PRZECIWDROBNOUSTROJOWA AKTYWNOSC ROSLINNYCH
SUBSTANCJI BIOAKTYWNYCH WOBEC BAKTERII Z RODZAJU
CAMPYLOBACTER SPP.

Anna Szosland-Faltyn, Joanna Krolasik, Beata Bartodziejska

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego
Zaklad Jakosci Zywnosci w Lodzi
anna.szosland@ibprs.pl

Streszczenie

Z punktu widzenia zdrowia ludzkiego pateczki z rodzaju Campylobacter spp., obok
takich patogenow jak Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, naleza do
najbardziej niebezpiecznych bakterii odzwierzecych rozprzestrzeniajagcych sie gtdéwnie droga
pokarmowa. Pomimo ich wrazliwo$ci na wigkszos¢ antybiotykoéw, coraz wigcej izoluje sie
szczepow opornych na powszechnie stosowane terapeutyki. Wzrasta rowniez liczba szczepow
niewrazliwych na antyseptyki i1 dezynfektanty. Dlatego tez naukowcy poswiecajg wiele uwagi
opracowaniu nowych strategii walki z tymi patogenami. Jedng z takich metod moze by¢
wykorzystanie substancji przeciwbakteryjnych produkowanych przez rosliny. Celem artykutu
jest przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat bakterii z rodzaju Campylobacter spp. 1 ich
wrazliwos$ci na substancje bioaktywne zawarte w ekstraktach roslinnych.

Stowa kluczowe: Campylobacter, patogen, substancje bioaktywne, ekstrakty roslinne

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE BIOACTIVE SUBSTANCES FROM PLANT
AGAINST CAMPYLOBACTER SPP.
Summary
From the point of view of human health Campylobacter spp., next to pathogens such as
Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, is the most dangerous zoonotic
microorganism spread mainly by the oral route. Despite their sensitivity to most antibiotics,
resistance is more frequently noticed among strains of Campylobacter. The number of strains
not sensitive to antiseptics and disinfectants also increased. Therefore, the development of
novel strategies to combat these pathogens attracts significantly scientific attention. The use
of antimicrobial substances produced by plants might be one of promising methods. This
paper aims to review the current state of knowledge on Campylobacter spp. and its sensitivity
to bioactive compounds present in the plant extracts.
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Charakterystyka bakterii z rodzaju Campylobacter spp.

Pomimo ze pierwsze wzmianki na temat paleczek Campylobacter spp. pojawily si¢ juz
w 1886 roku dzigki Theodorowi Escherichowi, pediatrze specjalizujagcemu si¢ w chorobach
zakaznych, dopiero  poczatek lat  siedemdziesigtych XX  wieku  przynidst
wzrost zainteresowania tymi bakteriami. Patogeny te sa odpowiedzialne za zatrucia
pokarmowe objawiajace si¢ gtdwnie ostrym zapaleniem jelita powigzanym z biegunka, ztym
samopoczuciem, goraczka, nudnosciami, boélem brzucha. Zakazenie przechodzi zazwyczaj
samoistnie, jednakze moze si¢ utrzymywa¢ nawet powyzej tygodnia. W skrajnych
przypadkach, zwlaszcza u 0s6b z grupy podwyzszonego ryzyka, bakterie Campylobacter spp.
moga doprowadzi¢ do bakteremii, a nawet sepsy. Jak dotad nie opracowano skutecznej
szczepionki dla ludzi chronigcej przed kampylobakteriozg. Glownym Zrodlem infekcji sg
ptaki 1 ssaki zyjace na wolnosci oraz domowe (bydlo, §winie, psy, koty, kréliki, drob),
u ktorych bakterie te bytuja w przewodzie pokarmowym, zazwyczaj nie dajac zadnych
objawow. Czlowiek zaraza si¢ poprzez kontakt ze zwierzetami chorymi lub bezobjawowymi
nosicielami, a takze przez spozycie zakazonych produktow pochodzenia zwierzecego, wody
oraz niepasteryzowanego mleka. Przeciwdziatanie zakazeniom polega na prawidlowe;j
obrobce cieplnej przygotowywanych positkow czy mleka, zapobieganiu zanieczyszczenia
uje¢ wody 1 kontroli czestosci zakazen.

Zgodnie z taksonomig rodzaj Campylobacter wraz z rodzajem Arcobacter nalezy do
rodziny Campylobacteraceae, rz¢du Campylobacterales. Do rodzaju Campylobacter nalezy
28 gatunkéw. Od ludzi chorych na kampylobakterioze najczesciej izolowane sg cztery
termotolerancyjne gatunki Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari,
Campylobacter upsaliensis. Sa to mikroaerofilne 1 kapnofilne gatunki wymagajace do wzrostu
atmosfery z podwyzszonym st¢zeniem dwutlenku wegla. W badaniu mikroskopowym sg
Gram-ujemnymi, katalazo-dodatnimi pateczkami o zagigtym ksztatcie, wymiarach 0,2-0,8 pm
x 0,5-5,0 um, nietworzacymi spor. Ze wzgledu na posiadanie rzgski umieszczonej na jednym
lub dwoch biegunach wykazuja ruch korkociggowy [Szosland-Faltyn 1 in. 2016]. Pomimo
specyficznych wymagan mikroorganizmy te sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie,
stanowigc naturalng mikroflore przewodu pokarmowego zwierzat dziko zyjacych
1 hodowlanych. Ponadto, wcigz odkrywane sg nowe mechanizmy adaptacyjne tych patogenow
do niesprzyjajacych warunkéw wzrostu. Jednym z nich jest wielolekoopornos¢, czyli brak
wrazliwos$ci na co najmniej trzy lub wiecej klas antybiotykdw czy chemioterapeutykdw.

Wielolekooporne szczepy Campylobacter izolowano z probek kalu malezyjskich kurczakow
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[Mansouri-Najand 1 in. 2012] oraz ze stolca finskich pacjentow [Lehtopolku i in. 2010].
Substancje bioaktywne pochodzenia roslinnego

Oszacowano, ze na Ziemi istnieje od 250 000 do 500 000 gatunkéw roslin, z czego
stosunkowo niski procent (od 1% do 10%) jest konsumowany przez ludzi czy zwierzeta.
Tymczasem ro$liny majg istotny wpltyw na zdrowie 1 funkcjonowanie czlowieka, bedac
zrodlem nie tylko sktadnikow pokarmowych, lecz takze substancji bioaktywnych, zwlaszcza
o charakterze przeciwutleniaczy, ktore moga ogranicza¢ rozwoj patogenéw. Pod pojeciem
substancji bioaktywnych kryja si¢ metabolity wtorne o charakterze farmakologicznym lub
toksykologicznym (z wylaczeniem funkcji odzywczych), ktore zazwyczaj wystepuja
w roslinach badz w ich ekstraktach roslinnych w matych ilosciach [Bernhoft 2008].
Ze wzgledu na r6znorodng budoweg chemiczng, szlaki metaboliczne, w jakich powstaja, czy
funkcje biologiczne, jakie pelnig, moga by¢ klasyfikowane wedlug réznych kryteriow.
Jednym z najczesciej przytaczanych jest podzial zaproponowany w 2000 r. przez Croteau,
grupujacy je w trzech kategoriach: terpendw 1 terpenoidow (okoto 25000 roéznych
weglowodorow 1 ich pochodnych), alkaloidow (okoto 12 000 zwigzkéw zasadowych na ogédt
heterocyklicznych zawierajagcych w swej budowie azot) oraz zwigzkow fenolowych (okoto
8000 arenow zawierajacych grupe hydroksylowa - OH zwigzang bezposrednio z pier§cieniem
aromatycznym) [Azmir 1 in. 2013].

Juz w starozytnos$ci znane byly gatunki roslin, w tym ziol, ktére byly remedium na
roznego typu choroby, dolegliwosci trawienne, zatrucia pokarmowe, ostabienie czy tez
przyspieszajace gojenie si¢ ran. Hipokrates wspomina o ponad 400 leczniczych roslinach,
natomiast w Biblii znajdziemy opisy okoto 30 uzdrawiajacych zi6t Obecnie, jak wynika
z danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w 91 krajach istnieje okoto 20 000 roslin
o wlasciwos$ciach prozdrowotnych [Sasidharan 1 in. 2011].

Do najwazniejszych substancji biologicznie czynnych wytwarzanych przez rosliny,
ktorym przypisuje si¢ powyzsze dzialanie, nalezg migdzy innymi: glikozydy, terpeny, zwigzki
polifenolowe (flawonoidy, fenole, fenolokwasy, fenoloaldehydy), garbniki, alkaloidy, kwasy
organiczne, $luzy, gumy, lignany, olejki eteryczne, saponiny, zywice, balsamy [Sadowska 1 in.
2014]. Wybrane grupy substancji bioaktywnych zostaly scharakteryzowane ponize;.

Garbniki to pochodne fenolokwasdéw, tatwo rozpuszczalne w wodzie, wykazujace
zdolno$¢ wigzania si¢ z bialkami lub metalami cigzkimi, tworzac trwale nierozpuszczalne
kompleksy. Gtéwnie zlokalizowane w korze, korzeniach, klgczach, owocach, nasionach oraz
lisciach. Olejki eteryczne to substancje lotne, charakteryzujace si¢ zapachem, najczgscie]

ciecze, stabo rozpuszczajace si¢ w wodzie, dobrze za§ w rozpuszczalnikach organicznych.
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Sa mieszaning zwigzkow, gtdéwnie mono- 1 seskwiterpenow oraz pochodnych fenylopropenu.
W sklad olejkéw eterycznych moga réwniez wchodzi¢ aldehydy, alkohole, estry, ketony,
kwasy organiczne, fenole, etery, weglowodory, furanokumaryny, izoprenoidy. Olejki
eteryczne zlokalizowane s3 w réznych czgsciach roslin: owocach, lisciach, korzeniach,
a takze — jak w przypadku drzew — w ich pniu. Posiadaja wlasciwosci przeciwbakteryjne oraz
przeciwgrzybicze, szczegdlnie w warunkach in vitro [Sadowska i in. 2014; Sledz i Witrowa-
Rajchert 2012]. Alkaloidy stanowig grupe réznorodnych heterocyklicznych zwigzkow
o charakterze zasadowym, zawierajacych w swym pierscieniu azot. Wystepuja w postaci
statej, z wyjatkiem dwoch: nikotyny 1 koniiny, ktore sg cieczami. Nadajg roslinom
charakterystyczny piekacy, ostry smak. Do fenoli roslinnych, metabolitow wtdérnych,
zaliczamy: proste fenole, alkoholofenole, glikozydy fenolowe, aldehydofenole, fenolokwasy
1 depsydy [Kedzia 1 Holderna-Kedzia 2012]. Kwasy fenolowe w swojej strukturze zawieraja
grupe hydroksylowa 1 karboksylowg. W $wiecie roslin rozpowszechnione sg hydroksylowe
pochodne kwasu benzoesowego oraz kwasu cynamonowego. Wyrdzniaja si¢ aktywnoS$cig
antyoksydacyjna, dlatego tez, wraz z karotenoidami, tokoferolami i witaming C, zaliczane sg
do naturalnych sktadnikow zywnosciowych o charakterze przeciwutleniaczy. Wiasciwosci
antyoksydacyjne tych zwigzkéw polegaja na eliminowaniu reaktywnych form tlenu,
blokowaniu wolnych rodnikéw, inhibicji enzyméw z grupy oksydaz, a takze wspomaganiu
enzyméw wykazujacych wiasciwosci przeciwutleniajgce oraz chelatowaniu jonéw metali
(zelaza, miedzi) [Parus 2013]. Karotenoidy, zwigzki rozpuszczalne w tluszczach, nadajg
roslinom zo61ta, pomaranczowg oraz czerwong barweg. Nalezg do terpenoidéw, zawierajacych
40 atoméw wegla w osmiu resztach izoprenowych. Karotenoidy podzielone sa na dwie
gldéwne grupy: karoteny (m.in. a-karoten, B-karoten, likopen) oraz ksantofile (m.in. luteina),
bedace ich tlenowymi pochodnymi. Poza aktywnoS$cig prowitaminowa (sa prekursorami
witaminy A) wykazuja silne dzialanie antyoksydacyjne [Sledz i Witrowa-Rajchert 2012].
Glikozydy, pochodne cukrow prostych, powstajg przez polaczenie cukru z hydroksylowym
sktadnikiem niecukrowym (aglikonem). W zaleznosci od rodzaju sktadnika cukrowego mozna
wsrdd nich wyr6zni¢: glukozydy, mannozydy czy galaktozydy (zawierajace odpowiednio
glukoze, mannoze 1 galaktoze). Wytwarzane sg gtoéwnie w lisciach, a gromadzone w owocach,
kwiatach, korze 1 kigczach. Maja silne dziatanie bakteriobdjcze. Glikozydy sa najczescie]

zwigzkami krystalicznymi 1 bezbarwnymi, rozpuszczalnymi w wodzie, alkoholu 1 acetonie,

trudno rozpuszczalnymi natomiast w chloroformie, eterze i1 benzenie. W lecznictwie

stosowane sg gtownie jako $rodki nasercowe, przeczyszczajace 1 $ciggajace.
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Aktywnos$¢ antybakteryjna roslinnych substancji bioaktywnych wobec Campylobacter
Spp-

Jak wynika z europejskich raportow zoonotycznych, liczba zarejestrowanych
1 potwierdzonych przypadkéw kampylobakteriozy od lat utrzymuje si¢ na wysokim poziomie,
siegajacym powyzej dwustu tysiecy przypadkow rocznie [EFSA 2013; EFSA 2014; EFSA
2015a]. W krajach UE w 2014 r. odnotowano 236 851 zachorowan na kampylobakterioze,
a Campylobacter spp. zostal uznany, obok takich czynnikéw chorobotwodrczych jak wirusy,
Salmonella czy toksyny bakterii, za najczestsza przyczyne wykrywanych ognisk zatrué
pokarmowych [EFSA 2015b]. Wozrastajaca opornos¢ na powszechnie stosowane
chemioterapeutki szczepéw z rodzaju Campylobacter spp stanowi duze wyzwanie dla
klinicystow. Ponadto zmieniajace si¢ potrzeby konsumentdw, przywigzujacych coraz wigksza
wage do zywnosci bezpiecznej mikrobiologicznie, ale jak najmniej przetworzonej, wptywaja
na docenienie roli naturalnych substancji antymikrobiologicznych [Castillo 1 in. 2011].
Obserwuje si¢ odwrot od stosowania chemicznych konserwantow, na rzecz funkcjonalnych,
roslinnych substancji czynnych o wlasciwosciach nie tylko poprawiajacych sensoryke czy
konserwujacych, lecz takze antydrobnoustrojowych oraz prozdrowotnych. Z tego tez powodu
intensyfikuje si¢ badania w kierunku poszukiwania bioaktywnych substancji roslinnych,
skutecznie inhibujacych wzrost patogenu (tabela 1).

W badaniach Dholvitayakhun 1 Trachoo [2012], dotyczacych antydrobnoustrojowe;]
aktywnos$ci czterdziestu ekstraktow roslinnych stosowanych w tajskiej medycynie,
dowiedziono hamujacego wplywu jedynie pigciu ekstraktow. Ekstrakty otrzymywane byty
z takich roslin jak: Adenanthera pavonina L., Moringa oleifera Lam., Annona squamosa L.,
Hibiscus sabdariffa L. 1 Eupotorium odortum L. Ekstrakty hamowaty wzrost szczepdéw
Campylobacter jejuni, a strefy inhibicji wzrostu szczepow Campylobacter jejuni wynosity od
8,67 £ 0,58 mm dla Hibiscus sabdariffa do 34,67 £ 0,58 mm dla Adenanthera pavonina L.
Pozostate ekstrakty roslinne nie wykazywaly antybakteryjnego dziatania. Nannapaneni 1 in.
[2009] analizowali hamujace dziatanie siedmiu olejkdw z pomaranczy na wzrost czternastu
szczepow C. jejuni, pieciu szczepdw C. coli 1 dwoch szczepdw C. lari. Wszystkie badane
izolaty Campylobacter spp. byly wrazliwe na dzialanie réznych frakcji olejkow
pomaranczowych, czego dowodem byty strefy inhibicji od 9,5 = 0,7 mm dla szczepu C. lari
do 80,0 = 0,0 mm dla szczepdéw C. jejuni 1 C. coli [Nannapaneni i in. 2009]. Silvan 1 in.
[2013] podjeli probe okreslenia wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktu z pestek
winogron na wzrost dwunastu szczepow Campylobacter nalezacych do dwodch gatunkow

jejuni 1 coli. Minimalne stezenie inhibujace dla badanych szczepoéw wynosito 20 mg/l,
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a minimalne stg¢zenie bakteriobdjcze, przy ktorym nastgpowat spadek ponizej 0,1%

wyjsciowej liczba zywych bakterii, wynosito 60 mg/l. Ponadto autorzy okreslili sktad

ekstraktu z pestek winogron, ktory zawieral glownie sktadniki fenolowe nalezace do kwasow

fenolowych, flawonoli, katechiny 1 proantycjanidyny, jednocze$nie przypisujac wiasnie tym

sktadnikom aktywno$¢ antybakteryjng. Doswiadczenia Castillo 1 in. [2011], dotyczace

wrazliwosci szczepow Campylobacter spp. na dwadzieScia osiem ekstraktoéw roslinnych,

wykazaty, ze najsilniejsze dziatanie hamujace wzrost patogenu majg cztery ekstrakty z Acacia

farnesiana, Artemisia ludoviciana, Opuntia ficus-indica 1 Cynara scolymus, przy czym

minimalne st¢zenie bakteriobdjcze wynosito odpowiednio 0,3, 0,5, 0,4, 2,0 mg/ml.

Tabela 1. Roslinne substancje bioaktywne o dziataniu antybakteryjnym wobec Campylobacter

spp.
Ekstrakt / Grupa zwiazkow Szczep . .
. . e Zrodlo
olejek/substancja czynnych wrazliwy
tymol, karwakol terpeny C. jejuni Arsiiin. (2014)
linalol alkohol alifatyczny C. iciuni Zakariené i in.
cynamal aldehyd i (2015)
ekstrakt z pestek winogron mieszanina: kwasow C. jejuni Slggri ;)1 o
fenolowych, katechin, ——
. . > S Silvan i in.
ekstrakt z zielonej herbaty proantycjanidyn C. jejuni (2014)
ekstrakt z akacji Farnesa
ekstrakt z bylicy luizjanskiej mieszanina: fenoli, katechin,
ekstrakt z papryki rocznej flawonoli, flawonoidow,
ekstrakt z palczatki cytrynowej garbnikow, olejekow
ekstrakt' z karczocha eteryczn’ych, C. jejuni Castillo i in.
ZWYCZajnego laktonow, . .
— . 1 C. coli (2011)
ekstrakt z mango indyjskiego seskwiterpenowych,
ekstrakt z bazylii pospolitej fitosteroli, terpenow, kwasu
ekstrakt z opuncji figowej askorbn'loweg.o,
ekstrakt ze §liwy japonskiej karotenoidow, itp.
ekstrakt z maliny wlasciwej
kwas homowanilinowy . .
e L Mingo 1 in.
kwas wanilinowy kwasy fenolowe C. jejuni (2014)
kwas p-hydroksybenzoesowy
ekstrakt z Eleutherine Campvlobacter Sirirak i
americana (rosliny z rodziny naftochinony P é/ Voravuthikunchai
kosaécowatych) pp- (2011)
olejek z manuka mieszanina: terpenow, C. iciuni Kurekei i in
olejek z drzewa herbacianego alkoholi, aldehydow, o JGUn '
- - , . L 1 C. coli (2013)
olejek z mirtu cytrynowego ketonow, estrow, eterow, itp.
vonina L. Morimga oieira | akatoidow. i, C.jejuni | Dholvitayakhuni
p ” & > L, /9 i Trachoo (2012)

Lam, Annona sguamosa L

flawonoidoéw
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PODSUMOWANIE
Sledzac aktualne piémiennictwo, mozna bez watpienia stwierdzi¢, ze ro$linne substancje
bioaktywne moga by¢ niezastapione nie tylko w leczeniu wielu dolegliwosci, lecz takze
w zwalczaniu patogendw, zwlaszcza tych wielolekoopornych. Nalezy jednak pamigtaé, ze
przeciwbakteryjne oddzialywanie olejkow, ekstraktow roslinnych czy pojedynczych
substancji jest $ciSle powigzane z ich st¢zeniem, skladem chemicznym, regionem

pochodzenia, a takze szczepem bakteryjnym.
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