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PROBIOTICE SI PARABIOTICE:
EFECTE ANTIBACTERIENE SI IMUNOMODULATORII

INTRODUCERE

Tractul gastrointestinal (TGI) este un sistem complex care contine un
numar impresionant de celule bacteriene (de 10 ori mai mult decat numarul total
de celule ale organismului), reprezentdnd un rezervor de gene care codifica
molecule implicate in diverse procese fiziologice de care beneficiaza tractul
intestinal (Backhed si colab., 2005). Utilizand tehnologii moderne de
Transcriptomica, Metagenomica si Metabolomica, a fost posibilda intelegerea
mecanismelor prin care are loc comunicarea dintre bacteriile comensale si
celulele epiteliale ale mucoasei. Utilizarea metodelor de secventiere a
subunitatilor ribosomale ARN 16S a permis identificarea unui numar imens de
noi specii, stabilind apartenenta acestora la doua mari Filumuri: Bacteroides si
Firmicutes.

Este cunoscut faptul ca microbiota intestinala este esentiala pentru
homeostazia organismului gazdda si pentru protectia fatd de actiunea
microorganismelor patogene. De aceea este consideratd ca un “extra-organ” al
gazdei (O’Hara si colab., 2006). Din acest punct de vedere, microbiota este
implicatd in reactii metabolice (degradarea componentelor care au depasit
intestinul subtire), biotransformarea conjugatelor formate de acizii biliari,
sinteza unor vitamine (B12, K); de asemenea, are efect trofic asupra epiteliului
intestinal, fiind implicata in dezvoltarea microvililor, are importanta majora in
maturarea structurilor cu functie imunitara innascuta si adaptativa. Sistemul
imunitar al tractului digestiv preia In mod constant informatie antigenica din
lumenul intestinal prin intermediul celulelor specializate (celule M), dar si al
enterocitelor, un singur strat de celule epiteliale intestinale separand lumenul
intestinal de lamina propria. La nivelul TGI exista, astfel, un echilibru al
comunicdrii intre microbiota si tractul digestiv, care permite diferentierea
speciilor comensale de speciile bacteriene patogene invadante (O’Flaherty si

Klaenhammer, 2010).



Desi s-a intuit de mult influenta benefica a microorganismelor comensale
supra stdrii de sandtate a omului si animalelor, argumentele stiintifice in acest
sens au aparut mai tarziu, odatda cu introducerea conceptului de “probiotic”.
Microorganismele probiotice au fost utilizate pentru restabilirea echilibrului
microbiotei intestinale (eubiozei) din 1965, primind, in timp, definitii diferite,
ultima definitie acceptata fiind cea a lui Fuller (1989). Asfel, Fuller considera
probiotic “orice organism viu adaugat alimentelor, care influenteaza benefic
organismul gazda, prin ameliorarea echilibrului microorganismelor din tubul
digestiv”. Studiile recente au aratat insa ca si microorganismele inactivate (non-
viabile) sau componente ale acestora pot sustine starea de sandtate a unui
organism (Kataria si colab., 2009). Interactiunea cu organismul gazda poate fi
asadar mediatad de celulele bacteriene, independent de viabilitatea acestora si se
bazeaza pe capacitatea celulelor epiteliului intestinal de a recunoaste specific
anumite componente bacteriene sau produsi ai acestora, asa cum se intdmpla la
nivelul mucoasei gastrointestinale. De aceea se impune definirea unui nou
termen, acela de parabiotic, care sa includa componente non-viabile, de origine
microbiana, care exercita efecte benefice asupra starii de sanatate a

organismului gazda, uman sau animal.

Scopul acestei lucrari este investigarea efectului dual
antimicrobian si imunomodulator al unor probiotice si
parabiotice si a interferentei acestora cu mecanismele de
comunicare intra- si interspecifice, pentru dezvoltarea unor noi
strategii antiinfectioase.

Obiective:

1. Investigarea influentei unor fractii/componente asociate peretelui celular si
solubili, secretati de tulpina probiotica Enterococcus faecium CMGB 16 asupra
unor proprietati ale unor tulpini de Escherichia coli enteropatogene (sensibilitate

la antibiotice, virulenta).



2. Investigarea influentei concentratiei subinhibitorii de acid fenil-lactic si a
sinergismului de actiune cu antibioticele asupra expresiei unor factori de

virulenta la tulpini multirezistente de Pseudomonas aeruginosa.

3. Evaluarea in vivo a efectului imunomodulator al diferitelor componente ale
culturii de Enterococcus faecium CMGB 16 cu proprietati probiotice, obtinute
dupa crestere in prezenta culturilor inactivate termic de Escherichia coli si

Bacillus cereus.



REZULTATE

Obiectivul 1: Investigarea influentei unor fractii/componente asociate
peretelui celular si solubili, secretati de tulpina probiotica Enterococcus
faecium CMGB 16 asupra unor proprietati ale unor tulpini de Escherichia
coli enteropatogene (sensibilitate la antibiotice, virulenta).

Microbiota normald, prin contactul direct cu epiteliul mucoasei, manifestd
constant tendinta de invazie. Ca urmare a conflictului potential permanent, mucoasa
se apdra prin mecanisme imunitare nespecifice si specifice. Conflictul microbiotei cu
mucoasa se amplifica si imbraca forme clinice 1n stéarile de disbiozd. Manifestarile
dezechilibrului sunt diverse, de la tulburdri ale tractului intestinal, pand la leziuni cu
substrat autoimun, asa cum sunt colita ulcerativd si maladia Crohn (Chifiriuc si
colab., 2011). Este unanim acceptatd ideea ca bacteriile probiotice au rol esential n
restabilirea echilibrului functional al mucoasei. Mecanismele prin care bacteriile
probiotice refac homeostazia intestinald dupa un tratament prelungit cu antibiotice sau
unele dezechilibre imunologice constau atat in optimizarea functionalitdtii barierei
intestinale, cat si in atenuarea producerii de citokine proinflamatorii si prevenirea
apoptozei celulelor epiteliale indusd de citokine (Mennigen si colab., 2009). Astfel,
bacteriile probiotice sintetizeaza molecule de semnalizare a caror tinta sunt nu numai
populatiile microbiene, ci chiar celulele epiteliului intestinal si celulele cu functie
imunitara (limfocitele, celulele dendritice). Mecanismele de actiune a bacteriilor
probiotice sunt multi-factoriale, implicind o varietate de semnale, tipuri de celule si
receptori. Bacteriile probiotice diferd in privinta capacitatii de a sintetiza molecule cu
rol de semnal pentru celulele epiteliale intestinale si imunitare (Jayaraman si Wood,
2008).

Activitati
» Determinarea influentei fractiilor probiotice ale E. faecium CMGB 16 asupra

capacitiatii de aderenta la substratul celular a unor tulpini de E. coli

enteropatogene.

Aderenta tulpinilor E. coli enteropatogene este influentatd de componentele
culturii tulpinii probiotice Enterococcus faecium CMGB16. In general, supernatantul
culturii de probiotic (SN G-) obtinut i1n mediu cu adaus de E. coli O28 inactivatd

termic, are un efect inhibitor mai pronuntat asupra indicelui de aderenta al tulpinior de



E. coli enteropatogene comparativ cu suspensia de celule (SC G-), modificand in
acelasi timp si pattern-ul de aderenta.

Cea mai eficientd componenta a culturii probiotice 1n ceea ce priveste scdderea
indicelui de aderentd a fost supernatantul culturii de E. faecium CMGB stimulat cu
culturd de E coli O 28 inactivata termic (SN G-). Indicele de aderentd a fost modificat
pentru 5 tulpini de E. coli enteropatogene din cele 7 testate, cu o ratd medie de 63%
(figura 27, sdgetile verzi). Supernatantul culturii martor de E. faecium CMGB 16 (SN
m) a influentat capacitatea de aderenta a 4 tulpini de E. coli enteropatogene (figura 27,
sagetile portocalii).

Imaginile de microscopie optica au evidentiat diferitele pattern-uri de aderenta
ale tulpinilor de E. coli enteropatogene Tnainte si dupa cultivarea acestora Tn mediu cu
componente probiotice. Tulpinile EPEC crescute in mediu cu adaus al componentei
SN G - 1si modifica atat indicele de aderentd cat si pattern-ul de aderenta de la
localizat, la difuz, sau de la agregativ, la difuz.

» Determinarea influentei fractiilor probiotice E. faecium CMGB 16 asupra
sensibilititii la antibiotice a tulpinilor de E. coli.

dupa etapa de co-cultivare cu cele doud componente ale culturii probiotice (SN si SC),

au evidentiat faptul ca toate asociatiile de probiotice au determinat cresterea nivelului

Gradul de eficientda al unei anumite componente probiotice a depins de
modalitatea de stimulare a probioticului, de tulpina enteropatogend si de antibioticul
testat. De exemplu, in cazul tulpinii enteropatogene E. coli 750 componentele SN G+
si SN G- au crescut gradul de sensibilitate al tulpinii E coli 750 la antibiotice, fata de
SN martor, mai ales in cazul cloramfenicolului si gentamicinei.

Majoritatea antibioticelor utilizate 1n acest studiu actioneaza prin blocarea sintezei
peretelui celular. De aceea se poate emite ipoteza conform cdreia, dupa etapa de co-
cultivare, peretele celular al tulpinilor de E. coli a suferit modificari sub influenta
diferitelor componente ale culturii probiotice (parabiotice). Modificdrile faciliteaza
actiunea antibioticelor. Probabil, Tn etapa obtinerii componentelor parabiotice,
stimularea culturii probiotice de E faecium CMGB 16 a indus sinteza unor molecule
solubile acumulate Tn supernatant sau intracelular (si eliberate extracelular 1n etapa de

inactivare a componentei celulare a culturii probiotice). Aceste molecule au creat pori



ce au destabilizat structura peretelui celular al tulpinilor EPEC cu care au venit in

contact sau au interferat cu alte cai de semnalizare ale tulpinilor Gram negative.

Obiectivul 2: Investigarea influentei concentratiei subinhibitorii de acid
fenil-lactic si a sinergismului de actiune cu antibioticele asupra expresiei
unor factori de virulenta la tulpini multirezistente de Pseudomonas
aeruginosa.

Conform "National Nosocomial Infections Surveillance - NNIS", P.
aeruginosa este cel mai comun patogen asociat infectiilor nozocomiale. Rezistenta
multipld la antibiotice sau selectarea rezistentei in timpul tratamentului determina
esecul terapeutic.

In ultimii ani a crescut interesul pentru studiul bacteriocinelor secretate de
specii de bacteriile lactice (Lactobacillus) utilizate ca probiotice, cunoscandu-se faptul
cd reglarea mecanismelor de producere a acestor molecule este corelata cu fenomenul
de quorum sensing. Astfel, In supernatantele provenite din culturi de Lactobacillus
plantarum au fost identificate §i caracterizate dipeptide ciclice cu activitate
antifungicad (ciclo (LPhe- L-Pro si ciclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro)).

S-a demonstrat experimental faptul ca dipeptidul ciclo (L-Phe-L-Pro) poate
interfera cu mecanismele de QS la bacterile Gram negative (Pseudomonas
fluorescens si Pseudomonas alcaligenes), sugerandu-se astfel existenta unor cdi de
semnalizare comune la bacterii Gram pozitive si la cele Gram negative (Hentzer si
Givskov, 2003; David si Lebel, 2004).

Activitati
» Evaluarea cresterii bacteriene a tulpinilor de P. aeruginosa cultivate in

prezenta acidului fenil-lactic (PLA) si a antibioticelor.

Valoarea CMI pentru PLA a fost stabilitd la o concentratie de 2mg/ml, pentru
toate tulpinile testate, foarte mica in comparatie cu concentratiile de 10 si 20 mg/ml
raportate 1n studii similare (Dieuleveaux si colab., 1998). Inhibarea -cresterii
bacteriene pentru tulpinile de P. aeruginosa, la concentratii mici de PLA este foarte
importantd, avand in vedere ca aceste tulpini izolate din clinicad sunt capsulate si sunt
rezistente la multe antibiotice, terapia fiind foarte dificila. Rezultatele arata ca PLA
are activitate antimicrobiana la o concentratie de 2 mg/ml, instalata dupa 3 ore de la

incubarea culturii bacteriane Tn mediu lichid 1n prezenta PLA, pentru toate tulpinile



analizate (figura 40). Determinarea numarului de celule viabile prin metoda UFC

dupa 1-2 ore de la incubare a demonstrat cd PLA nu a influentat dezvoltarea acestora.

» Testarea sensibilititii la antibiotice a tulpinilor de P. aeruginosa, dupi
cultivare in prezenta concentratie subinhibitorii (CsI) de PLA.

Capacitatea de aderentd la substratul celular a fost evaluata prin determinarea
indicelui de aderentd la celule Hela. Acidul fenil-lactic (PLA) la o concentratie
subinhibitorie (1 mg/ml) nu a influentat in mod semnificativ capacitatea de aderentd a
tulpinilor de P. aeruginosa la substratul celular, si nici la substratul inert. S-a
inregistrat o scadere moderata a indicelui de aderenta pentru o singura tulpind de P.
aeruginosa 811, rezultat care se coreleaza si cu o scddere a expresiei factorilor
solubili de virulentd. S-a observat, de asemenea, cd PLA determina o modificare a
patttern-ului de aderentd pentru majoritatea tulpinilor, de la tipul agregativ la cel
difuz.

» Evaluarea capacititii de aderenti la substrat celular HeLa a tulpinilor de P.
aeruginosa, crescute in prezenta concentratiei subinhibitorii (CsI) de PLA.
Cultivarea tulpinilor de P. aeruginosa in prezenta PLA la Csl nu a indus

modificari semnificative ale capacitdtii de aderentd, mentinandu-se efectul citotoxic

asupra substratului celular, consecutive aderentei. Pentru o singud tulpina, P.

aeruginosa 811, s-a observat o scadere a capacitatii de aderenta (figura 44), iar pentru

tulpina P. aeruginosa 158 s-a observat modificarea pattern-ului de la agregativ la
difuz (figura 45), celulele bacteriene fiind preponderent aderate la substratul inert.

» Evaluarea efectului citotoxic si de modificare a ciclului celular (inducerea
apoptozei) prin citometrie in fux.

Efectul combinat al asociatiei PLA si antibiotic a fost testat pe cele doua tulpini de
P. aeruginosa care au manifestat rezistenta de contact la cefepim, dar au prezentat
zona de inhibitie la cefepim dupa cultivare in prezenta PLA. In prezenta PLA si a
antibioticului la concentratii de 31pg/ml, 2x31pg/ml, 3x31pg/ml determinarea prin
metoda UFC a numarului de celule viabile a evidentiat scaderea numarului de celule
active metabolic.

» Evaluarea activitatii pompelor de eflux prin metoda citometriei in flux, a
culturii de P. aeruginosa in prezenta PLA (Csl) si a antibioticelor la diferite

concentratii.



Pentru cele doua tulpini multirezistente la care s-a observat rezistenta de contact la
cefepim si aparitia unei zone de inhibitie a cresterii dupa cultivare in prezenta PLA,
analiza prin metoda citometriei de flux a evidentiat ca, n prezenta antibioticului la
concentratii ridicate si a PLA, celulele bacteriene s-au protejat printr-un mecansim ce
implica inchiderea functionala a pompelor de flux. Totusi PLA la concentratie
subinhibitorie a potentat activitatea FEP la concentratie minima inhibitorie, aspect
important avind in vedere cd 1n general, concentratiile bactericide active de
antibiotice sunt de multe ori imposibil de atins in vivo, datorita toxicitatii. Astfel,
parabiotice ar putea reprezenta o solutie ecologica de potentare si de redare a
eficientei antibioticelor existenta, fara necesitatea cresterii dozelor terapeutice, asadar
cu risc redus de aparitie a unor efecte secundare.

Mai mult, studiile efectuate in aceasta lucrare au demonstrat faptul ca PLA la doze
active, este lipsit de citotoxicitate si nu induce modificari ale ciclului celular (de tip
apoptotic). Aceasta actiune sinergica sustine ideea actuala a utilizarii combinatiilor
de substante active pentru combaterea infectiilor cu tulpini multirezsitente si cu

potential de formare a biofilmelor.

Obiectivul 3: Evaluarea in vivo a efectului imunomodulator al diferitelor
componente ale culturii de Enterococcus faecium CMGB 16 cu proprietai
probiotice, obtinute dupd crestere in prezenta culturilor inactivate termic de
Escherichia coli si Bacillus cereus.

Actiunea probioticelor este duald, manifestdndu-se atit asupra microbiotei, cat
si asupra epiteliului intestinal al gazdei. Interactia bacteriilor probiotice viabile cu alte
specii ale microbiotei intestinale este exercitatd prin fenomene de excludere
competitiva (prin competitia pentru nutrienti si pentru situsurile de aderenta), prin
sinteza unor molecule cu actiune inhibitorie, iar interactiunea cu organismul gazda se
manifestd indiferent de starea de viabilitate a celulelor bacteriene si este mediatd de
interactiunea componentelor bacteriene cu celulele din structurile MALT (Mucosal
Associated Lymphoid Tissue) care au capacitatea de a le recunoaste specific.

Interesul pentru utilizarea microorganismelor probiotice non-viabile sau a
fragmentelor celulare (parabiotice) a crescut in ultimul timp, datorita riscului de
infectii (la persoanele consumatoare de astfel de produse finite) si a aparitiei
fenomenului de translocatie a genelor de rezistenta la antibiotice (Cross si colab.,

2004).



Activitati

» Studiul dinamicii nivelului unor citokine la soareci holoxenici tratati
profilactic cu fractii de cultura probiotica tratati cu culturi inactivate termic
de Escherichia coli si Bacillus cereus.

Rezultatele dinamicii nivelului de citokine la modelul de animal experimental
utilizat (soareci holoxenici), au evidentiat ca unul din factorii care a influentat
semnificativ rezultatele a fost varsta animalelor. Deoarece soarecii holoxenici suferd
un proces de Tmbatranire acceleratd, temporizarea experimentelor pentru surprinderea
momentului optim pentru determinarea profilului citokinic este foarte importanta. in
studiul nostru, perioada optima pentru determinarea cantitativa a IL 12 si TNF este
situata Tn primele 7 zile de la prima administrare. S-a constatat ca fractiile de probiotic
stimulate cu alte culturi bacteriene potenteazd mentinerea unui nivel mai crescut de
citokine (IL 12) pe o duratd mai lungd de timp (pe toatd durata studiului nostru,
desfasurat pe 21 de zile).

Acest aspect sugereaza faptul cd expresia moleculelor imunomodulatoare indusa de

bacteriile probiotice este influentata, prin mecanisme de comunicare intercelulard, de

prezenta altor specii bacteriene atit Gram pozitive, cat si Gram negative care
populeaza tractul digestiv, constituind microbiota normala sau alogena.

Inducerea sintezei TNFa de cétre bacteriile cu potential probiotic, observat si
in alte experimente (Martin si colab., 2004, Maldonado si colab., 2007), fovarizeaza
stabilirea legaturilor functionale intre celulele epiteliului intestinal si celulele
imunitare din lamina propria (limfocite B, celule dendritice, macrofage). Efectul de
potentare a sintezei TNF la 14 si 21 de zile sugereaza faptul ca fragmentele celulare
antigenice stimuleaza tardiv macrofagele din compartimentul subendotelial,
principalele celule sintetizatoare de TNF.

» Cuantificarea nivelului seric al interleukinelor pro si anti-inflamatorii la
soareci holoxenici infectati si ulterior tratati cu fractii de cultura probiotica
tratatd cu culturi inactivate termic de Escherichia coli si Bacillus cereus.

Rezultatele studiilor privind influenta parabioticelor administrate inainte sau
dupa infectia experimentala a soarecilor holoxenici sugereaza faptul cd, administrarea
profilactica a componentelor probiotice determina un raspuns pro-inflamator mai
intens i mai rapid, manifestat prin cresterea nivelului seric de IL 6, Tn cazul aparitiei
ulterioare a infectiei bacteriene. in urma acestor rezultate, am putea formula ipoteza

conform careta tractul digestiv este astfel “pregdtit” pentru contactul cu patogenul.
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Administrarea componentelor probiotice dupa infectia experimentala limiteazd
in schimb amplitudinea rdspunsului imun pro-inflamator (nivelul seric de IL-1a i IL
6 fiind mai scédzut), protejand astfel organismul fatd de leziunile produse de un
raspuns inflamator mult prea intens. Avand in vedere efectul intens pro-inflamator si
de promovare a febrei si starii de sepsis exercitat de IL-1a (Malago si colab., 2011),
scaderea nivelului seric de IL-1a post-infectare, comparative cu efectul profilactic,
poate reprezenta un mecanism de reglare la nivel intestinal a echilibrului dintre
raspunsul pro si antiinflamator al organismului, Tn vederea evitarii leziunilor epiteliale
induse de citokine.

Cresterea nivelului seric de IFN y in cazul infectiei bacteriene indusa dupa etapa
de profilaxie cu parabiotic, poate favoriza activarea limfocitelor T si diferentierea
functionald a acestora si prin urmare, amorsarea mai rapidd a unui rdspuns imun
specific. Implicarea probioticelor si a bacteriilor comensale in coordonarea
raspunsului imun protector fata de infectia cu patogeni prin stimularea sintezei IFN y
este sustinutd de o serie de studii experimentale. Astfel, Lb casei Shirota induce
expresia IFN v si IL 12 1n culturi de splenocite de soarece (Kato si colab., 1999).
Cultura de Lb. reuteri 100-23 administrata soarecilor cu microbiotd intestinalda
complexd, in stadiile initiale de colonizare, a indus sinteza de IFN vy si a altor citokine
pro-inflamatorii (IL 1a, IL 6) (Hoffmann si colab., 2008). Studii experimentale au
aratat ca IFN y determind exprimarea receptorilor TLR 4 la suprafata enterocitelor,
celulelor dendritice, macrofagelor (Basisio si colab., 2002), receptor implicat ulterior
in recunoasterea patogenilor si activarea fagocitelor mononucleare (Sanz si colab.,

2009).
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CONCLUZII

» Descoperirea fenomenului de quorum sensing la bacterii a condus la
deschiderea unei noi perspective de dezvoltare a unor strategii
terapeutice anti-patogenice. Acestea sunt bazate pe interferenta cu
mecanismele de semnalizare intercelulara, reprezentand o posibila
metoda, alternativa utilizarii antibioticelor cu efect microbicid si cu
presiune selectiva ridicati, care poate actiona prin represia

exprimadrii genelor de virulenta.

» Acidul fenil-lactic produs de bacteriile probiotice, exercita efect anti-
patogenic fati de tulpini multirezistente de P. aeruginosa manifestat
la concentratii subinhibitorii, care nu interfera cu cresterea
agentului patogen, aspect care demonstreaza interferenta PLA cu
mecanismele de QS, implicat in reglarea producerii biofilmelor si a

altor factori de invazie (lecitinazi, lipaza).

» PLA potenteaza efectul microbicid si reduce doza minima activa a
antibioticelor beta-lactamice, peniciline, cefalosporine,
carbapeneme, probabil datorita actiunii sinergice la nivelul

peretelui celular.

» Bacteriile probiotice produc molecule care interferi cu ciile de
semnalizare citokinice ale organismului gazdi, demonstrand
implicarea acestora in modularea capacitatii de apirare anti-
infectioasi, mediata prin mecanisme nespecifice (IL-1a, IL-6) sau
specific (IFNy). Prin modularea expresiei IL-12, fractiile probiotice
constituie una dintre puntile de legaturi intre apararea nespecifica

si cea specifica.
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» Producerea moleculelor de origine probiotica si actiunile biologice
ale acestora asupra virulentei si sensibilitatii la antibiotice ale
bacteriilor patogene si asupra profilului citokinic al gazdei sunt
influentate de interactiunea cu alte componente ale microbiotei
tractului intestinal, ceea ce demonstreaza importanta mecanismelor
de comunicare inter-celulara si inter-regn in mentinerea
echilibrului complex al ecosistemului mucoasei intestinale si in

apararea anti-infectioasa.
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