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IZOLACJA I IDENTYFIKACJA SZCZEPOW BAKTERII KWASU
OCTOWEGO O POTENCJALNYCH WELASCIWOSCIACH
PROZDROWOTNYCH

Streszczenie

Celem pracy byla izolacja i identyfikacja szczepow bakterii kwasu octowego (AAB) w systemie poli-
fazowym oraz wstgpne zdefiniowanie in vitro ich potencjalnych wtasciwosci probiotycznych w warun-
kach laboratoryjnych.

Materiat do izolacji bakterii kwasu octowego stanowily owoce sezonowe pochodzace z lokalnych
upraw z wojewodztwa mazowieckiego i t6dzkiego oraz kultura startowa do produkcji Kombuchy. Identy-
fikacje szczepdw przeprowadzono z zastosowaniem systemu polifazowego bazujacego na charakterystyce
morfologicznej, uzdolnieniach biochemicznych i identyfikacji genetycznej. Na podstawie otrzymanych
wynikow utworzono kolekcje szczepow AAB bezpiecznych dla zdrowia ludzi, nastepnie okreslono anty-
biotykowrazliwo$¢ na 12 wybranych substancji bakteriobojczych i wykonano testy in vitro przezywalno-
sci wyselekcjonowanych szczepdw w warunkach modelowego przewodu pokarmowego czltowieka. Na
podstawie analizy fenotypu i sekwencjonowania genu 16S rRNA sposrod 9 izolatow bakterii kwasu octo-
wego do badan wybrano 3 szczepy nalezace do gatunku Gluconobacter oxydans: H31 wyizolowany
z czarnej porzeczki oraz H30 i H32 — z kultury startowej do produkcji herbaty Kombucha. Stwierdzono, ze
2 szczepy: G. oxydans H30 wyizolowany z Kombuchy i G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki
charakteryzuja si¢ dobra przezywalnoscia $rednio na poziomie 6 log jtk/ml podczas pasazu przez modelo-
wy uktad pokarmowy czlowieka i tym samym spelniaja jedno z podstawowych kryteriow dla bakterii
potencjalnie probiotycznych. Wszystkie badane szczepy wykazywaly zblizona antybiotykowrazliwosé.
Przeprowadzona diagnostyka wyselekcjonowanych szczepow bakterii kwasu octowego stanowi podstawe
do dalszych badan tych mikroorganizméw w kierunku potwierdzenia pozostatych cech probiotycznych.
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Wprowadzenie

Bakterie kwasu octowego (ang. Acetic Acid Bacteria, AAB) sg to tlenowe, Gram-
ujemne paleczki nalezace do bardzo zréznicowanej grupy mikroorganizmow szeroko
rozpowszechnionych w przyrodzie. Zrodtem ich izolacji sa przede wszystkim $rodowi-
ska pochodzenia roslinnego, w tym kwiaty, owoce, ale rowniez zywnos$¢ naturalnie
fermentowana, octy, nap6j herbaciany Kombucha, fermentowany napdj na bazie ziaren
kakaowca oraz mikrobiologicznie zanieczyszczone wina, piwa i miody pitne [1, 2, 6, 8,
13]. Rodzaje Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter 1 Komagataeibacter od
tysigcleci majg znaczacy udziat w zyciu i1 dzialalnos$ci cztowieka. Sg one wykorzysty-
wane zardOwno w przemysle spozywczym, jak i w biotechnologii. W literaturze przed-
miotu znajdujg si¢ doniesienia na temat prozdrowotnego dziatania metabolitow synte-
zowanych przez bakterie AAB [10, 12, 17]. Wybrane szczepy AAB charakteryzuja si¢
szeregiem wilasciwosci prozdrowotnych, w tym zdolnoscia do produkcji kwasu gluko-
nowego, glukuronowego i syntezy witaminy C [10, 12, 14]. Mimo wielu korzysci
zdrowotnych nie sg one uznawane jako potencjalnie probiotyczne. Dlatego zbadanie tej
grupy mikroorganizmow pod wzgledem ich wlasciwosci probiotycznych, a tym samym
pozytywnego oddziatywania na ludzi, moze stanowi¢ dobra alternatywe dla konwen-
cjonalnych probiotykow.

Celem pracy byla izolacja i identyfikacja bakterii kwasu octowego w systemie po-
lifazowym z surowcow pochodzenia roslinnego oraz wstepne zdefiniowanie potencjal-
nych wlasciwosci probiotycznych in vitro otrzymanych szczepow.

Material i metody badan

Materiat do izolacji bakterii kwasu octowego stanowily owoce sezonowe pocho-
dzace z lokalnych upraw z wojewddztwa mazowieckiego i todzkiego: maliny (Rubus
idaeus L.), mirabelki (Prunus domestica L.), jabtka (Malus domestica L.), poziomki
(Fragaria vesca L.), czarne porzeczki (Ribes nigrum L.) 1 czerwone porzeczki (Ribes
rubrum L.). W celu wyizolowania szczepoéw bakterii AAB materiat ro§linny poddawa-
no fermentacji. Surowiec o masie 50 g zalewano 100 ml jalowego roztworu soli fizjo-
logicznej z 2-procentowym dodatkiem etanolu. Proces fermentacji prowadzono na
wytrzasarce przez 96 h w temp. 28 °C.

Izolacje szczepdw bakterii AAB prowadzono metodg posiewu powierzchniowego
z wykorzystaniem modyfikowanego podioza stalego GCA (ang. Glucose Calcium
Carbonate and Agar) zawierajacego sktadniki wymagane do wzrostu bakterii (2 %
glukozy, 0,3 % peptonu K, 0,3 % ekstraktu drozdzowego, 0,7 % weglanu wapnia).
Podtoza uzupelniano 2-procentowym dodatkiem alkoholu etylowego, ktéry stanowi
podstawowy substrat do tworzenia kwasu octowego. Do pozywki dodawano takze
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nystatyn¢ hamujacg wzrost drozdzy i plesni. Zaszczepione podtoza inkubowano przez
72 h w temp. 28 °C, systematycznie oceniajac wzrost mikrobioty.

Jako zrodto izolacji AAB stosowano rowniez kulture startowg fermentowanego
napoju herbacianego Kombucha (ang. Symbiotic Cultures of Bacteria and Yeast,
SCOBY). W celu wyizolowania monokultur bakterii kwasu octowego kulture startowa
wykorzystywano do zaszczepiania naparu z czarnej herbaty, ktory sporzadzano wedtug
Neffe-Skocinskiej 1 wsp. [12]. Z tak przygotowanego napoju fermentowanego prowa-
dzono izolacj¢ czystych kultur AAB. Wykonywano szereg 10-krotnych rozcienczen,
przenoszac 1 ml napoju do 9 ml soli fizjologicznej, nastepnie wykonywano posiew
powierzchniowy napoju na podtoze GCA. Zaszczepione pozywki inkubowano przez
72 h w temp. 28 °C.

Selekcja kultur bakterii kwasu octowego polegala na ocenie makroskopowych
cech wzrostu mikroorganizmow, obserwacjach mikroskopowych oraz podstawowych
testach biochemicznych. Po inkubacji posiewow na podtozu GCA, biate, kremowe,
brazowe i rozowe kolonie charakteryzujace si¢ zdolno$cig tworzenia kwasow orga-
nicznych (powstanie stref przejasnienia podloza na skutek rozpuszczenia weglanu
wapnia) przesiewano na nowg agarowg pozywke GCA technikg posiewu redukcyjne-
go. Otrzymane monokultury oceniano mikroskopowo z zastosowaniem mikroskopu
OLYMPUS BX41 (Olympus, Japonia) wyposazonego w wysokorozdzielczag kamere
cyfrowg DP72. Podstawowe testy biochemiczne obejmowaly okreslenie aktywnosci
oksydazy cytochromowej IV (Merck, Niemcy), katalazy (Merck, Niemcy) i aminopep-
tydazy L-alaniny (Merck, Niemcy).

W kolejnym etapie dokonywano genetycznej identyfikacji wybranych monokultur
szczepow AAB. Izolacje genomowego DNA przeprowadzano z wykorzystaniem ko-
mercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology, Polska), postepujac zgodnie
z procedurg dostarczong przez producenta. W celu amplifikacji genu 16S rRNA prze-
prowadzano reakcj¢ tancuchowej polimerazy (PCR) z uzyciem termocyklera MJ Mini
(Bio-Rad Hercules, CA, USA) zgodnie z metodyka Kregiel i wsp. [11], wykorzystujac
startery o sekwencjach nukleotydowych 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAT-3’
1 5'-CGGCTACCTTGTTACGAC-3'). Mieszanina reakcyjna zawierata 24 pl polimera-
zy REDTaq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 24 ul wody o czystosci prze-
znaczonej do reakcji PCR, 1 pl matrycy DNA (50 ng) i po 0,4 ul starteréw (100 uM).
Protokot amplifikacji obejmowat wstepng denaturacje (94 °C, 2 min) i 39 cykli sktada-
jacych si¢ z etapu denaturacji (94 °C, 1 min), hybrydyzacji (55 °C, 1 min), elongacji
(72 °C, 3 min) oraz koncowg elongacje w temp. 72 °C w ciggu 2 min. Nast¢pnie pro-
dukty reakcji PCR poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1-procentowym
zelu agarozowym w buforze 0,5xTBE z dodatkiem barwnika SimplySafe (EURx, Pol-
ska). Trzeci etap identyfikacji genetycznej obejmowal sekwencjonowanie produktow
PCR. W tym celu uzywano terminatora BigDye Terminator Ready Reaction Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) oraz sekwenatora Applied
Biosystems model 3730 (Genomed, Polska). Otrzymane sekwencje nukleotydowe po-
rownywano z sekwencjami genu 16S rRNA bakterii kwasu octowego, zdeponowanymi
w bazie The National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA),
przy uzyciu programu BLASTN 2.2.27+ (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Etap izolacji i
identyfikacji szczepéw AAB przeprowadzano w Instytucie Technologii Fermentacji i
Mikrobiologii Politechniki L.odzkie;.

Drugi etap badan prowadzono w Zakladzie Higieny i Zarzadzania Jakoscia Zyw-
nosci SGGW w Warszawie, a dotyczyt on oceny wrazliwosci na wybrane antybiotyki
oraz przezywalno$ci wyselekcjonowanych szczepéw AAB w warunkach modelowego
przewodu pokarmowego cztowieka (testy in vitro).

Testy wrazliwosci badanych szczepow AAB na wybrane antybiotyki wykonywa-
no za pomocg paskow gradientowych MIC Strip (Liofilchem Diagnostici, Wtochy).
Metoda polega na oznaczeniu minimalnego stezenia hamujacego (ang. Minimal Inhibi-
tory Concentration, MIC) antybiotyku przeciwko mikroorganizmom na impregnowa-
nym pasku papierowym o zdefiniowanym gradiencie stezenia danej substancji bakte-
riobojczej (ug/ml).

Ostatnim etapem zaplanowanych badan byto okreslenie przezywalnos$ci szczepow
AAB w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego. Sktad i sposob przygoto-
wania sokow trawiennych wykonywano na podstawie publikacji Rzepkowskiej 1 wsp.
[13]. Przygotowane roztwory elektrolitow poddawano sterylizacji w temp. 121 °C
przez 15 min. Enzymy (Sigma Aldrich, Niemcy), takie jak lizozym (1 g/l), pepsyne
(0,3 g/1) i pankreatyne (1 g/l) dodawano bezposrednio przed rozpoczgciem doswiad-
czenia. Analizowano dwa poziomy pH soku zotadkowego: 2,0 i 2,5. Przezywalno$¢
bakterii oznaczano przed uptywem 120 min trawienia w soku zotagdkowym oraz po tym
czasie. Podobnie postgpowano w przypadku soku jelitowego. Prowadzono analizy
przed uptywem 180 min trawienia szczepow w zotci o stezeniu 0,3 % oraz po tym
czasie. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, niezaleznie dla kaz-
dego zakresu pH soku zotadkowego przy stalym pH soku jelitowego i stezeniu zolci.
Proces inkubacji sokoéw trawiennych z dodatkiem badanych szczepdéw bakterii AAB
prowadzono w temp. 37 °C. Do badan przygotowywano 24-godzinne hodowle szcze-
pow AAB w ptynnej pozywce GCA. Poczatkowa liczba komoérek bakterii w inokulum
wynosita $rednio ok. 7 log jtk/ml. Posiewy mikrobiologiczne w kierunku okreslenia
przezywalnos$ci badanych bakterii wykonywano metoda kropelkowa przed inkubacja
w odpowiednim soku trawiennym i po niej. W tym celu pobierano po 100 pl zawiesiny
1 posiewano po 5 kropel o objetosci 20 pl na powierzchni¢ ptytek z zastygnietym pod-
tozem GCA. Po wchtonieciu zawiesiny plytki inkubowano przez 48 h w temp. 25 °C.

Analize wynikow przeprowadzono w programie Statistica (wersja 13, Statsoft,
Polska). Wykonano test T dla prob zaleznych przy p < 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Bakterie kwasu octowego naleza do bardzo zréznicowanej grupy mikroorgani-
zmow zaréwno pod wzgledem morfologicznym jak i biochemicznym. Cechg charakte-
rystyczng wszystkich bakterii AAB jest aktywnos$¢ katalazy i aminopeptydazy
L-alaniny przy jednoczesnym braku aktywnosci oksydazy cytochromowej IV, co m.in.
pozwala odr6zni¢ omawiane mikroorganizmy od pozostatej mikroflory badanych su-
rowcow, w tym od bakterii fermentacji mlekowej. Otrzymane szczepy AAB na podto-
7zu GCA rosty w postaci kremowych lub jasnobrgzowych kolonii z wyraznymi strefami
przejasniania, ktére powstaty w wyniku rozpuszczenia weglanu wapnia przez syntezo-
wane kwasy organiczne. Niektére z otrzymanych szczepdw AAB charakteryzowaty si¢
zdolnos$cia syntezy barwnych metabolitow do $srodowiska, o czym §wiadczyla brazowa
barwa pozywki hodowlanej. Wszystkie wyizolowane i wybrane do dalszych badan
szczepy AAB wykazywaty charakterystyczne dla tej grupy wlasciwosci biochemiczne.
W zwigzku z powyzszym juz po pierwszym etapie identyfikacji fenotypowej dokonano
selekcji otrzymanych szczepow i wybrano szczepy bakterii pochodzace z malin, mira-
belek, czarnej i czerwonej porzeczki oraz z Kombuchy. Na tym etapie wyselekcjono-
wano lacznie 9 szczepéw AAB. Z uwagi na otrzymane wyniki testow biochemicznych,
jak réwniez zdolnos$¢ do tworzenia bragzowego barwnika, wyizolowane szczepy wstep-
nie zaklasyfikowano do rodzajow Gluconobacter i Komagataeibacter (tab. 1).

Do dalszych badan dotyczacych przezywalnosci w symulowanych warunkach
przewodu pokarmowego i oporno$ci na wybrane antybiotyki wybrano 3 szczepy nale-
zace do gatunku Gluconobacter oxydans — H30, H31 i H32 (tab. 2). Szczepy wybrano
na podstawie otrzymanych wynikow identyfikacji genotypowej z wykorzystaniem
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Podczas wyboru kierowano si¢ wlasciwosciami
rodzaju Gluconobacter, ktory nie wykazuje patogennosci w stosunku do ludzi i zwie-
rzat. Dodatkowo bakterie z tego rodzaju sg szeroko stosowane w przemysle, zarowno
spozywczym, biotechnologicznym, jak i do produkcji biosensorow [9, 16, 17]. Gluco-
nobacter sp. s3 szczegdlnie wartosciowe ze wzgledu na zdolno$¢ do produkcji proz-
drowotnego kwasu glukonowego i glukuronowego. Wichienchot i wsp. [16] zaobser-
wowali, ze glukooligosacharydy produkowane przez szczep G. oxydans NCIMB 4943
wykazuja wlasciwosci prebiotyczne w stosunku do mikroflory jelitowej cztowieka.
Dodatkowo bakterie AAB, w tym Gluconobacter sp. cechuje oporno$¢ na niskie pH
srodowiska [8, 9].

Liczba bakterii AAB w hodowlach wyjsciowych uzytych do badan in vitro wyno-
sita dla wszystkich badanych szczepow S$rednio 7 log jtk/ml. Przedstawiono wyniki
przy dwoch wartosciach pH soku zoladkowego (2 1 2,5) oraz pH soku jelitowego 7,8
(rys. 1 1 2). Wykazano, ze sok zotadkowy o pH 2 z dodatkiem pepsyny i lizozymu
wplynat istotnie na liczb¢ komorek AAB. Zaobserwowano, ze szczep G. oxydans H30
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Tabela 1.  Wyniki podstawowych testow biochemicznych izolatow AAB
Table 1.  Results of basic biochemical tests for AAB isolates

Symbol Zrédlo izolacji Aktywnos¢ | AktywnoS¢ Aktywnosc Klasyfikacja wstepna
szczepu katalazy oksydazy aminopeptydazy .
Source of . . . Preliminary
Symbol . . Catalase Oxidase Aminopeptidase . .
. isolation .. .. . classification
of strain activity activity activity
H19 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
H21 11\\4/11;2221111(: + - + Gluconobacter sp.
H23 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
Czerwona
H24 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Red currant
Czarna
H28 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Black currant
H29 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
H30 Kombucha + - + Komagataeibacter sp.
Czarna
H31 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Black currant
H32 Kombucha + - + Komagataeibacter sp.

Objasnienia / Explanatory notes:
17— wykazuje aktywno$¢ wybranego enzymu / shows activity of selected enzyme; ,,-” — brak aktywnosci
wybranego enzymu / no activity of the selected enzyme.

wyizolowany z Kombuchy i szczep G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki
charakteryzujg si¢ stosunkowo mata wrazliwoscig na modelowe warunki uktadu po-
karmowego cztowieka, a tym samym spetniajg wymagania stawiane bakteriom poten-
cjalnie probiotycznym. Najwiekszg wrazliwo$cig charakteryzowat si¢ szczep H32 po-
chodzacy z kultury startowej Kombuchy. Zmniejszenie liczby bakterii obserwowano
rowniez w srodowisku o pH 2,5. W tym przypadku zmniejszenie wynosito jeden rzad
logarytmiczny po 2 h inkubacji w soku zotadkowym (6,68 log jtk/ml) i dwa rzedy po
3-godzinnej inkubacji w soku jelitowym (5,07 log jtk/ml). Dla poréwnania w soku
zotadkowym o pH 2 liczba bakterii szczepu H32 ksztattowata si¢ na poziomie 3,35 log
jtk/ml.
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Tabela 2. Klasyfikacja taksonomiczna izolatdéw na podstawie sekwencji genu 16S rRNA

Table 2.  Taxonomic classification of isolates based on the 16S rRNA gene sequence
Symbol Klasytikacja wstgpna Klasyﬁkaqg na Wybér do
; . . (cechy fenotypowe) podstawie ,
szczepu Zrodlo izolacji o . . dalszych badan
. . Preliminary sekwencjonowania .
Symbol | Source of isolation . . . . Selection for
. classification Classification based on .
of strain . . further testing
(phenotypic features) sequencing
HI19 Rz/slzglel:ry Gluconobacter sp. Asaia sp.
Mirabelka .
H21 Mirabelle Gluconobacter sp. Serratia sp.
Malina .
H23 Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Raspberry
Czerwona po- nie / no
H24 rzeczka Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Red currant
H28 Czarna porzeczka Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Balck currant
Malina .
H29 Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Raspberry
H30 Kombucha Komagataeibacter sp. Gluconobacter oxydans
Czarna porzeczka
H31 Black currant Gluconobacter sp. Gluconobacter oxydans tak / yes
H32 Kombucha Komagataeibacter sp. Gluconobacter oxydans

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze szczep G. oxydans H30 wyizolo-
wany z Kombuchy i szczep G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki wykazaty
stosunkowo matg wrazliwos¢ na warunki modelowego uktadu pokarmowego cztowie-
ka 1 osiggnety ostatecznie warto$¢ 6 log jtk/ml. Bhardwaj i wsp. [3] oraz Haghshenas
1 wsp. [10] podkres$laja, ze bakterie probiotyczne sg dostarczane do organizmu gtdéwnie
za posrednictwem zywnos$ci. Pomijajac jame ustng, pierwszg i jednocze$nie najwigkszg
barierg dla ich przezywalno$ci sg warunki panujace w zotadku, ktore probiotyki po-
winny tolerowa¢ minimum przez 90 min, zanim bedg mogty skolonizowa¢ dalsze cze-
sci uktadu pokarmowego i wywotaé efekt prozdrowotny. W jamie ustnej czynnikiem
nickorzystnym jest obecnos$¢ lizozymu. W zolgdku, obok niskiego pH, czynnikiem
niszczacym komorki bakteryjne jest pepsyna. Zaprojektowany w niniejszych bada-
niach sok Zzotagdkowy zawieral w swoim sktadzie obydwie substancje. Kolejng bariera
dla probiotykoéw sa sole zolci, ktorych fizjologiczne stg¢zenie w organizmie cztowieka
wynosi 0,15 = 0,5 % ($rednio 0,3 %). Do zaprojektowanego soku jelitowego dodano
tez pankreatyng, ktora fizjologicznie jest wydzielana przez zewnatrzwydzielnicze ko-
morki trzustki jako mieszanina enzymow: proteazy, amylazy, lipazy [13]. Wymienione
sktadniki soku jelitowego charakteryzujg si¢ negatywnym dziataniem w stosunku do
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komorek bakteryjnych, m.in. przez zwigkszanie przepuszczalnosci bton komérkowych
[12, 18].
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Objasnienia / Explanatory notes:

SZ — sok zotadkowy / GJ — gastric juice; SJ — sok jelitowy / IJ — intenstinal juice. Na rysunku przedsta-
wiono warto$ci $rednie (w postaci stupkow) i odchylenia standardowe (w postaci odcinkow) / Figure
shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); * — wartosci statystycznie istotne
(p £0,05) / statistically significant values (p < 0.05).

Rys. 1. Przezywalnos$¢ szczepéw AAB w modelowych warunkach przewodu pokarmowego cztowieka
po trawieniu w soku zotadkowym o pH 2,0 i soku jelitowym o pH 7,8.

Fig. 1.  Survival of AAB strains under model conditions of human gastrointestinal tract after digestion in
gastric juice of pH 2.0 and in intestinal juice of pH 7.8.

Wynik oznaczania lekowrazliwosci jest interpretowany z zastosowaniem odpo-
wiednich warto$ci granicznych, tzw. rekomendacji amerykanskich CLSI (Clinical La-
boratory Standards Institute) lub europejskich EUCAST (European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing). Na podstawie tych wytycznych kwalifikuje sig¢
dany mikroorganizm do kategorii ,,wrazliwy” (S), ,.sredniowrazliwy” (I) lub ,,oporny”
(R) na dany antybiotyk [7]. Specyficzne warto$ci graniczne sg opracowane w Szcze-
g6Inosci dla mikroorganizméw patogennych. Brakuje szczegétowych wytycznych dla
bakterii niechorobotwoérczych, w tym dla bakterii kwasu octowego. W tab. 3. przed-
stawiono wyniki oznaczania minimalnych stezen hamujacych (MIC) wybranych anty-
biotykow przeciwko trzem wyselekcjonowanym szczepom G. oxydans (H30, H31
1H32). Na 12 badanych antybiotykow szczepy wykazaty catkowita opornosé
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Przezywalno$¢ badanych szczepow AAB w modelowych warunkach przewodu pokarmowego
po trawieniu w soku zotadkowym o pH 2,5 i soku jelitowym o pH 7,8.

Fig. 2. Survival of AAB strains under model conditions of human gastrointestinal tract after digestion in
gastric juice of pH 2.5 and in intestinal juice of pH 7.8.

Tabela 3. Wartosci minimalnego stezenia hamujacego wzrost szczepéw AAB na wybrane antybiotyki
Table 3.  Minimum concentration values inhibiting the growth of AAB strains on selected antibiotics

Antybiotyk / Antibiotic
AMP | c Jco [ eN [ E [k[P[ s [TE] va | smx CIP
Szcz'ep Stezenie / Concentration [pg/ml]
Strain
MIC MIC MIC
0+256 0+1024 | 032
H30 32 24 R 0,75 96 1 |R| L5 4 96 R 0,12
H31 64 48 R 0,75 96 1 | R | 05 1 64 96 0,19
H32 32 24 R 0,75 96 I |R| 1,5 4 96 R 0,12

Objasnienia / Explanatory notes:

AMP — ampicylina / ampicillin, C — chloramfenikol / chloramphenicol, CD — klindamycyna / clindamycin,
CN — gentamycyna / gentamicin, E — erytromycyna / erythromycin, K — kanamycyna / kanamycin, P —
penicylina / penicillin, S — streptomycyna / streptomycin, SMX — sulfametoksazol / sulfamethoxazole, TE
— tetracyklina / tetracycline, VA — wankomycyna / vancomycin, CIP — cyprofloksacyna / ciprofloxacin;
MIC — minimalne stgzenie hamujace / minimum inhibitory concentration; R — catkowita oporno$¢ szczepu
na dany antybiotyk / total resistance of strain to given antibiotic.
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w stosunku do klindamycyny (CD) i penicyliny (P). Szczep G. oxydans H31 wyizolo-
wany z czarnej porzeczki jako jedyny wykazal wrazliwo$¢ na dziatanie sulfametoksa-
zolu (SMX). W tym przypadku minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii wynosito
96 ug/ml. Szczepy wyizolowane z Kombuchy G. oxydans H30 i H32 wykazywaty
natomiast brak wrazliwo$ci w stosunku do SMX. Dodatkowo w przeprowadzonym
doswiadczeniu wykazano, ze wszystkie badane szczepy AAB wykazywaly bardzo
zblizong wrazliwo$¢ na wigkszo$¢ sposrod 12 zastosowanych antybiotykow, w tym na
wankomycyng, ktéra jest jednym z tzw. antybiotykdéw o wysokiej efektywnosci hamo-
wania rozwoju infekcji bakteryjnych [5, 7]. Opornos¢ mikroorganizméw probiotycz-
nych, badz potencjalnie probiotycznych, na ten lek jest dlatego jednym z wazniejszych
kryteriow podczas selekcji i wyboru szczepdéw [10]. Na uwage zasluguje tez to, ze
sposrod trzech badanych szczepow tylko bakterie wyizolowane z czarnej porzeczki
(H31) byly wrazliwe na sulfametoksazol, czyli lek nalezacy do sulfonamidow o dziata-
niu bakteriostatycznym. Calkowita opornos¢ wszystkich badanych szczepoéw odnoto-
wano natomiast tylko w przypadku klindamycyny i penicyliny. W chwili obecnej
EUCAST [7] definiuje jedynie warto$ci graniczne dotyczace trzech antybiotykow, ale
bez wskazania konkretnych gatunkéw drobnoustrojow (penicylina: S <250 i R > 2000,
ampicylina: S <200 i R > 8000, cyprofloksacyna: S <250 1 R > 500 pug/l), stad brakuje
odniesienia do uzyskanych wynikow. Przeprowadzone badania szczepow G. oxydans
H30, H31 i H32 mogg stanowic istotng podstawe do diagnozowania antybiotykoopor-
nosci nowych potencjalnie probiotycznych szczepow bakterii kwasu octowego.
Aktualna definicja drobnoustrojow o wtasciwosciach prozdrowotnych, probio-
tycznych zostata opublikowana w 2002 roku przez zespot ekspertow FAO/WHO.
Zgodnie z nig drobnoustroje probiotyczne sg to zywe mikroorganizmy, ktére, podawa-
ne w odpowiedniej liczbie, wywierajg korzystny wplyw na zdrowie cztowieka lub
zwierzat, w tym gtéwnie na mikroflor¢ jelitowg. Dodatkowo tylko te drobnoustroje
moga by¢ uznane za probiotyczne, ktorym podczas badan in vitro oraz in vivo nadano
status GRAS oraz udowodniono korzystne efekty dla zdrowia. Okreslenie ,,drobnou-
stroje” w wyzej wymienionej definicji dotyczy zarowno wyselekcjonowanych szcze-
pow bakterii, jak i drozdzy. Najczesciej jednak, zarowno w sferze nauki, jak 1 przemy-
shu, okreslenie to zawezane jest do grupy bakterii kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid
Bacteria, LAB). Wigkszos$¢ badan in vitro czy in vivo dotyczy szczepdw bakterii LAB
pochodzacych z przewodu pokarmowego czitowieka. W najnowszych doniesieniach
naukowych znajduja si¢ jednak informacje na temat pozyskiwania nowych szczepow
o wlasciwosciach prozdrowotnych, probiotycznych z zywnosci fermentowanej sponta-
nicznie [13]. Druga nowa koncepcja jest zwrdcenie uwagi na inne rodzaje drobnoustro-
jow niz bakterie LAB, m.in. na drozdze czy bakterie kwasu octowego. AAB wykazuja
duza zdolnos¢ adaptacji do panujacych warunkéw srodowiskowych, w przeciwien-
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stwie do wigkszo$ci znanych szczepow probiotycznych nalezacych do bakterii fermen-
tacji mlekowej, co jest wazng cecha technologiczng w produkcji Zzywnosci.

Kolejnym waznym problemem jest naduzywanie antybiotykow, co skutkuje roz-
przestrzenianiem si¢ gendw opornosci na antybiotyki pomig¢dzy innymi populacjami
mikroorganizméw, dlatego wrazliwos¢ probiotykéw na konwencjonalne antybiotyki
zaczyna stanowi¢ jedng z podstawowych cech prozdrowotnych takiego szczepu. Naj-
bardziej popularne szczepy probiotyczne nalezace gléwnie do grupy LAB moga naby-
wac badz przekazywac geny opornosci na antybiotyki innym szczepom probiotycznym
lub bakteriom patogennym [4, 10, 15].

Przedstawione wyniki badan maja charakter nowatorski i sg pierwsza probg cha-
rakterystyki wybranych szczepoéw bakterii kwasu octowego jako mikroorganizmow
probiotycznych. Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych stwierdzono, ze
wykazuja one pozadane cechy bakterii probiotycznych. Udowodniono, ze wyselekcjo-
nowane szczepy AAB maja zdolno$¢ przezywania w modelowym przewodzie pokar-
mowym czlowieka. Aktualnie za wywolujacag efekt probiotyczny uznaje si¢ liczbe
mikroorganizméw na poziomie minimum 10° jtk znajdujacych si¢ w gramie/mililitrze
produktu zywno$ciowego lub preparatu farmaceutycznego. W przedstawionych bada-
niach taki wynik uzyskano po 2 h trawienia hodowli monokultur AAB w soku Zotad-
kowym, co jest dodatkowym potwierdzeniem stusznosci wybrania tej grupy bakterii do
badan w kierunku ich potencjalnych wiasciwosci probiotycznych. Podsumowujac,
mozna stwierdzi¢, ze odpowiednio opracowana i prowadzona diagnostyka w grupie
bakterii kwasu octowego moze by¢ istotnym wktadem naukowym w rozszerzanie wie-
dzy na temat potencjalnie prozdrowotnych wtasciwosci tych drobnoustrojow.

Whioski

1. Na podstawie analizy fenotypu i sekwencjonowania genu 16S rRNA sposrod
dziewieciu izolatow bakterii kwasu octowego, do badan w kierunku okreslenia po-
tencjalnych cech probiotycznych wybrano trzy szczepy nalezace do gatunku
G. oxydans: H31 wyizolowany z czarnej porzeczki oraz H30 i H32 — z kultury star-
towej do produkcji herbaty Kombucha.

2. Stwierdzono, ze dwa szczepy G. oxydans: H30 wyizolowany z Kombuchy
1 G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki charakteryzujg si¢ dobrg prze-
zywalno$cig, srednio na poziomie 6 log jtk/ml, podczas pasazu przez modelowy
uktad pokarmowy cztowieka i tym samym spetniajg jedno z podstawowych kryte-
riow bakterii potencjalnie probiotycznych.

3. Wszystkie badane szczepy wykazywaty zblizong antybiotykowrazliwos¢. Stwier-
dzono, ze otrzymane wyniki mogg stanowi¢ istotng podstawe do diagnozowania
antybiotykoopornosci nowych szczepdéw potencjalnie probiotycznych, dotyczacych
bakterii kwasu octowego.
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4. Przeprowadzona diagnostyka wyselekcjonowanych szczepdéw bakterii kwasu oc-
towego stanowi podstawe do dalszych badan tych mikroorganizméw w kierunku
innych cech potencjalnie probiotycznych.

Badania wykonano w ramach wewnetrznego trybu konkursowego dla mtodego
pracownika nauki SGGW w Warszawie.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ACETIC ACID BACTERIA WITH POTENTIAL
PROHEALTH PROPERTIES

Summary

The objective of the research study was to isolate and identify acetic acid strains (AAB) in the poly-
phasic system and to in vitro predefine their potential probiotic properties under the laboratory conditions.

The material for the isolation of acetic acid strains were seasonal fruits from local crops in the Ma-
zovian and L6dZ provinces and a starter culture for the production of Kombucha. The strain identification
was carried out using a polyphasic system based on the morphological profile, biochemical abilities and
genetic identification. Based on the results obtained, an AAB strain collection was created that were safe
for the human health. Next, there was determined the antibiotic susceptibility to 12 selected bacteria kill-
ing substances and the tests were performed of in vitro survival of selected strains under the conditions of
a model human gastrointestinal tract. Based on the phenotype analysis and the sequencing of the 16S
rRNA gene from among 9 isolates of AAB, 3 strains belonging to Gluconobacter oxydans species were
selected: H31 isolated from black currant, and H30 and H32 from the starter culture for the production of
Kombucha tea. It was found that two strains, G. oxydans H30 isolated from Kombucha and G. oxydans
H31 from black currant, were characterized by a good survival rate at a level of 6 log CFU/ml while pass-
ing through the model human digestive system and thus they met one of the basic criteria for potentially
probiotic bacteria. All the strains analysed showed the similar antibiotic susceptibility. The conducted
diagnostics of selected acetic acid bacterial strains constitutes a basis for further studies of those microor-
ganisms for the purpose of confirming other probiotic features.

Key words: acetic acid bacteria (AAB), probiotics, in vitro survival, fruits, Kombucha
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