupa
mikroorganizméw ma $cisle okre$lone, optymalne Zzrédto danego pierwiastka. Jednak
nie oznacza to, ze nie wykazuje zdolnosci adaptacji komoérki do pobierania sktadnikow
z innych zrodet.

Zastosowanie kombinacji tryptonu i/lub ekstraktu drozdzowego jako zrodia azotu
w modyfikowanej pozywce MRS skutkowato zwigkszeniem aktywnoS$ci przeciwdrob-
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noustrojowej peptydu ST4SA wytwarzanego przez FEnterococcus mundtii do
102400 AU/ml, z warto$ci 51200 AU/ml dla standardowej pozywki MRS. Stwierdzo-
no, ze produkcja peptydu ST4SA jest stymulowana przez trypton i ekstrakt drozdzowy,
ale nie przez ekstrakt migsny. Swiadczy to o tym, ze ekstrakt migsny nie zawierat nie-
zbednych sktadnikow do biosyntezy bakteriocyny ST4SA [44]. Odmienne rezultaty
otrzymano w przypadku bakteriocyny BacST8KF [31], pediocyny AcH [5] i helvety-
cyny J [23], w ktorych to przypadku zastosowanie ekstraktu mi¢snego jako zrodta azo-
tu skutkowato poprawa wydajnosci produkcji bakteriocyn.

Zastosowanie fruktozy jako jedynego zrédta wegla pozwolito uzyskaé takg sama
biosynteze peptydu. Natomiast wykorzystanie laktozy i mannozy spowodowato dwu-
krotne obnizenie aktywnosci peptydu [44]. Szczep L. brevis OG1 syntetyzowat znacz-
ne wigksze ilosci bakteriocyny przy zmniejszonym stezeniu glukozy do 1 % [29].
W miarg zwigkszania st¢zenia glukozy w pozywce (z 20 do 60 g/I) nie uzyskano po-
prawy aktywnosci amyloworyny L471, co wigcej biatka te szybciej ulegaty degradacji
[30].

Srodki obnizajgce napiecie powierzchniowe

Srodki powierzchniowo czynne wplywaja zaréwno na intensywno$é biosyntezy
bakteriocyn, jak i na ich aktywno$¢. Zasada oddziatywania detergentéw niejonowych
tj. Tween 80 nie jest do konca poznana. Uwaza si¢, Zze moga one zmienia¢ napigcie
powierzchniowe komorek producentow, przez co wzrasta tempo uwalniania bakterio-
cyn z powierzchni komorki i wzrasta ich stgzenie w srodowisku [44]. Tween 80 jako
jeden z najczesciej stosowanych detergentéw niejonowych wywieral dwojakie dziata-
nie. Szczep Enterococcus muntdii QU2 pozytywnie oddziatywat na synteze bakterio-
cyny w poréwnaniu z medium bez dodatku detergentu. Podobng zalezno$¢ zaobser-
wowano w przypadku pediocyny AcH [6], bakteriocyn ST23LD, ST341LD[43],
ST311LD [42] i plantarycyny 423 [31]. Zatem moze mie¢ on negatywny wplyw
W procesie oczyszczania bakteriocyn, gtownie z wykorzystaniem techniki HPLC na
kolumnie C18 (Nucleosil) — zastosowanie aplikacyjne [44]. Jako zwigzek powierzch-
niowo czynny stosowany jest rowniez glicerol. W wiekszo$ci analizowanych przypad-
kow wykazywal wlasciwosci hamujace produkcje aktywnych biatek. Za sprawg glice-
rolu stwierdzono obnizenie poziomu sekrecji bakteriocyny ST4SA w zaleznosci od
stezenia. Zwigkszanie dawki glicerolu powyzej 2g/1 powodowato obnizanie wydajno-
sci produkcji peptydu ST4SA, plantarycyny ST31 [31], bakteriocyn ST311LD [42]
1 ST194BZ [45]. Sugerowane jest, ze glicerol powodujac stres osmotyczny komorek
producentdw zmniejsza wydajno$¢ produkeji bakteriocyn [45].
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Dwuwartosciowe kationy metali

Kationy metali zawarte w medium hodowlanym wywierajg istotny wplyw na bio-
synteze bakteriocyn. Stopien wrazliwosci na rodzaj pierwiastka oraz jego stgzenie jest
zalezny od szczepu mikroorganizmu. Aniony (fosfor) oraz kationy (Mg>" oraz Ca®")
odgrywaja znaczacg rolg w produkcji niskoczgsteczkowych biatek. Fosfor nieorga-
niczny wzmagal produkcje nizyny przez L. lactis subsp. lactis N1Z022186. Najlepszy
efekt (3500 IU/ml) uzyskano, stosujac 50 g/l K,HPO, w pozywce o kontrolowanym pH
6,8. Jony Mg®" spowodowaly wzrost produkcji pediocyny AcH oraz nizyny, ktéra
roOwniez w znacznie mniejszym stopniu ulegata adsorpcji do komorek L. lactis subsp.
lactis ATCC11454. Jakkolwiek nie potwierdzono takiego samego wpltywu fosforu
i magnezu w odniesieniu do szczepu L. lactis subsp. lactis 10-1 [30]. Dodatek CaCl,
skutkowat wzrostem koncentracji nizyny Z w medium oraz poprawg tempa syntezy
bakteriocyny, natomiast nie wptywatl na wzrost komorek i produkcje kwasu mlekowe-
go. Jony wapnia mogg stymulowaé synteze prepeptydu, powodowaé aktywacj¢ enzy-
mow odpowiedzialnych za jego dojrzewanie lub wspomaga¢ sekrecj¢ poza komorke.
Przypuszcza sig, ze peptydaza NisP majaca miejsca wigzace Ca® powoduje odciecie
peptydu liderowego od prekursora nizyny. Prekursor nie wykazuje aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej, dlatego tez Ca®” moze aktywowac¢ enzym odpowiedzialny za synteze
formy aktywnej. Sugerowano réwniez, ze jony wapnia odgrywajg rol¢ w ochronie
ciaglosci btony lipidowej szczepu produkujacego dane biatko, wzmacniajac tym jego
odporno$é [26]. Jony dwuwartosciowe Ca>", Mg>", Mn* oraz Fe*jako czesto wystepu-
jace w zywnoS$ci wywarly niekorzystny wptyw na produktywnos¢ gaserycyny T wy-
twarzanej przez L. gasseri LA158. Zastosowano rozne sole ww. metali. Stwierdzono,
ze wapn w postaci CaCO; ze wzgledu na niski stopien dysocjacji trudno rozpuszczat
si¢ i nie wywierat negatywnego wplywu na aktywno$¢ gaserycyny. Zwiazki wapnia
rowniez hamowaly produkcj¢ aktywnego biatka przez Enterococcus mundtii QU2 [50].
Wykazano, ze dwuwarto$ciowe jony metali, a nie nierozpuszczalne sole, znaczgco
hamowaty produkcje¢ gaserycyny w sposob zalezny od koncentracji danego pierwiastka
w medium. Kationy te nie wptywatly jednak na aktywnos$¢ bakteriocyny [3].

Chlorek sodu w stezeniu 1 1 2 % zastosowany jako dodatek do medium hodowla-
nego spowodowat dwukrotny wzrost aktywnosci bakteriocyny z L. brevis OG1 [29].

Obecnosé substancji dodatkowych (alkohol etylowy, NaCl)

Alkohol etylowy i chlorek sodu poprzez swoja aktywno$¢ osmotyczng powoduja
wyrazne zmiany ilosci wytwarzanych metabolitéw. W zaleznos$ci od koncentracji
czynnika stresujgcego mozliwa jest intensyfikacja lub ograniczenie szlakow bioche-
micznych odpowiedzialnych za produkcje bakteriocyn. Alkohol etylowy w stezeniu
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1 % v/v powodowatl podwojenie si¢ ilosci amyloworyny L471 w hodowli w warunkach
optymalnych dla wzrostu L. amylovorus [13].

Odnoszac si¢ do zywnosci jako $srodowiska wieloczynnikowego niezbedna jest
wiedza na temat oddziatywania poszczegdlnych czynnikéw na biosynteze 1 aktywnos¢
bakteriocyn. Modyfikujac srodowisko w odpowiedni sposdb mozna zwigkszy¢ efek-
tywnos$¢ produkcji aktywnych metabolitow biatkowych, jak rowniez poprawié¢ ich
zdolnosci bakteriobdjcze i bakteriostatyczne.

Badane szczepy bakterii z gatunku Lactobacillus acidophilus spetniaty podsta-
wowe kryterium stawiane szczepom probiotycznym, czyli wykazywaty zdolnosci do
przezycia w warunkach in vitro §rodowiska przewodu pokarmowego — w niskim pH
oraz w obecnosci soli zofci.

Celem pracy bylo przetestowanie zdolnosci wybranych szczepéw do hamowania
rozwoju bakterii H. pylori, S. enteritidis 1 E. coli oraz okre$lenie iloéci syntetyzowane-
go biatka o charakterze bakteriocyn.

Material i metody badan

Testowano dwa szczepy bakterii Lactobacillus acidophilus DSM 20079 i DSM
20242 pochodzace z niemieckiej kolekcji kultur Deutche Sammlung von Microorgani-
smen und Zellkulturen. Testowano antagonizm wobec 11 klinicznych szczepow Heli-
cobacter pylori izolowanych od pacjentow z choroba wrzodowa Zotadka i dwunastni-
cy, 6 szczepow Salmonella enteritidis 1 8 szczepow Escherichia coli. Wszystkie one
byty izolatami wlasnymi Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu.
Szczepy Escherichia coli izolowano od pacjentdw z drog moczowo-ptciowych.

Do hodowli H. pylori stosowano podtoze Columbia agar (bioMerieux) z 7 % krwi
baraniej. Hodowle prowadzono w temp. 37 °C w warunkach optymalnych dla rozwoju
bakterii mikroaerofilnych (Genbag microaer lub Genbox microaer- bioMerieux) przez
4 dni. Hodowle S. enteritidis i E. coli prowadzono na podtozu Drygalskiego i podtozu
Mueller-Hintona (bioMerieux) bez ograniczania dostgpu tlenu, w temp. 37 °C przez
24 h. Hodowle Lactobacillus acidophilus prowadzano na podtozu Rogosa SL agar
(Difco) oraz na podtozu MRS agar (Oxoid) w obecnosci 6 % CO, w temp. 37 °C przez
48 h.

Antagonizm miedzy drobnoustrojami oznaczano metoda stupkowa wg Strus
1 wsp. [38, 39]. Zawiesing bakterii L. acidophilus o ggstosci 2 w skali McFarlanda
przesiewano na podtoze MRS i inkubowano w temp. 37 °C przez 48 h w obecnosci
6 % CO,. Po inkubacji w MRS agar wycinano stupki o §rednicy 10 mm, ktére przeno-
szono na podloze uprzednio posiane badanymi szczepami — w przypadku H. pylori na
podtoze Columbia agar (bioMerieux) z 7 % krwi baraniej, a w przypadku szczepow
S. enteritidis 1 E. coli na podtoze Mueller-Hintona. Inokulum badanych szczepow sta-
nowila zawiesina badanych drobnoustrojow w soli fizjologicznej o gestosci 2 w skali
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McFarlanda. Po natozeniu stupka z hodowla L. acidophilus podtoza z obydwoma ba-
danymi drobnoustrojami umieszczano w temp. 4 °C na 4 h. Dalszg inkubacj¢ podtozy
prowadzono w temp. 37 °C przez 4 dni w warunkach mikroaerofilnych w przypadku
H. pylori i w ciggu 24 h bez ograniczania dostepu tlenu w przypadku S. enteritidis
1 E. coli. Po inkubacji oznaczano w mm S$rednicg strefy zahamowania wzrostu wokot
shupkéw zawierajacych szczepy L. acidophilus, a wynik podawano lgcznie ze srednicg
samego stupka.

Bialko po 16 h hodowli L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 (2 % inokulum)
w bioreaktorze o objetosci 1,5 dm’, stosujac zroznicowane zrodto wegla w ilosci 2 %
do standardowej pozywki MRS (Oxoid), wysalano wykorzystujgc frakcjonowanie
nasyconym roztworem siarczanu amonu do konicowego stezenia w probie 2 M (V frak-
cja)i 1,6 M (IV frakcja) w temp. 4 °C. W izolacji z pltynu pohodowlanego wykorzy-
stywano zjawisko zmniejszenia rozpuszczalno$ci biatka pod wpltywem zwigkszajacego
si¢ stezenia soli (siarczanu amonu). Tak otrzymane zawiesiny odwirowywano w temp.
4 °C, 15000 x g, 15 min i zawieszano w 50 mM buforze octanowym (pH 5,0). Zawar-
tos¢ biatka w probach okreslano metoda Bradforda przy dtugosci A fali 595 nm. Mase
czasteczkowg biatek okreslano metodg elektroforezy SDS-PAGE w Zelu poliakrylami-
dowym z trycyng (stezenie zelu rozdzielajacego 14 %).

Analize iloSci i jako$ci wytworzonych metabolitow wykonywano metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej HPLC (Waters) z zastosowaniem detektora re-
fraktometrycznego typu 2414. Do rozdzialu stosowano kolumn¢ BioRad Aminex
HPX-87 M, eluent 5 mM H,SO,, przeptyw 0,6 cm’/min, temp. kolumny 30 °C. Probki
do analiz pobierano w czasie hodowli mikroorganizmow w pozywkach ze zré6znicowa-
nym zroédlem wegla. Ponadto okreslano zdolnos¢ szczepdw L. acidophilus do produk-
cji nadtlenku wodoru w obecnosci 6 % CO, w temp. 37° C przez 48 h na podtozu roz-
nicujagcym TMB-Plus agar przygotowanym wg Rabe 1 Hillier [33]. Wystgpienie zmia-
ny zabarwienia wyrostych kolonii (pojawienie si¢ niebieskiego zabarwienia) oznaczato
wytwarzanie nadtlenku wodoru.

Wiyniki i dyskusja

Oba badane szczepy L. acidophilus najsilniej hamowaly wzrost H. pylori, a strefy
zahamowania wzrostu wynosily od 19 do 25 mm w zalezno$ci od testowanego szczepu
H. pylori. Zdecydowanie mniejsze strefy zahamowania wzrostu obserwowano w przy-
padku §. enteritidis i wynosity one od 12 do 16 mm. Nie zaobserwowano aktywnosci
hamujgcej wobec szczepow E. coli 2219 1 2480 przez testowane szczepy Lactobacillus
acidophilus. Dla pozostalych testowanych szczepow strefy te wynosity od 11 do
16 mm (tab. 1). Wrazliwo$¢ na L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 uzalezniona
jest od okreslonego szczepu i jest jego cechg charakterystyczng. Mozna jednak zauwa-



ANTAGONISTYCZNY WPEYW LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS DSM 20079 I DSM 20242... 123

zy¢ bardzo silne hamujgce wlasciwosci obydwu testowanych szczepéw wobec H. pylo-
ri. Zaleznos$¢ ta moze by¢ zwigzana z produkcjg bakteriocyn przez te szczepy.

Tabela 1l

Strefy zahamowania wzrostu H. pylori, S. enteritidis i E. coli (mm) przez L. acidophilus DSM 20079 i
DSM 20242.

Zones of inhibited growth of H. pylori, S. enteritidis, and E. coli by L. acidophilus DSM 20079 and DSM
20242.

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus
Bakterie patogenne DSM 20079 DSM 20242
Pathogenic bacteria Strefa zahamowania [mm]
Inhibition zone [mm]
Helicobacter pylori 53 23,5 23,5
Helicobacter pylori 52 24.5 22,5
Helicobacter pylori 45 25 19
Helicobacter pylori 44 22,5 22
Helicobacter pylori 43 25 18
Helicobacter pylori 49 24 20,5
Helicobacter pylori 50 24 24
Helicobacter pylori 51 25 23
Helicobacter pylori 42 24.5 22,5
Helicobacter pylori 40 25 22
Helicobacter pylori 39 23 21,5
Salmonella enteritidis 1 13 14
Salmonella enteritidis 2 14 13
Salmonella enteritidis 3 16 14
Salmonella enteritidis 4 12 12
Salmonella enteritidis 5 14 12
Salmonella enteritidis 6 15 14
Escherichia coli 2254 12 12
Escherichia coli 2258 13 11
Escherichia coli 2308 12 12
Escherichia coli 2322 15 16
Escherichia coli 2347 13 12
Escherichia coli 2451 11 11

Objasnienie: / Explanatory note:

Brak zahamowania wzrostu Escherichia coli 2219 1 Escherichia coli 2480 przez L. acidophilus DSM
20079 1 DSM 20242 / The growth of Escherichia coli 2219 and Escherichia coli 2480 is not inhibited by
L. acidophilus DSM 20079 and DSM 20242.
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W przypadku bakterii L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 celem wyjasnie-
nia mechanizmu antagonistycznego wplywu wobec bakterii patogennych podjeto probe
izolacji biatka o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Wg doniesien Deraz
i wsp. [16] izolowane biatko L. acidophilus DSM 20079 ma mase ok. 6,6:10° Da [16].
W zaleznos$ci od medium hodowlanego uzyskano zrdznicowang ilo$¢ pozyskanego
biatka o wlasciwosciach bakteriocynogennych (tab. 2).

Tabela 2

Zawarto$¢ biatka w probkach w zalezno$ci od medium hodowlanego w przypadku hodowli bakterii L.
acidophilus DSM 20079 1 DSM 20242.

Content of proteins in samples depending on type of culture medium used to grow L. acidophilus DSM
20079 and DSM 20242 strains.

, L. acidophilus DSM 20079 L. acidophilus DSM 20242
Zrodlo wegla - - - -
IV frakcja+s/SD | V frakcja+s/SD | IV frakcja+s/SD | V frakcja+s/SD
Source of carbon 3 3 3 3
[ng/cm’] [ng/em’] [ng/em’] [ng/cm’]
Laktoza / Lactose | 319,75 +35,27 489,75 + 10,49 79,8 £3,2 174,3 +10,2
Fruktoza / Fructose | 169,75 + 38,38 347,25 + 100,19 82,3+32 723 +2,1
Sacharoza 0:+2,41 75,25 + 42,76 0 18,75+ 1,76
Saccharose
Glukoza / Glucose 144,75 £46,51 109,75 + 32,83 78,8 +3,3 74,0 £3,2

Dziatanie hamujgce wzrost testowanych mikroorganizmow patogennych mozliwe
jest rowniez poprzez dzialanie kwasu mlekowego, dlatego tez postanowiono ustali¢
ilo$¢ wytwarzanego kwasu mlekowego w zaleznosSci od zastosowanego zrodla wegla
w pozywece (tab. 3).

Frakcjonowane bialka zbierano w 16 h hodowli L. acidophilus DSM 20079
1 DSM 20242 prowadzonej w biorektorze, pH pozywki regulowano do wartosci 6,0
aw 16 h obnizano do wartosci 5,0. Deraz i wsp. [16], prowadzac badania nad biosyn-
tezg acidocyny D079 przez L. acidophilus DSM 20079, wykazali, ze najwigksze ilo$ci
tego peptydu wytwarzane sg wtasnie miedzy 16 a 18 h hodowli, oznaczajac mase cza-
steczkowa tego peptydu (acidocyna D079) na poziomie 6,6:10° Da. Doswiadczenia
wlasne potwierdzajg obecno$¢ biatka o charakterze bakteriocyny o masie czgsteczko-
wej 6,5-10° Da, a najwickszy jego udzial obserwowano w ostatnim etapie wysalania
czyli V frakcji uzyskiwanego biatka przy st¢zeniu siarczanu amonu w probce roéwnej
2 M.
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Tabela 3

Zmiana zawarto$ci sacharydoéw i kwasu mlekowego w podtozach podczas hodowli L. acidophilus DSM
20079 i DSM 20242 w zaleznosci od Zrodta wegla w pozywece.

Change in the content of saccharides and lactic acid in media while growing L. acidophilus DSM 20079
and DSM 20242 depending on the carbon source in the medium.

L. acidophilus DSM 20079
Czas Kwas Kwas Kwas Kwas
[h] Laktoza mlekowy Fruktoza | mlekowy | Glukoza | mlekowy | Sacharoza | mlekowy
Time | Lactose Lactic Fructose Lactic Glucose Lactic Sacharose Lactic
(h] [mg/cm’] acid [mg/cm’] acid [mg/cm’] acid [mg/cm’] acid
[mg/cm’] [mg/cm’] [mg/cm’] [mg/cm’]
2 19,12 0,56 20,04 0,48 19,88 0,83 19,56 0,44
6 16,68 0,96 18,20 0,8 14,00 1,67 16,68 0,64
12 12,21 1,72 17,24 1,08 12,34 1,96 15,96 1,24
18 10,38 2,36 9,92 1,96 9,84 3,52 9,24 2,38
24 7,03 4,96 7,24 2,20 8,92 8,04 8,04 2,92
L. acidophilus DSM 20242
2 19,92 0,54 19,61 0,18 18,8 0,81 19,6 0,24
6 17,68 0,76 14,72 0,92 17,44 1,27 18,2 0,32
12 1421 1,52 14,6 1,08 16,28 1,56 5,04 1,24
18 10,58 2,37 8,8 2,16 16,16 1,52 3,22 2,88
24 8,03 3,78 7,76 2,9 12,36 43 3,92 4,84

Najwicksze stezenie biatek niskoczasteczkowych o masie od (6 - 7)-10° Da wy-
stepowato w probach pochodzacych z hodowli prowadzonej] w pozywce z laktoza
i fruktoza, jednak w przypadku szczepu L. acidophilus DSM 20242 uzyskiwano mniej-
sze ilo$ci biatek niskoczasteczkowych (tab. 2). Derez i wsp. [16] wykazali wiasciwosci
przeciwbakteryjne acidocyny D079 wobec szczepu Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis. Istotny zatem jest przedstawiony w niniejszych badaniach antagonizm wobec
H. pylori, za ktéry w duzym stopniu odpowiedzialne sa wlasnie biatka niskoczastecz-
kowe. Najwicksze stezenie uzyskiwanego biatka o charakterze bakteriocyny stwier-
dzano w hodowli L. aciodphilus DSM 20079 w podtozu z dodatkiem laktozy (489,75 +
10,49 pg/cm’). Biatko o podobnej masie czasteczkowej uzyskano rowniez w hodowli
L. aciodphilus DSM 20242 w podtozu z dodatkiem laktozy, glukozy i fruktozy (max.
174,3 + 10,2 pg/em’). Biswas i wsp. [6] wykazali, ze produkcja pediocyny AcH za-
chodzi z wigksza wydajnoscia, jesli w pozywce zwigkszona zostaje ilos¢ glukozy do
20 g/dm’. Podobnie Yang i Ray [47] ustalili, ze zwickszenie biosyntezy nizyny byto
mozliwe po podwojeniu stezenia glukozy w pozywce. Badania prowadzone przez de
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Vuysta i Vandamme’a [12] dowodza, Ze stezenie sacharozy w zakresie 10 - 20 g/dm’
stymulowato zwickszenie produkcji nizyny o 20 %. Meghrous i wsp. [27] wykazali
natomiast, ze stezenie laktozy, podobnie jak innych sacharydéw wptywa na biosyntezg
bakteriocyn, a maksymalng ilo$¢ nizyny uzyskano stosujac stezenie laktozy od 30 -
35 g/dm’, wyzsze stezenie laktozy hamowato wzrost komoérek Lactococcus lactis
subsp. lactis 1 zaktocato syntez¢ nizyny. Analizy HPLC metabolitow produkowanych
przez testowane mikroorganizmy probiotyczne potwierdzily wytwarzanie najwigkszej
ilosci kwasu mlekowego przez L. acidophilus DSM 20079 w pozywce z glukoza,
a ilo$¢ ta ksztaltowata sie na poziomie 8,04 pg/cm’ po 24 h hodowli tych mikroorgani-
zmow. Najmniejszy przyrost stezenia kwasu mlekowego obserwowano w pozywce
z fruktoza. W przypadku L. acidophilus DSM 20242 ilo$¢ wytwarzanego kwasu mle-
kowego przez L. acidophilus DSM 20242 byta prawie dwukrotnie mniejsza (tab. 3).
Zastosowanie fruktozy jako zrodta wegla spowodowato wickszg biosynteze biatka, co
moze wynika¢ ze zmiany szlakow metabolicznych. Anastasiadou 1 wsp. [1] wykazali,
ze bakterie Pediococcus acidilactisci NRRL B5627 biosyntetyzuja kwas mlekowy
i pediocyne SA-1, stwierdzajac przy tym, ze wraz ze wzrostem biosyntezy tego biatka
zmniejsza si¢ wydajno$¢ biosyntezy kwasu mlekowego. Biosynteza wielu bakteriocyn
uzalezniona jest od stezenia kwasu mlekowego w podtozu hodowlanym. Taniguchi
iwsp. [40] zauwazyli zmniejszenie wzrostu komodrek L. lactis subsp. Lactis, co jest
uwarunkowane obecnoscia kwasu mlekowego w podtozu. Zmniejszenie koncentracji
biomasy wiaze si¢ ze zmniejszeniem biosyntezy bialek niskoczasteczkowych.

Dotychczas opublikowane wyniki badan [20] wykazaty istotng aktywno$¢ anta-
gonistyczng bakterii L. acidophilus DSM 20079 w stosunku do czynnikéw patogen-
nych przenoszonych droga pokarmowa, takich jak: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Salmonella enteritidis. To bardzo szerokie spektrum dzia-
tania, odpowiadajace 11 II klasie bakteriocyn, umozliwia zastosowania jej jako biokon-
serwanta zywnosci. Mozliwe jest rowniez zwigkszenie zasiegu jej dzialania przez sy-
nergistyczne dziatanie z inng bakteriocyng hamujgca szczepy oporne na dzialanie
L. acidophilus DSM 20079. Przyktadem moze by¢ diwercyna produkowana przez bak-
terie Carnobacterium divergens, ktore maja zdolnos¢ do bakteriobdjczego dziatania na
bakterie Listeria sp. [36].

Szczepy L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 nie byty zdolne do produkcji
nadtlenku wodoru.

W Polsce zatrucia pokarmowe wywotane Salmonella enteritidis stanowity po-
wazny problem od wielu lat. Udzial tych mikroorganizméw w zatruciach u ludzi pozo-
staje w Scistym zwigzku z wystepowaniem Salmonella wérdd ptakoéw. Niektore szcze-
py Escherichia coli moga wywotywaé infekcje drég moczowych. Bakterie E. coli
normalnie wystgpuje w przewodzie pokarmowym czlowieka, ale stajg si¢ szkodliwe,
jesli namnozg si¢ w zywnosci. Helicobacter pylori odpowiada za chorobe wrzodowa
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zotadka i dwunastnicy oraz proces nowotworowy [18]. Alternatywne rozwigzanie
w walce z patogenami moze stanowi¢ zastosowanie probiotykow, szczegdlnie tych
o dziataniu antagonistycznym. Testowane w badaniach szczepy L. acidophilus maja
zatem szans¢ by¢ zaliczone do miana bakterii probiotycznych. Dotychczasowe badania
dowiodty, ze obydwa testowane szczepy Lactobacillus acidophilus w $rodowisku o pH
2 1 3 przezywajg do 24. godziny hodowli. Bakterie Lactobacillus acidophilus DSM
20079 w srodowisku o pH 5 i 6 zyja dtuzej niz Lactobacillus acidophilus DSM 20242.
Inaczej zachowujg si¢ bakterie nie kapsutkowane obydwu tych szczepéw w $srodowi-
sku o pH 4. Bardziej wrazliwy okazal si¢ szczep Lactobacillus acidophilus DSM
20079. W srodowisku o pH 7 i 8 bakterie Lactobacillus acidophilus zmniejszaja swoja
przezywalnos¢ do 0 w 144. godzinie hodowli — szczep Lactobacillus acidophilus DSM
20079 i w 168 godzinie hodowli — szczep Lactobacillus acidophilus DSM 20242, To-
lerancja na z6t¢ pozwala na przezycie bakteriom kwasu mlekowego w jelicie cienkim.
Na poczatku prowadzonych doswiadczen liczba bakterii ksztattowata si¢ na poziomie
10 jtk/ml i po 8 h inkubacji w temp. 37 °C liczba zywych bakterii Lactobacillus aci-
dophilus DSM 20079 1 Lactobacillus acidophilus DSM 20242 zwigkszylta si¢ o jeden
rzad wielkosci tj. do 107 jtk/ml w przypadku podtozy z dodatkiem zotci w iloci do
4 %. W ciagu 8 h hodowli obserwowano przyrost absorbancji §wiadczacy o braku ha-
mujacego wpltywu z6fci na wzrost szczepow Lactobacillus acidophilus. Sposrod
szczepow bakterii Lactobacillus acidophilus bardziej wrazliwy okazat si¢ szczep DSM
20242, ktory w poréwnaniu ze szczepem DSM 20079 wykazat wrazliwo$¢ na antybio-
tyki z grupy tetracyklin. Testowane w badaniach szczepy spetiaty podstawowe kryte-
rium stawiane bakteriom probiotycznym, czyli zdolnos¢ do przezycia w warunkach
przewodu pokarmowego [20]. Nalezy zatem przypuszczac, ze szczepy r6znig si¢ row-
niez dzialaniem antagonistycznym w stosunku do bakterii patogennych. W badaniach
in vitro wykazano, ze szczepy innych gatunkéw mikroorganizmow, nalezacych do
bakterii probiotycznych, moga hamowac wzrost Helicobacter pylori. Wykazano row-
niez, ze supernatant z hodowli Lactobacillus johnsonii Lal hamowat wzrost H. pylori
w testach in vitro. Lactobacillus GG jest szczepem, ktory przeciwdziala biegunkom
wywotanym przez Clostridium difficile [28, 48]. Metabolitem o dziatanie hamujgcym
wobec bakterii H. pylori jest kwas mlekowy, ktory wytwarzany jest przez Lactobacil-
lus. W doswiadczeniach na modelu mysim in vitro i in vivo stwierdzono, ze blokuje on
aktywnos¢ ureazy, czego przypuszczalnie nastgpstwem jest ograniczenie przezywalno-
sci H. pylori w Srodowisku niskiego pH Zotadka. Wydzielana przez H. pylori ureaza
determinuje rozktad mocznika, zapewnia neutralizacj¢ pH i w konsekwencji umozliwia
kolonizacje¢ nabtonka §luzoéwki zotadka. Znaczenie tego enzymu jako gléwnego czyn-
nika kolonizacji H. pylori dobrze jest udokumentowane w do$wiadczeniach in vivo
z uzyciem jego mutantow niewytwarzajacych ureazy [2].
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Andrzejewska 1 Szkaradkiewicz [2] wykazali antagonistyczne oddzialywanie
szczepow L. acidophilus izolowanych ze §liny zdrowych ludzi wobec 20 klinicznych
szczepow H. pylori. Potwierdzono, ze wlasciwosci testowanych szczepdw Lactobacil-
lus byly zréznicowane, ale nie stwierdzono istotnego wplywu nadtlenku wodoru na
hamowanie wzrostu H. pylori [2]. Badania kliniczne i dane z eksperymentow prowa-
dzonych na zwierz¢tach wykazaly, ze L. acidophilus, L. johnsonii i L. gasseri moga
hamowa¢ wzrost H. pylori in vivo oraz in vitro [21].

Na podstawie przedstawionych danych mozna stwierdzié¢, ze bakterie L. acidophi-
lus DSM 20079 1 DSM 20242 charakteryzowaty si¢ zréznicowanym antagonistycznym
dziataniem wobec klinicznych szczepow H. pylori, S. enteritidis 1 E. coli. Na uwage
zastuguje jednak antagonistyczne oddziatywanie zaréwno L. acidophilus DSM 20079,
jak i DSM 20242 wobec testowanych szczepow Helicobacter pylori, co posrod szcze-
pow bakterii o wiasciwos$ciach probiotycznych stanowi dodatkowg zalete.

Whioski

1. Szczepy L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 bakterii wykazujacych wia-
$ciowosci probiotyczne w najwickszym stopniu hamowaty wzrost H. pylori.

2. L. acidophilus DSM 20079 1 DSM 20242 wykazywat tez aktywnos¢ hamujaca
wzrost testowanych szczepow S. enteritidis 1 6 sposrod testowanych szczepow
E. coli.

3. Nie obserwowano zdolnosci L. acidophilus DSM 20079 i DSM 20242 do hamo-
wania wzrostu E. coli 2219 1 2480.

4. Zastosowanie laktozy lub fruktozy jako jedynego zrodta wegla w medium hodow-
lanym powodowato znaczng poprawe biosyntezy biatek niskoczasteczkowych.
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ANTAGONISTIC IMPACT OF LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS DSM 20079 AND DSM 20242
STRAINS ON PATHOGENIC BACTERIA ISOLATED FROM PEOPLE

Summary

The paper presents the results of a study on the antagonistic activity of L. acidophilus DSM 20079 and
DSM 20242 strains towards H. pylori, E. coli, and S. enteritidis strains isolated from patients. The largest
zones of inhibited growth were found in all the H. pylori strains analyzed; those zones were larger than 20
mm. The L. acidophilus strains also inhibited the development of all the S. enteritidis strains and the size
of the inhibition zones was larger than 12 mm. Amidst the E. coli strains, there were some strains that
grew uninhibited by the selected L. acidophilus strains analyzed. The size of inhibited growth zones of
other E. coli strains was between 11 and 16 mm.

Key words: Lactobacillus acidophilus, antagonistic activity, Helicobacter pylori,, Escherichia coli, Sal-
monella enteritidis
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