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Pateczki Gram-dodatnie z rodzaju Lactobacillus kolonizujq pacjen-
tow z obnizonq odpornosciq i mogq byé zrodtem powaznych zakazen
oportunistycznych. W pracy poddano analizie wystepowanie szczepow
Lactobacillus spp. w materiatach diagnostycznych pobranych w klinicznym
szpitalu pediatrycznym w oddziatach: onkologii, transplantacji szpiku
kostnego i IOM.
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WSTEP

Do rodzaju Lactobacillus nalezy liczna grupa Gram-dodatnich pateczek (103 gatunki),
sposrdd ktérych gatunki: acidophilus, casei, paracasei i rhamnosus wchodza w sktad mikro-
flory jelitowe;j. Pateczki te wystgpuja takze w jamie ustnej i w uktadzie moczowo-ptciowym,
czgsto kolonizuja pochwg kobiet. Wykazuja wysoka hydrofobowo$¢ powierzchni i prawdo-
podobnie wykorzystuja te same mechanizmy kolonizacji powierzchni komoérek nabtonka
jelitowego i pochwowego co Escherichia coli i inne patogenne bakterie Gram-ujemne (1,2).
Posiadaja silne wlasciwosci antagonistyczne wobec innych drobnoustrojéw, w tym chorobo-
tworczych, ktore sa mechanizmem obronnym przed mikroflora konkurujaca o receptory na
nabtonku i o substancje odzywcze. Dziatanie antagonistyczne polega gléwnie na znacznym
obnizeniu pH $rodowiska bytowania do warto$ci ponizej 4,5 wskutek wytwarzania kwasu
mlekowego i innych kwasdéw organicznych, uwalniania amoniaku, nadtlenku wodoru oraz
syntezy licznych bakteriocyn i enzymow. Zdolno$¢ do wytwarzania enzymu hydrolazy soli
z0lci chroni te bakterie przed szkodliwym dzialaniem soli zolciowych i ulatwia przezywanie
w uktadzie pokarmowym (3). Pateczki Lactobacillus spp. to bakterie fakultatywnie choro-
botworcze. Uczestnicza w powstawaniu prochnicy zgbdw, a u 0séb z obnizona odpornoscia,
moga by¢ czynnikiem powaznych zakazen oportunistycznych.
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Celem pracy byla ocena wystgpowania szczepow Lactobacillus spp. w materiatach
diagnostycznych pobranych w klinicznym szpitalu pediatrycznym a takze ocena cech fe-
notypowych wyosobnionych szczepow i aktywnosci enzymu hydrolazy soli z6kci.

MATERIAL I METODY

Badaniami objgto pateczki z rodzaju Lactobacillus wyosobnione w okresie 01.2005
- 04.2006 z materialow diagnostycznych pobranych od dzieci w oddziatach szpitala kli-
nicznego. Material do badan stanowity krew, ptyn mozgowo-rdzeniowy, ptyn otrzewnowy,
wydzieliny ropne, wydzieliny i wymazy z drég oddechowych, odbytu i drog moczowo-
plciowych. Izolaty hodowano w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C przez 48
godz. na podtozach bioMerieux stosowanych rutynowo w mikrobiologii klinicznej (TSA,
Columbia + 5% krwi baraniej, D-coccosel) oraz na podtozu specyficznym (MRS) do
izolacji bakterii z rodzaju Lactobacillus. Szczepy zidentyfikowano na podstawie profilu
biochemicznego w tescie API 50CH, stosujac oprogramowanie komputerowe ATB i baze
danych (V5.0) (bioMerieux). Oznaczono podstawowe cechy fenotypowe (morfologia,
zdolnos¢ ruchu, wytwarzanie katalazy, opornos¢ na dziatanie kwasu taurodeoksycholowego
(TDCA), wrazliwo$¢ na antybiotyki). Aktywnos$¢ hydrolazy soli zotci (BSH) okreslono
metoda ptytkowa (4).

WYNIKI I OMOWIENIE

W okresie badan wyosobniono 107 szczepoéw z rodzaju Lactobacillus, gtdwnie w od-
dziatach onkologii, pulmunologii, IOM i transplantacji szpiku kostnego (ryc.1). Izolowano
je z réznych materialow (tab. I), w tym znamiennych dla zakazenia (krew, ptyn mézgowo-
rdzeniowy, wysigk otrzewnowy, przetoka jelitowa). Wystepowanie paleczek Lactobacillus
spp. w kale jako skladnika mikroflory jelitowej jest normalne, jednak dla dzieci oddzialu

Tabela I. Liczba (Procent) pateczek Lactobacillus spp. izolowanych z réznych materiatow klinic-
znych
Table I.  Number (Percentage) of Lactobacillus species isolated from different clinical sites

. Szczepy Lactobacillus spp.
Material Liczba? : Profé)nt
krew 10 9,3%
pltyn mézgowo-rdzeniowy 1 0,9%
ropa z przetoki jelitowej 1 0,9%
ptyn otrzewnowy 1 0,9%
wymazy z nosa ,gardla, jamy ustnej 62 58,0%
plwocina 19 18,0%
wydzielina z oskrzeli 5 4,6%
kat 7 6,5%
mocz 1 0,9%
Razem 107 100%
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Ryc. 1. Czgstosé izolacji pateczek Lactobacillus spp. w r6znych oddziatach szpitalnych
Fig. 1. Prevalence of Lactobacillus species depending on hospital ward
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transplantacji szpiku kostnego, w przypadku gdy izolat jest monokultura, moze by¢ czynni-
kiem ryzyka. Interpretujac wyniki badan nalezy mie¢ takze na uwadze, ze czgsta obecnos¢
pateczek Lactobacillus w wymazach pobranych z blon sluzowych nosa, jamy ustnej i gar-
dla moze by¢ efektem selekcyjnej presji antybiotykdéw o szerokim spektrum dzialania lub
doustnego podawania dzieciom probiotykow, natomiast plwocina i wydzielina z oskrzeli
moga zosta¢ zanieczyszczone tymi bakteriami. Podobnie prébka moczu mogta zosta¢ za-
nieczyszczona pateczkami Lactobacillus spp. z pochwy lub przewodu pokarmowego.

W tabeli II przedstawiono przypadki zakazen, ktéore w okresie badan wystapily
w oddziatach IOM i onkologii. Zakazenia dotyczyty dzieci w wieku od 39 dni do 14 lat,

Tabela II. Przypadki zakazen wywotlanych przez pateczki Lactobacillus spp. u dzieci
Table II. Infections caused by Lactobacillus spp. in children

Wyosobniony
Zakazenie / Liczba Choroba podstawowa Wiek . gatunek
. . i L . Oddziat .
materiat kliniczny przypadkow pacjentow pacjentow Lactobacillus
spp.
Bakteriemia/
krew pobrana z 10 biataczka szpikowa, guzmoz- | od 39 dni | IOM | L. rhamnosus
cewnika i osobnego gu do 14 lat | onkologia | L. para paracasei
wklucia wrodzona wada serca (zabieg
chirurgiczny), mukowiscydo-
za, perforacja jelit
Zakazenia wewnatrz-
brzuszne/ 1 ostre zapalenie wyrostka ro- 10 lat IOM | L. rhamnosus
ptyn otrzewnowy 1 baczkowego 13 lat IOM | L. rhamnosus
przetoka jelitowa zespoOt Crohna
Zakazenie osrodkowe-
go uktadu nerwowego/
ptyn mozgowo- 1 wrodzona wada serca (zabieg | 3 miesiace | IOM | L. rhamnosus
rdzeniowy chirurgiczny)
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a najczestszymi byty bakteriemie u chorych z cewnikami naczyniowymi, wywotane przez
L. rhamnosus i L. para paracasei.

Wisrdéd wyosobnionych w pracy pateczek dominowat gatunek L. rhamnosus. Bakterie
te rosty stabo na rutynowych podtozach, tworzac kolonie fenotypowo podobne do wielu
bakterii, w tym enterokokow. Ich wzrost na podlozu selektywnym MRS byt obfity, a cha-
rakterystyczne kolonie, okragte i wypukte, mozna bylo tatwo odrozni¢ od kolonii innych
drobnoustrojow. Wszystkie wyosobnione w pracy szczepy miaty tez inne cechy uwazane
za charakterystyczne dla enterokokéw, na przyktad rosty w obecnosci 6,5% NaCl, nie
wykazywaly ruchu, nie wytwarzaty katalazy, rozktadaly eskuling na agarze z zo6tcia, rosty
w obecnosci TDCA (0,6%). Aktywno$¢ hydrolazy soli zotci wykryto u 25% wyosobnio-
nych z materiatow klinicznych szczepdéw L. rhamnosus, co moze wskazywac na zrodto
ich pochodzenia. Ten wewnatrzkomdrkowy enzym wystepuje u wigkszosci Lactobacillus
spp. izolowanych z przewodu pokarmowego i jest szczegolnie pozadany dla szczepow
probiotycznych, poniewaz chroni przed dziataniem skoniugowanych soli zétci i mikroflora
konkurencyjna.

Badane w pracy szczepy L. rhamnosus i L. para paracasei byty oporne na wankomycyng
i wrazliwe na linezolid. Naturalna oporno$¢ na wankomycyng stanowi cechg, ktora odréznia
szczepy tych gatunkow oraz L. casei i L. paracasei od wrazliwych na wankomycyne L. aci-
dophilus (5). U niektérych szczepdw z rodzaju Lactobacillus, podobnie jak u enterokokow,
wystepuje tolerancja na antybiotyki -laktamowe, co oznacza, ze stgzenia bakteriobdjcze
(MBC) sa wielokrotnie wyzsze niz bakteriostatyczne (MIC). Mackay i wsp. (5) opisali
przypadek zapalenia wsierdzia u 67 letniego pacjenta po zabiegu stomatologicznym, po-
przedzonym profilaktycznym podaniem amoksycyliny. Zakazenie wywotat probiotyczny
szczep L. rhamnosus, wykazujacy tolerancj¢ na podany antybiotyk.

Przeglad piSmiennictwa dostarcza dowodow na potencjalnic wzrastajace znaczenie
pateczek z rodzaju Lactobacillus w wywotywaniu zakazen. Pateczki te moga penetrowac
w glab ustroju i wywotywac réznego rodzaju zakazenia u pacjentow w starszym wieku,
o obnizonej odpornosci, szczegolnie u leczonych antybiotykami o szerokim spektrum
dziatania. Do najczestszych zakazen naleza bakteriemia i zapalenie wsierdzia, wystepu-
jace czesto u pacjentdw z chorobami serca i poddanych zabiegom kardiochirurgicznym.
Opisano przypadki zapalenia wsierdzia po zabiegach dentystycznych i zapalenia otrzewnej
u chorych dializowanych (5,6,7). Brauncajs (8) analizujac ponad 160 opisanych w pismien-
nictwie przypadkow zakazen wywotanych przez pateczki Lactobacillus spp. podkresla, ze
sprzyjaja im zabiegi chirurgiczne, urazy, zakazenia wirusowe, cukrzyca, przeszczepianie
narzadow, a takze biataczka i inne choroby jak np. nowotworowe i zwiazane z nimi spo-
soby leczenia: chemioterapia, radioterapia, doprowadzajace do znacznego spadku liczby
neutrofili ponizej 1000/mm® lub mniej. Wiele z tych czynnikéw wystepuje takze u dzieci
leczonych na oddziatach onkologii, transplantacji szpiku kostnego, IOM i jest przyczyna
zakazen endogennych.

Pateczki Lactobacillus spp. sa obecnie i beda ekstensywnie wykorzystywane w zyw-
nos$ci i medycynie jako: probiotyki, suplementy diety, nowe generacje szczepow o modyfi-
kowanych genetycznie cechach. Skuteczno$é i bezpieczenstwo wprowadzanych na rynek
preparatow powinny podlega¢ kontroli, poniewaz teoretycznie istnicje ryzyko wystapienia
dziatan niepozadanych oraz przeniesienia opornosci na inny drobnoustroj. Szczegdlnie duzej
ostrozno$ci wymaga zastosowanie tych preparatow u pacjentow z powaznym uszkodzeniem
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przewodu pokarmowego lub wysokim ryzykiem zakazenia oportunistycznego (1,6,9).
Wytyczne FAO/WHO zalecaja wnikliwa oceng szczepow probiotycznych w udokumen-
towanych badaniach laboratoryjnych i klinicznych, obejmujaca wzorce ich wrazliwosci
na antybiotyki, wytwarzanie toksyn, dziatanie hemolityczne, wlasciwosci metaboliczne,
zakazno$¢ na modelach zwierzecych o uposledzonej odpornos$ci, dziatania uboczne i nie-
pozadane u ludzi (10).

WNIOSKI

1. Pateczki z rodzaju Lactobacillus kolonizuja dzieci leczone w oddziatach onkologii,
transplantacji szpiku kostnego i IOM 1 moga by¢ zrodtem zakazen oportunistycz-
nych.

2. Gatunek Lactobacillus rhamnosus byt najczesciej przyczyna zakazen oportunistycznych
u dzieci.

3. Cechy fenotypowe pateczek Lactobacillus spp., w tym wiele podobienstw do rodzaju
Enterococcus spp., utrudniaja diagnostyke laboratoryjna tych bakterii.

4. Uzycie podtoza MRS moze utatwié izolacje pateczek Lactobacillus spp. z materiatow
klinicznych.

Z Muszynski, I Mirska, K Matuska
LACTOBACILLUS SPECIES AS OPPORTUNISTIC PATHOGENS IN CHILDREN
SUMMARY

The purpose of this research was the analysis of the Lactobacillus spp. strain occurrence in
diagnostic materials obtained in the clinical pediatric hospital as well as to evaluate the phenotypic
features of isolated strains and bile salts hydrolase (BSH) activity.

Isolated strains were grown booth on media routinely used in clinical microbiology (TSA, Colum-
bia + 5% sheep blood, D-coccosel) and on selective media (MRS) to isolated Lactobacillus bacteria.
Strains were identified on the basis of biochemical profile in API SOCH test. Strains morphology and
appearance of bile salts hydrolase activity were determined.

During the research 107 Lactobacillus strains were isolated in oncology ward (37%), pulmonol-
ogy (24%), home marrow transplantation (10%), intensive care unit (11%), and others. The strains
were isolated from blood (9%), cerebrospinal fluid (1%), peritoneal fluid (1%), intenstinal fistula
(1%), respiratory tract (81%) and others. L. rhamnosus species dominated. The isolates grew poorly
on routine media white on selective (MRS) media they grew well. Bile salts hydrolase (BSH) activity
was detected in 20% of the strains.

The results of the research show that Lactobacillus rods colonise patients with lowered immunity
and may be the source of serious opportunistic infections in children. Phenotypic features, including
many similar to Enterococcus species, make the diagnosis of these bacteria difficult. The use of MRS
media can make it easier to isolate Lactobacillus rods from clinical materials.
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