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Préba zwigkszenia opornosci na” antybiotyki szczepéw

Lactobacillus acidophilus

Zaklad Mikroblologli Przemyslowej Instytutu Inzynierii i Biotechnologii Zywnosei
Wydziaiun Technologii Zywnosci AR-T, 10-937 Olsztyn, bl. 43

Wystepujagce w  przewodzie pokarmowym
zwierzal gatunki rodzaju Lactobecillus, a szcze-
golnie L. acidophilus majg istotne znaczenie
zdrowotne. Hamujge rozwo6j mikroflory entero-
patogennej i gnilnej, reguluja sktad mikroflory
lelit, a ponadto wytwarzany przez nie kwas
mlekowy wplywa korzystnie na procesy trawie-
nia i wchlanianie zwigzkéw pokarmowych (1,
6, 10). Stad preparaty zawierajace zywe komor-
ki odpowiednio dobranych szczepow paleczek
ralekowych znajduja coraz szersze zastosowanie
w zapobieganiu i zwalczaniu zaburzen trawien-
nych u mlodyeh zwierzat. Skutecznosé tych pre-
paratow w duzej mierze zalezy od opornosci
uzylych szezepOw na antybiotyki. Dobér leko-
opornych szczepow stwarza jednak duze trud-
nosci, gdyz bakterie fermentacji mlekowej od-
znaczajg sig wysoka wrazliwosclg na antybio-
tyki, a zwlaszcza penicyline, hamujgcg rozwoéj
licznyen gatunkow i szezepdéw nawet w $lado-
wych ilosciach (4, 9).

W przedstawionej wezesniej pracy (3) zbada-
no lekoopornesc 6 szczepow L. acidophilus po-
chodzgeych z przewodu pokarmowego cielat i
wyrézniajgeyeh sie wysokg aktywnoscia anty-
bakteryjna wobec patogennych dla bydla sero-
typow Escherichia coli. Opornos¢ badanych
szezepdw (najwyzsza dawka hamujaca wzrost)
wynosila dla penieyliny 03—0,5 jm.fem? dla
streptomycyny 3—6 pglfem®, dla ampicyliny
0,25-—0,35 pg/lem’, z dla oksyterracyny 10—25
uglem®, Zalozeniem obecnie przedstawionych
badan hylo zwiekszenie opornosci wyselekejo-
nowanych szezepOw na penicyline i streptomy-
cyne.

Material 1 metody

W badaniach zastosowano 3 wyselekejonowane szeze-
7 L. acidophill ryroiniajace sie wysokq aktywno-
symbolach I IVy 1 IV (3).
ipornoscl stosowano pasazo-
yehl ze wzrastajacymi kon-
W, a nastepnie izolacje leko-
z0h postepwania przedstawio-
rye. 1. Warunki pasazowania
1 (kolejno z penieyling i strep-
x . BZLZepy pasaiowann co
24 godziny przez 3 tygodnie mna mleku z ekstrakiem
drozdzowym (0,25%) stosujac dodatek antybiotykéw w
iiosciach zalefmych od wezesniej okredlone] wrazliwo-
zezepow 1Ty § IV, stosowano pe-
288 janfem?, zwiekszajae jej
i tkowo o 0,12, poz-
ie 0 0,48 jm./cm® Dla
j 7 stosowano penicyling
w ilogci 0,12—2 jm./em? zwiekszaige jej stezenie
poczgtkowo o 0,06, péiniej o 0,12, a w koncowym ok-
resie pasazowania o 0,24 j.m /em3,

koncenir:
niej o 0,24, :
bharc j
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Streptomycyne stosowann dla szezepow IIIg i IV
w iloSci 2—300 pg/em?d, zwiekszajac jej koncentracje
przez pierwsze 4 dni o 2 ng, przez nastepne 4 dni o
5 ug, podiniej o 10 ug, a w kohacowym okresie pasazo-
wania o 20 pg/cm? Dla szczepu IVs stosowano strep-
tomycyne w ilodci 1—200 pg/cmd. zwiekszajac jej ste-
Zenie przez pierwsze cztery dni o 1 pg, przez nastep-
ne 4 dni o 2 pg, podinie] o 5 pg, a w koficowym
okresie o 10 pg/emd. Pasazowanie przerywano, kiedy
zastosowana dawka antybiotykéw powodowata opéz-
nienie koagulacji mleka (czas koagulacji ponad 24 go-
dziny).

Po zakonczeniu pasazowania z antybiotykami izo-
lowano kultury stosujge podloze LBS, po czym badano
ich oporno$¢ na stosowane antybiotyki, uwzgledniajac
po 15 kultur dla kazdego szczepu i antybiotyku. Se-
lektanty o najwyzszej opornosci poddawane byty jesz-
cze dalszemu pasazowaniu z penicyling i streptomycy-
ng stosowanymi w odwrotnej kolejnosci niz podezas 1
etapu adaptacji. Dla szczepow III; i IVy stosowano
penicyline w ilosci 2,2—3,84 jm./em3 zwiekszajac jej
koncentracje co 24 godziny o 0,12 jm./cm3, a dla
szczepu IV — 1,6—3,86 przy wzrastajacych dawkach
o 0,12 jum./cm3. Streptomyevna byla stosowana dla
wszystkich szczepow w ilosci 180—320 ug/cmd ,przy
czym konceniracje tego antybiotyku byly zwiekszane
co 24 godziny o 10 pg/ems,

Lekooporne selektanty prowadzono na mleku przez
22 miesigce, przesiewajac je co 7 dni na $wiezig po-
zywke. Opornosé na antybiotyki kontrolowano po 3
tygodniach, a nastepnie po 3, 6, 8, 12, 18 i 22 miesia-
cach. Oznaczenia wykonywano wg zmodyfikowanej
metody Neel-Colberta (8), okreslajac aktywnos$é kul-
tur na podstawie czasu tworzenia skrzepu mleka. Opor-
nos¢ szczepdw wyrazano najwyzsza koncentracja an-
tybiotyku, przy ktérej stwierdzano jeszcze pelng
aktywnos$é szezepow, Uzupelnieniem badan byla kon-
trola opornosci na antybiotyki kultur utrwalanych
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przez zamrazanie w temp. -20 i -70°C oraz liofilizacje
z zastosowaniem jako czynnika ochronnego 1%-owego
roztworu glutaminianu sodu (7). Kontrole fe przepro-
wadzono po © miesigeach przechowywania utrwalo-
nych kultur. Szczepy liofilizowane przechowywano w

temp. 4°C, a zamroione — w temperaturach mroze-
nia. b
Rontrola szezepow z  indukowana lekoopornofcig

obejmowala rowniez ich akiywno§é fermentacyjng i
wiadciwosei antagonistvezne, Aktywnosdé fermentacyj-
na okreslano w hodowlach na mleku na podstawie
przyrostéw lkwasowosel, oznaczanej preez miareczko-
watiie 0,25 n NaOH i wyrazanej w % kwasu mleko-
wegn, Aktywnoéé antybakteryjna badann we wspll-
nych hodowlach z patogennymi dla bydla serotypami
Escherichia coli (Q96:K61, O101:K 1 O20:K17) poeho-
eymi z kolekeji Instytutu Welerynmarii w Putawach,
Liczebnosé¢ populacji paleczele coli oznaczano na pod-
lozu VRBA podczas 48-godzinnej inkubacii, eo 12 go-
dzin, Jako konfrole stesowano monokultury E, coli

Wyniki i omdéwienie

Wszystkie selektanly otrzymane z pasazowa-
nych kultur (I etap) wykazywaly wysoka lekc-
opornosé, chociaz stopien jej byl zréznicowany.
Najlepsze wyniki opornogcei na penicyling uzys-
kano w przypadku szezepu III,, ktéry przed za-
biegami indukowania lekoopornosci wykazywal
mniejsza od innych szezepéw wrazliwo$é na
cztery badane antybiotyki (6). Opornos¢ na pe-
nicyline selektantéw fego szczepu wahala sie
w granicach 2.04—288 jm./cm?, podezas gdy
opornosé pierwotna wynosita 04 jm.[em® Na-
tomiast oporno$t na streptomyeyne omawiane-
go szezepu wahala sie od 120 do 200 pg, przy
wyijsciowej — 20 pgfem®. Wyzszg jeszcze tole-
rancje streptomycyny, bo wahajges sie w gra-
nicach 160—220 pgfem® wykazaly seleklanty
szezepu IV, Pasazowanie z antybiotykami juz
wyselekcjonowanych kultur (IT etap) pozwolito
na dalsze zwickszenie lekoopornosci — do 3,3
(szezepy II1,) i 3,66 jm.[em?® (szezepy IV, i TV,)
dla penicyliny oraz 250 (ITI,) i 300 pglem® (IV;
i IV,,) — dla streptomycyny (tab. 1 i 2).

Lekooporne selektanty prowadzono sposobem
tradycyjnym przez 22 miesiace. W okresie tym
ich gpornosé na penicyline ulegala stopniowemn
obnizeniu i wynosily zaleznie od szczepu od
1.6—1,8 jm./cm®, podczas gdy w wyniku zabie-
gow indukeiji uzyskano 3,3—3,66 j.m.[cm® (tab.
3). Jednakze z chwilg zalkonczenia doswiadcze-
nia zachowana oporno$¢ znacznie przewyzszala
tolerancje kultur wyjsciowych. Np. selektanty
szczepu 111, tolerowaly jeszcze koncentracje pe-
nicyliny wynoszacg 1,8 jm./em®, podezas gdy
wyjsciowa opornosé tego szczepu wynosila 0,4
jim./em®. Stwierdzono, ze oporno$¢ na penicy-
line, jaka zachowaly badane szczepy po 22 mie-
sigcach byla zblizona do opornoéci kultur han-
dlowych Lakeid i Lactowac okre$lanych jako
lekooporne.

Odmienne wyniki uzyskano w badaniach nad
zachowaniem opornosci na streptomycyne. Nie
stwierdzono tu przypadku obniZenia opornoséci,
a przeciwnie -— podczas pasazowania kuliur
(bez dodatku antybiotyku) uzyskiwano nieco
lepsze wyniki, niz na poczgtku doswiadczenia.

. sl - P -
Tab. 1. Zmiany opornosci szczepow L. ccidophilus na
penicyline podczas procesu indukowania lekooporncsci

Opornos$t (najwyzsza dawka hamujaca)
jm./cm?
| | « [po zakofvze-
Szczepy ‘ = o | e - (HIR. PYTQCE=
| wyiseio- l:e LJSL:' 11‘:“ Igl ‘]‘QJE‘U:L: su  induko-
| wa. || 2 t;_ 7 wania leko-
'! | WOV el 1< A, ”_‘5" wHosel
: o ~ _ (1T etap)
11T, 0,4 ‘ 2,83 ‘ 2,04--2,88 ! 3,30
IV 0,2 2,64 | 1,20—2,04 | 3,68
Vg | 04 224 | 096224 } 3,866
| |

Tab. 2. Zmiany opornoéci szczepdw L. acidophilus na
streptomycyne podezas procesu indukowania lekocopor-

neéci
Oporno$é (najwyisza dawka hamujgea)
ngfem?
I_ N -E_I_'J-'J zakati-
Szczepy _— . lcZenin pro-
- wyiscio- PO I gtar “ZUJO“ °_cesu jnduke-
L T Pl pasa- ne f\cIL‘i\.tclu-‘van::“ Jakes
ZOWRENR: vy |opornosel (11
| elap)
11T, 5 180 | 120-—200 250
Ve 2 250 | 160—280 | 300
IV 5 220 ‘ 160—220 | 360
1 R — S

Po 22 miesigcach wszystkie szczepy okazaly sig
wysoce oporne, tolerujace koncentracje strep-
tomycyny 300—330 pgf_cm“ (tab, 4). Jednakze
nabyta opornosé na ten antybiotyk olkazala sie
cecha wzglednie stabilna, gdyz zbadane dodat-
kowo szczepy po 4 latach prowadzenia (nie
utrwalane) wykazaly znacznie obnizong foleran-
cje streptomyecyny (30—33 pg/em?), aczkolwiek
jeszeze T-krotnie przekraczajgca opornosé wyj-
sciowaq.

Szczepy z indukowang lekoopornoscig, podda-
ne utrwaleniu przez zamrazanie {-20 i -70°C)
oraz liofilizacje, a nastepnie przechowywane
przez 6 miesigcy nie wykazaly praktycznie
zmian w opornosci na obydwa stosowane an-
tyhiotyki. Jedynie w przypadku licfilizowanego
szezepu IV, opornos¢ na penicyling ulegla nie-
znacznemu obnizeniu z 2,4 do 2,2 j.m./em® (po
regeneracji) przy nie zmienionej opornosci na
streptomycyne (350 pgfem®). Wynika stad, ze
zastosowane sposoby utrwalania pozwalajg na
zachowanie nabyte] opornosci szczepéw na an-
tybiotyki.

Kontrola aktywnoesci antybakteryjnej nie wy-
kazata istotnych réznic w zdolnodci hamowania
wzrostu paleczek coli (086:K81) przez szczepy
wrazliwe (wyjsciowe) i z indukowana opornos-
cia na antybiotyki. W hodowlach wspdlnych,
wzrost pateczek coli byl hamowany migdzy 12
a 24 godzing inkubacji, a calkowita redukcja
ich liczby, badz redukecja de 10 jt.k./em® byla
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Tab, 3. Zachowalno$¢ nabytej opornodci szczepéw L. acidophilus na penicyline
© L. Opornosé¢ 1ndukowana (selektanty) jm./em*
pornosé [— —— —
wyjscio- o '
Szczepy oy pﬁgi&; po 3 ty-| po 3 mie- | oo 6 mie- | po 8 mie- | n‘;ﬁzsiz_ 1 rgfesig- nrlflc;s?:-
j.m./cm3 e godniach | sigcach sigcach sigcach ‘ cach |  cach it
1 -
| | | !
111, 04 3,3 | 2,5 2,4 2,2 | 2,2 | 2,0 2,0 | 18
1
IVs 0,2 3,66 | 3,5 3,3 [ 3,0 | 2,8 2,4 2,2 1,8
IV 0,4 3,66 3,3 2,8 | 2,2 ’ 2.0 1,8 1,8 1,6
Tab, 4. Zachowalno$é nabytej opornosci szezepéw L. acidophilus na streptomycyne
& . | Opornoéé indukowsana (selektanty) j.m./em?
pornosé |—— e T ——
| wyiscio- ; < ‘ '
Szczepy ' V},i,a poczat- | po 3 ty- | po 3 mie- | 0o 6 mie- | po 8 mie- n?i{:as%z- l rrl?ioeslig- nlljic:asii-
[ jm./em? kowa godniach ‘ sigcach | siacach sigrach cach | cach | cach
| | |
|
111, | 5 250 ] 240 240 | 350 350 300 300 300
Vs 2 300 { 300 240 | 350 350 350 350 350
IVg . 5 [ 300 300 240 | 350 350 350 350 350

Tab. 5. Zmiany liczebnosci populacji Escherichia coli 086:K61 we wspélnej hodowli ze szczepami L. acidop=-

hilus

__ Liczba jednostek tworzacych kolonie/cm3

Czas inkubacji (h)

Szczepy S I B E—
‘ 0 12 24 36 48
| -

Monokultura E. coli (kcontrola) 2,9X108 | 6,9X108 6,1 X109 7,3X10° 1,2X1010
E. coli-}L IIIs | 2,5X109 1,1 X108 0 0
E. coli+L IIIs — ind, lekoopor- | -

nosé | 4,2X10° 2,2X108 500 | 0
E. coli4-L IV; 3,0X108 3,9 X10¢ 0 - 0
E, coli+L IVs — ind. lekoopor-

nosé 1,7X108 2,3X10¢ 0 0
E. colit+L IV, 3,3X10° 2,5X 108 15 . 10
E. coli+L IVy — ind, lekoopor-

nosé : 2,5X10° 2,6 X100 11 5
obserwowana po 36 godzinach. Jedynie w przy-
padku opornego na antybiotyki szczepu III; cal-
kowitg redukcje liczby paleczek coli stW1erdzo-
no po 48 godzinach inkubacji (tab. 5). Zblizone 1800
wyniki uzyskano w badaniach wspélnych hodo- 800
wli z zastosowaniem dwoéch innych szczepow 1100
testowych Escherichia coli (0101:K i O20:K17). 4000

[]

Lekooporne selektanty hodowane w mleku g 0900
przez 72 godziny wytwarzaly kwas mlekowy §“9°°
w ilosciach od 1,14 do 1,26%, przy czym naj- 2 0%
wieksze przyrosty kwasowosci obserwowano 50,600'
miedzy 18 a 72 godzina inkubacji (ryc. 2). Zgod- 2 os00+
nie z informacjami piSmiennictwa, szczepy ga- & opoo}
tunku L. acidophilus znacznie r6znig sie rozwo-  ° gsoo}
jem w mleku i iloscia wytwarzanego kwasu, 0200
ktéra wynosi 0,3—1,9% (2, 5). Zatem aktywnosé Q100 , )

kwaszgca badanych selektantéw, chociaz nie
moze by¢ uznana za wysokg, mieéci sie w gra-
nicach podawanych dla reprezentowanego przez
nie gatunku.
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Rye. 2. Aktywno$é fermentacyjna lekoopornych szcze-
poéw Ldctobacillus acidophilus
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Wnioski

1. Metoda ad

rowaniu sz

tacii, polegajaca na kolejnym
6w L. ecidophilus ze wzra-
Cy i penicyliny i streptomycyny
la na uzvskanie hodowli opernych na oby-
= antybiotyki.
se podezas 22-miesiecznego ok-
zezepOw nahyta opornosé na
_ ic nie zmieniona, podezas
na penicyling ulega stopniowemu

ohnizeniu.,

!

3. Utrwalanie szczepbw przez zamrazanie w
temp. -20 1 =70°C oraz lofilizacje pozwala na
zachowanie nabytei opornoéci szezepdw na oby-
dwa antyhiclyli.

4. Szezepy L. acidophilus z indukowang opor-
noscia na antybiotyki zachowuja nie zmienione
wilagciwodcel antybakteryjne.
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Yapuonrag-Powuszora B., Kyssa K., Koprnankaa I,
— DompiTea ysempenng aHTUIMOTUKA 0CTOMYUBOCTH
mrammos Lactobacillus acidephilus

B uccienoBaHMAX MCIONL30BaANM 3 MIOIMPOBAHHBIX
w3 xama tensaTt mramva Lactobacillus acidophilus, oT-
IUMYaolMecs BBICOKOM AaHTMOaKTepnalbHOM aKTHMB-
HoCTHIO0. IIpUMEHAA MEeTOj ajarTaunuy, rnaccazkuposaln
MITAMMBI € PACTYIUMK ZO3aMM IEeHMUUIJKHA, a 3a-
TeM cTpenToMyimHa. }M30JMpOBAHHBIE M CEJEKLMOHM-
pOBaHHBIE KYJbTYDbl IIOABEPrajy JajbHeimuM Mepo-
IPUATUAM TIO0 MHAYUMPOBAHMM JIEKAPCTBEHHOYCTON I~
BOCTM, YBEIMUMBAS ellle KOHIEHTPanuy aHTMOMOTHKOB.
VCeTOMYMBOCTD IUITAMMOB K NeHMIMILIMHY Oblla yBe-
nugena or 0,2—04 no 3,3—3,66 me/cm3, a K cTpemro-
MuIMHBI 0T 2—-5 gm0 300—330 pr/cm. IIpuoGperexHas
yCTOMUMBOCTE K CTPENTOMMIMHY COXDPaHanack B Te-
tenye 22 MeC. BEIeHUS OILITCB, TOJIEPAHTHOCTH IKe
meHMIUINIMHa TIOCTENEeHHO yMeHbLIIanach B TO BpeMA
u HOCNEe OKOHYAHMS OMBITa cocraBaana 1,6—1,8 me/emd,
DprccanMa KYALTYD “epe3 3aMopamkuBanue mubo mMo-
thrIM3aIMI0  003BOJMAA COXPAHUTB YCTOUMBOCTE K
offouM aHTUDHOTMEAM, YCTOoHUMBBLIe CEJIeKTaHTBI I0-
Ka3aJY HeM3MEeHEHHYI0 AKTUBHOCTbH TOPMOZKEHMA DOCTa
matorenubix mramMmoe Escherichia coli.

Czarnocka-Roczniakowa B., Kujawa K., Kornacka D. —
A trial to increase an antibiotie resistance of Lacto-
bacillus acidophilus

The examinations were done with 3 strains of Lac-
tobacillus acidophilus isolated from faeces of calves
and revealing a high antibacterial activity. Using an
adaptation method, the strains were grown on media
with increased doses of penicillin and then strepto-
myein. The isolated and selected cultures were then
grown on media containing a higher concentrations
of the antibiotics. The resistance to penicillin increa-
sed from 02—0.4 to 3.3—3.66 iu/em? and to strepto-
mycin from 2—5 to 300—350 ug/cm?®, The acquired re-
sistance to streptomycin persisted for 22 moths and
that to penicillin diminished in this time and after
the end of the experiment it reached 1.6—1.8 ju/em®
Freezing or lyophilization of bacterial cultures enab-
les to preserve their resistance to the examined anti-
bioties. The selected resistant sirains revealed unchan-
sed activity to inhibit growth of pathogenic strains of
Escherichia coli.

PATON M W. MERCY A. R, WILKINSON F. C,
GARDNER I J.. SUTHERLAND S, 8, ELLIS T. M.:
Wholyw serowaciejacezo zapalenia wezldow i naezyn
chlonnyeh na produkeje welny i przyrosty masy ciala
mlodych jagniat. (The effecls of caseous Iymphadenifis
on wool produetion and body weight in young sheep),
Aust, vet. 85, 117—119, 1988 (4)

Na 120 owedach rasy merynos w owieku 18 miesigey
przebadane wplyw zakaienia Corynebacterium pseu-
dotuberculosis na produkeie welny i przyrosty masy
ciala. Do zaka’enia uivto wyciagbw z ropni, z kid-
rveh uzvskano te  kultury C. pseudotuberculosis.
Grupe kontrolng stanowily owcee szezepione szezepion-
kg kombinowang przeciwko Clostridium sp. i C. pseu-
dotuberculosis oraz owee nie poddane szczepieniu
Owee zakazone sziucznie i nie poddane szezepieniu
produkowaly o 0.2 kg welny mniej niZzeli owce z gru-
pyv kontrolnej. Odselek zwierzat ze zmianamj w gru-
ple owiec, ktére zaszezepiono przed zakazeniem byl
o 53% nizszv nizeli w grupie nie szezepionej. za$ pro-
dukeia welny nie wykazywata istetnveh roinic w po-
réwnaniu do zwierzat z dwoch pozostatych grup. Szcze-
pienie przyczynilo sie do zwigkszenia przyrostow ma-
sy ciala.

G.

ARMITSU Y.: Nowa mefoda diagnozowania leptospl-
vozy; test aglutynacji w mikrokapsulkach (MCA). (A
new method for diagnosis of leptospirosis; A micro-
capsule agglutination (MCA) test). Isr. J. Vet Med.
44, 1—8, 1988 (1)

Odczyn aglutynacji mikroskopowej jest stosowany
powszechnie jako metoda standardowa w rozpoznawa-
niu leptospirozy dzieki duzej swoistosei i czulosei
Jednakze ze wzgledu na konieczno§é stosowania w
tedcie roznych serotypdw leptospir, a takie uiywania w
odezynie jako antygenéw Zywych szezepdw nie jest ona
zalecana do rutynowej diagnostyki serologicznej lep-
tospirozy. Celem przezwyciezenia tej niedogodnosci
wprowadzono mikrokapsulki z syntetycznego polime-
ru stuzace jako noénik antygenu oraz w oparciu o nie
opracowano odezyn aglutynacjii w mikrokapsutkach
(MCA). Dzieki duzej stabilnodci antygenu, latwosci wy-
konania odezynu, jego duzej swoistosei i czulosei, a
takze malej pracochlonnosci odezyn MCA jesi bardzo
przydatny w diagnostyce serologicznej leplospirozy.
Teso czuloéé w poréwnaniu z edczynem asiv tynaci mi-
kroskopowej w przypadku przeciwcial wystepujacych
w klasie IgM immunoglobulin jest ol & «do 128 razy
WyZsza.

G.
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