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Περίληψη στα ελληνικά 

Εισαγωγή:  Τα προβιοτικά στελέχη είναι ζωντανοί μικροοργανισμοί οι οποίοι όταν 

χορηγούνται σε επαρκείς ποσότητες , προσφέρουν οφέλη υγείας στον ξενιστή. Για να 

θεωρηθεί ένα στέλεχος ενός μικροοργανισμού προβιοτικό πρέπει να έχει συγκεκριμένα 

χαρακτηριστικά. Τα κριτήρια επιλογής ενός προβιοτικού στελέχους είναι τόσο   κριτήρια που 

αφορούν την ασφάλεια και τα τεχνολογικά χαρακτηριστικά όσο και επιθυμητά κριτήρια  που 

αφορούν την λειτουργικότητα και την φυσιολογική  δράση.  Πολύ σημαντικές ιδιότητες για την 

αρχική επιλογή ενός προβιοτικού στελέχους θεωρούνται η φαινοτυπική και γονοτυπική 

σταθερότητα, η επιβίωση και ανάπτυξη σε όξινο περιβάλλον και σε χολικά οξέα, η ικανότητα 

να προσκολλάται στο εντερικό επιθήλιο, η παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών, η ικανότητα να 

αναστέλλουν  γνωστά παθογόνα και η ευαισθησία τους  στα αντιβιοτικά. Από τις επιθυμητές 

ιδιότητες είναι η δυνατότητα τροποποίησης της ανοσολογικής απόκρισης , ο μεταβολισμός της 

χοληστερόλης μέσω της δράσης υδρολάσης των χολικών οξέων και ο μεταβολισμός της 

λακτόζης. 

 Κύριες πηγές απομόνωσης των προβιοτικών στελεχών αποτελούν ο γαστρεντερικός σωλήνας 

του ανθρώπου και των ζώων, τα γαλακτοκομικά προϊόντα και σχετιζόμενα με αυτά, το μητρικό 

γάλα, καθώς και άλλες μη καθιερωμένες πηγές απομόνωσης. 

Σκοπός: Η παρούσα εργασία έχει ως σκοπό να διερευνήσει πιθανές προβιοτικές δράσεις 

στελεχών  του γένους Lactobacillus τα οποία έχουν απομονωθεί από τον εντερικό 

μικροβιόκοσμο υγιών τελειόμηνων βρεφών. Τα υποψήφια προβιοτικά στελέχη ανήκουν τα 

είδη L.rhamnosus, L.acidophillus και L.salivarius, ενώ οι προβιοτικές ιδιότητες για τις οποίες θα 

εξεταστούν είναι η in vitro ικανότητα προσκόλλησης σε κύτταρα της κυτταρικής σειράς Caco2 

καθώς και η επίδραση τους σε αυτά ως προς την έκκριση της κυτταροκίνης IL-6, η 

ανθεκτικότητα στο pH και στα χολικά άλατα και η δράση υδρολάσης των χολικών οξέων.    

Υλικά-μέθοδοι:  Δύο στελέχη  L.acidophilus (AnLb6 και AnLb17), δύο στελέχη  L.ramnosus 

(AnLb46 και AnLb52) και ένα στέλεχος L.salivarius (AnLb44), τα οποία έχουν απομονωθεί από 

τον εντερικό μικροβιόκοσμο υγιών νεογνών και ανήκουν στη συλλογή του ΕΒΒΙΦΑΜ 

εξετάστηκαν για προβιοτικές ιδιότητες. Μαζί με αυτά τα στελέχη ελέγχθηκε και το γνωστό 

στέλεχος L.acidophillus DSMZ 20079 το οποίο σε κάποιες περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκε ως 
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στέλεχος ελέγχου.  Ενεργοποιημένες καλλιέργειες από τα στελέχη χρησιμοποιήθηκαν σε όλες 

τις δοκιμασίες των προβιοτικών ιδιοτήτων. 

 Για την δοκιμασία της προσκόλλησης ενεργοποιημένες καλλιέργειες των  στελεχών 

επωάστηκαν με επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου (Caco-2) για 1,5h και στη συνέχεια έγινε 

χρώση Gram ώστε να είναι δυνατή η καταμέτρηση της προσκόλλησης μικροσκοπικά. Τα 

αποτελέσματα της προσκόλλησης συγκρίθηκαν με το στέλεχος DSMZ 20079 που δεν εμφανίζει 

ικανότητα προσκόλλησης. 

Για την δοκιμασία της επίδρασης των στελεχών σε κύτταρα Caco2 ως προς την έκκριση της IL-6 

και την βιωσιμότητα,   έγινε συνεπώαση των κυττάρων με τα πιθανά προβιοτικά στελέχη για 2 

ώρες. Συλλέχθηκε το υπερκείμενο και στα δείγματα που προέκυψαν μετρήθηκε η 

συγκέντρωση ιντερλευκίνης- 6 (IL-6) από τα κύτταρα, με τη μέθοδο ELISA. Ακόμα, 

υπολογίστηκε η βιωσιμότητα των κυττάρων μετά την επώαση τους με τα προβιοτικά με τη 

μέθοδο trypan-blue.  Για την δοκιμασία ανθεκτικότητας στο pH έγινε επώαση των στελεχών 

για 1,5 και 3 ώρες σε συνθήκες pH 2 και 3. Για την δοκιμασία της ικανότητας αύξησης 

παρουσία χολικών οξέων έγινε επώαση των στελεχών σε θρεπτικό μέσο MRS Broth  που 

περιείχε Oxgall 0.3 % για 24 ώρες. Για την δοκιμασία της δράσης υδρολάσης έγινε επώαση των 

στελεχών σε θρεπτικό υλικό που περιείχε MRS agar με 0.5 % (w/v) sodium taurodeoxycholate 

για 72 ώρες. 

Αποτελέσματα: Από τα υπό μελέτη στελέχη  ικανότητα προσκόλλησης εμφάνισαν τα στελέχη 

L. acidophillus 6 και 17 και L. salivarius 44. Ως προς την έκκριση της IL-6 από τα κύτταρα Caco2 

μετά από την συν-επώαση με τα υποψήφια προβιοτικά, κανένα στέλεχος   δεν εμφάνισε  

σημαντική διαφορά    σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα. Ως προς την αντοχή στο pH όλα τα 

στελέχη εμφανίστηκαν ανθεκτικά στο pH3 εκτός από το στέλεχος AnLb 17 που στις 3 ώρες 

μειώθηκε σημαντικά η συγκέντρωσή του ενώ κανένα δεν εμφάνισε ανθεκτικότητα στο pH2. 

Από τα υποψήφια προβιοτικά στελέχη, ικανότητα αύξησης παρουσία χολικών οξέων 

εμφάνισαν τα AnLb 6, 17 και 52 ενώ το AnLb 52 εμφάνισε ικανότητα αύξησης ίδια με του 

μάρτυρα. Ως προς την δράση υδρολάσης των χολικών οξέων κανένα από τα υπό μελέτη 

στελέχη δεν εμφάνισε δράση υδρολάσης ενώ εμφάνισε το στέλεχος DSMZ 20079 γεγονός που 

συμφωνεί με τη διεθνή βιβλιογραφία . 

 Συμπεράσματα: Από τα υποψήφια προβιοτικά στελέχη τα L.acidophillus AnLb 6, L.acidophilus 

AnLb 17 και το L.ramnosus AnLb 52 εμφανίζονται θετικά στις περισσότερες προβιοτικές 

ιδιότητες χωρίς να εμφανίζουν κυτταροτοξικότητα για τα κύτταρα του επιθηλίου του εντέρου. 
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Το AnLb 44 επίσης είναι θετικό σε ίδιο αριθμό ιδιοτήτων αλλά δεν εμφανίζει ικανότητα 

ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων που είναι πολύ σημαντική προβιοτική ιδιότητα. Τα 

στελέχη αυτά χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης. 

 

 

Λέξεις κλειδιά: Προβιοτικές ιδιότητες, λακτοβάκιλλοι, προσκόλληση, κυτταροκίνες, 

υδρολάση χολικών οξέων. 

 

Περίληψη στα αγγλικά 

Introduction: Probiotics are live microorganisms that when are given in adequate amounts they 

confer health benefits to the host. In order to be evaluated as probiotic, the strain of a 

microorganism must have specific features. The selection criteria for a probiotic strain are 

essential criteria regarding safety and technological features, as well as desired features 

regarding functionality and physiological activity. Very important traits for the initial selection 

of a probiotic strain are considered the phenotypic and genotypic stability, the survival and 

growth in acidic environment and in bile acids, the ability to adhere to the enteric epithelium, 

the production of antimicrobial substances, the ability to inhibit known pathogens and 

antibiotic susceptibility patterns. Some of the desired traits are, the modulation of the immune 

response through the cytokine production, the cholesterol metabolism through the hydrolase 

of bile salt (BSH) activity and the lactose metabolism. 

The main sources of isolation of probiotic strains are the intestinal track of humans and 

animals, the dairy products, the human breast milk, as well as non conventional sources of 

isolation. 

Purpose: The purpose of this study is to investigate the possible probiotic traits of   

Lactobacillus strains, isolated from the fecal microbiota of healthy full term infants. The 

candidate probiotic strains have been classified as  L.rhamnosus, L.acidophillus and L.salivarius 

and they were tested for their ability to adhere on  Caco2 cells, as well as their effect on  IL-6 

production and cell viability, their resistance in extreme pH and bile acids and the bile salt 

hydrolase activity. 

Materials and methods: Two strains of L.acidophillus (AnLb6 and AnLb17), two strains of 

L.rhamnosus (AnLb46 and AnLb52) and one strain of L.salivarius (AnLb44),  isolated from the 

gut microbiota of healthy full term infants, belonging to the collection of Biology, Biochemistry 

and Human and Microorganisms Physiology Laboratory where tested for probiotic traits. 
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Together with these strains was also tested the L.acidophillus DSMZ 20079, which was used as 

control strain. Activated cultures from the strains where used in all the trials of the probiotic 

traits. 

For the adherence trial activated cultures of the strains where incubated with cells from 

intestinal epithelium (Caco2) for 1.5h and then they were stained with Gram stain in order to 

count the adherent microbial cells by microscope.  

For the IL-6 production by Caco-2 cells,   and also Caco-2 viability, cells were co-incubated with 

lactobacilli for 2 hours.  IL-6 levels were measured by ELISA in the supernatants and the viability 

of the Caco2 cells was measured using the trypan blue method.  For the pH resistance the 

strains were incubated for 1.5h and 3 h under pH2 and pH 3 conditions. For the growth capacity 

in bile acids the strains were incubated in MRS Broth medium and MRS Broth supplemented 

with 0.3% Oxgall for 24 h. For the BSH activity the strains were incubated in MRS Agar medium 

supplemented with 0.5 % (w/v) sodium taurodeoxycholate for 72 h. 

Results: From all the tested strains, only the strains L.acidophillus AnLb 6, 17 and L.salivarius 

AnLb44 were found adherent to Caco-2 cells. There was no significant difference regarding the 

IL-6 production or the cells viability compared to the negative control. All the tested strains 

except Anlb17 were found resistant to pH3, but no one was resistant to pH2. The isolates AnLb 

6, 17 and 52 show growth capacity in bile acids, while we have not noticed BSH activity in any 

tested strain.  The control strain DSMZ 20079 was found positive for BSH activity, which is in 

accordance with previous studies. 

Conclusions: The potential probiotic strains of L.acidophillus AnLb 6, L.acidophillus AnLb 17 and 

L.rhamnosus AnLb 52 were found positive for the most tested probiotic traits. Also, L.salivarius 

AnLb 44 was positive for the same traits but, it doesn’t show growth capacity in bile acids. 

These strains could be further tested as potential probiotics. 

 

 

Keywords: Probiotic traits, Lactobacillus, adherence, cytokines, bile salt hydrolase. 
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Εισαγωγή 

1. Προβιοτικά στελέχη 

2.1 Ορισμός προβιοτικού στελέχους 

Η ετυμολογία του όρου προβιοτικό προέρχεται  από τα συνθετικά “pro” που είναι Λατινική 

πρόθεση και σημαίνει για και του ελληνικού επιθέτου “βιωτικός”  και  σημαίνει ότι το 

συγκεκριμένο στοιχείο μπορεί να προσφέρει προσαρμοστικότητα στις συνθήκες διαβίωσης 

(1). Πατέρας των σύγχρονων προβιοτικών θεωρείται ο βραβευμένος με Nobel Eli Metchnikoff 

ο οποίος στο βιβλίο του The Prolongation of Life παρατήρησε ότι υπήρχαν βακτήρια στα 

ζυμωμένα γαλακτοκομικά προϊόντα που παρείχαν οφέλη υγείας σε όσους τα κατανάλωναν. Τις 

τελευταίες δεκαετίες υπάρχει ένα ολοένα αναπτυσσόμενο ενδιαφέρον πάνω στην βασική και 

κλινική μελέτη των προβιοτικών που έχει ως αποτέλεσμα πάνω από 18000 δημοσιεύσεις στην 

βιοιατρική βιβλιογραφία ενώ από το 2001-2011 δεκαπλασιάστηκε ο αριθμός τους και κάποιες 

από αυτές σε επιστημονικά περιοδικά με υψηλή σειρά κατάταξης(2). 

O όρος προβιοτικό υιοθετήθηκε για πρώτη φορά το 2001 από τον WHO (World Health 

Organization) και τον FAO (Food and Agricultural Organization) μετά από διαβούλευση των 

ειδικών των δύο οργανισμών. Έτσι καθορίστηκε ότι αφορά ζωντανούς μικροοργανισμούς οι 

οποίοι όταν χορηγούνται σε επαρκείς ποσότητες , προσφέρουν οφέλη υγείας στον ξενιστή(3) 

ενώ το 2002  έγινε η πρώτη προσπάθεια  να εκτιμηθεί  η αποτελεσματικότητα των 

προβιοτικών  με την έκδοση των οδηγιών Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food (4). 

Η προσπάθεια αυτή είχε σαν στόχο να χαρακτηρισθούν καλύτερα οι διαδικασίες για την  

τεκμηρίωση των ισχυρισμών υγείας. Το 2013 οι εξελίξεις στην έρευνα των προβιοτικών 

οδήγησαν σε νέα διαβούλευση ειδικών υπό την αιγίδα του ISAPP (International Scientific 

Association for Probiotics and Prebiotics ) στο Ηνωμένο Βασίλειο όπου έγιναν περαιτέρω 

διευκρινήσεις στον καθορισμό του όρου προβιοτικό τον Ιούλιο του 2014 (5). Σύμφωνα με τα 

τελευταία δεδομένα : 

 για την απόδειξη των ισχυρισμών υγείας απαιτούνται ελεγχόμενες μελέτες με 

καθορισμένο πλαίσιο, 

 κάθε ισχυρισμός υγείας σε ένα προϊόν πέρα από το «περιέχει προβιοτικά» πρέπει να 

τεκμηριώνεται, 

 οι ζωντανές καλλιέργειες  από τα παραδοσιακά ζυμωμένα τρόφιμα που δεν υπάρχουν 

αποδείξεις για οφέλη υγείας δεν περιλαμβάνονται στο πλαίσιο των προβιοτικών, 
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 τα FMT (faecal microbiota transplants) επίσης  δεν περιλαμβάνονται στο πλαίσιο των 

προβιοτικών καθώς δεν περιέχουν καθορισμένα στελέχη βακτηρίων αλλά μείγματα από 

διάφορα στελέχη βακτηρίων, ζυμών ,παρασίτων και ιών. 

 ενώ νέα στελέχη βακτηρίων που απομονώνονται από ανθρώπινα δείγματα και έχουν 

επαρκή στοιχεία για ασφάλεια και αποτελεσματικότητα θεωρούνται προβιοτικά. 

 

Επειδή ο όρος προβιοτικό υπό αυτή την έννοια εμπερικλείει ισχυρισμό υγείας ο EFSA 

(European Food Safety Authority ) δεν τον έχει δεχτεί καθώς θεωρεί ότι το ισχυριζόμενο 

αποτέλεσμα δεν είναι μετρήσιμο λόγω του γεγονότος ότι η εμπορευματοποίηση των 

προϊόντων με προβιοτικά γίνεται χωρίς να έχει δοθεί ο κατάλληλος χρόνος για να 

τεκμηριωθούν τα αποτελέσματα(6). 

Για αυτό το λόγο κανένα προβιοτικό δεν έχει τεκμηριώσει ισχυρισμούς υγείας στην Ευρωπαϊκή 

Ένωση. 

 Όμως, οι ισχυρισμοί υγείας όπως η θεραπεία συγκεκριμένων παθήσεων με προβιοτικά είναι 

μετρήσιμοι και μπορούν να αποδειχθούν με μελέτες παρόμοιου τύπου με αυτές που γίνονται 

για τα φάρμακα (διπλά-τυφλές, τυχαιοποιημένες, ασθενούς-μάρτυρα, ελεγχόμενες με placebo 

μελέτες σε ανθρώπους). 

 

1.2   Γένη κύριων προβιοτικών στελεχών 

Τα στελέχη των βακτηρίων που έχουν δείξει μέχρι τώρα οφέλη υγείας  και  θεωρούνται ότι 

έχουν προβιοτικές ιδιότητες ανήκουν κυρίως στα εξής γένη  (7): 

 Lactobacillus, 

 Bifidobacterium , 

 Enterococcus, 

 Streptococcus, 

 Pediococcus, 

 Leuconostoc, 

 Bacillus, 

 και στο είδος Escherichia coli 
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      Τα περισσότερα από αυτά ανήκουν στα βακτήρια του γαλακτικού οξέος (LAB). Επίσης στελέχη 

της ζύμης Saccharomyces  έχουν χαρακτηριστεί ως προβιοτικά.  

 
Η εξέλιξη των τεχνικών ταυτοποίησης  των προβιοτικών ειδών έδωσε πολύ μεγαλύτερη ώθηση 

στην έρευνα πάνω στα προβιοτικά καθώς η βιολογική τους δράση είναι εξειδικευμένη ανά 

στέλεχος. Μοριακές τεχνικές όπως η Next Generation Sequencing (NSG) και η αλληλούχηση 

του 16S ριβοσωμικού RNA (για τη φυλογενετική ανίχνευση του στελέχους) βοήθησαν 

σημαντικά στην ταυτοποίηση των στελεχών που απομονώθηκαν.   Επίσης με τη Whole-

Genome Shotgun Metagenomic Sequencing (WGSM) (όπου μπορούμε να ανιχνεύσουμε το 

σύνολο του γονιδιώματος του μικροβιώματος και παράλληλα να βρούμε και την 

λειτουργικότητα του μέσω της μελέτης του γονιδιώματος ) έγινε δυνατό  να μελετηθούν  τόσο 

μεγάλοι πληθυσμοί δειγμάτων (16S RNA Sequencing) όσο και να γίνει  πολύ λεπτομερής 

ανάλυση του μικροβιώματος (WGSM) (9). 

 

1.3  Κριτήρια επιλογής προβιοτικού στελέχους 

Για να θεωρηθεί ένα μικροβιακό στέλεχος  προβιοτικό πρέπει να έχει συγκεκριμένα 

χαρακτηριστικά. Τα κριτήρια επιλογής ενός προβιοτικού στελέχους είναι τόσο απαραίτητα 

κριτήρια που αφορούν την ασφάλεια και τα  τεχνολογικά χαρακτηριστικά όσο και επιθυμητά 

κριτήρια  που αφορούν την λειτουργικότητα και την φυσιολογική  δράση (10,11,) όπως 

φαίνεται στον Πίνακα 1 .  Πολύ σημαντικές ιδιότητες για την αρχική επιλογή ενός προβιοτικού 

στελέχους θεωρούνται η φαινοτυπική και γονοτυπική σταθερότητα καθώς και η πλασμιδιακή, 

η επιβίωση και ανάπτυξη σε όξινο περιβάλλον και σε χολικά οξέα, η ικανότητα να 

προσκολλάται στο εντερικό επιθήλιο, η παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών, η ικανότητα να 

αναστέλλουν τα γνωστά παθογόνα και πρότυπα αντίστασης στα αντιβιοτικά (12). Από τις 

επιθυμητές ιδιότητες είναι η τροποποίηση της ανοσολογικής απόκρισης μέσω της παραγωγής 

κυτταροκινών (13), ο μεταβολισμός της χοληστερόλης μέσω της δράσης υδρολάσης των 

χολικών οξέων(14) και ο μεταβολισμός της λακτόζης(11). 
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Πίνακας 1. Απαιτούμενα και επιθυμητά κριτήρια για την επιλογή προβιοτικών στελεχών 

(Vasiljevic and Shah, 2008) 

Κριτήρια     Ιδιότητα 

Κριτήρια 
ασφάλειας 

Προέλευση 

Παθογένεση  και μολυσματικότητα   

Τοξικότητα  

Μεταβολική δραστηριότητα και αντίσταση στα 
αντιβιοτικά 

  

Τεχνολογικά 
κριτήρια 

Γενετικά σταθερά στελέχη 

 Επιθυμητή βιωσιμότητα κατά την επεξεργασία και την 
αποθήκευση  

 Καλές αισθητικές ιδιότητες  

 Αντίσταση στους φάγους  

 Δυνατότητα για παραγωγή μεγάλης κλίμακας  

 

Λειτουργικά 
κριτήρια 

Αντοχή στα γαστρικά οξέα και χυμούς   

Αντοχή στα χολικά οξέα  

Προσκόλληση στους βλεννογόνους  

 Αξιολογημένα και επιβεβαιωμένα οφέλη υγείας  

 

Επιθυμητά 
κριτήρια 
φυσιολογίας  

Ανοσορύθμιση  

Ανταγωνιστική δράση στα παθογόνα π.χ. Helicobacter 
pylori 

 Μεταβολισμός της χοληστερόλης και λακτόζης 

Αντιμεταλλαξογόνες και αντικαρκινικές ιδιότητες  
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Μέχρι πρόσφατα θεωρούνταν ότι τα προβιοτικά ασκούν την βιολογική δράση τους μέσω του 

αποικισμού του γαστρεντερικού σωλήνα και με αυτό τον τρόπο κάνουν τροποποίηση του 

εντερικού μικροβιώματος. Για αυτό το λόγω η ιδιότητα της προσκόλλησης στο εντερικό 

επιθήλιο θεωρούνταν μία από τις πιο σημαντικές. Η συγκεκριμένη θεωρία έχει όμως  

καταρριφθεί καθώς συγκεκριμένα προβιοτικά όπως ο Lactobacillus casei και το 

Bifidobacterium animalis  δεν χρειάζεται να αποικίσουν τον γαστρεντερικό σωλήνα ώστε να 

εξασκήσουν την δράση τους όπως χρειάζεται για το  Bifidobacterium longum and Bacteroides 

thetaiotaomicron (15). 

Για να μπορέσει τέλος ένα στέλεχος να θεωρηθεί προβιοτικό και να βγει σαν εμπορικό προϊόν 

στην αγορά πρέπει να ολοκληρωθούν τα παρακάτω βήματα (11): 

 Ταυτοποίηση του στελέχους 

 Λειτουργικός χαρακτηρισμός που περιλαμβάνει δοκιμασίες in vitro και/ή in vivo. 

 Αξιολόγηση της ασφάλειας με in vitro και/ή in vivo δοκιμασίες και κλινικές δοκιμές Φάσης Ι  σε 

ανθρώπους. 

 Αξιολόγηση αποδοτικότητας με κλινική δοκιμή Φάσης ΙΙ με διπλά τυφλή, τυχαιοποιημένη, 

placebo-ελεγχόμενη.  

 Αξιολόγηση αποτελεσματικότητας με κλινική δοκιμή Φάσης ΙΙΙ όπου γίνεται διερεύνηση της 

αποτελεσματικότητας του προβιοτικού σκευάσματος σε σχέση με υπάρχοντα φάρμακα για 

συγκεκριμένη ασθένεια. 

 

1.4 Υπό μελέτη προβιοτικές ιδιότητες 
 

1.4.1 Προσκόλληση στο εντερικό επιθήλιο 

Η προσκόλληση στο εντερικό επιθήλιο θεωρούνταν μέχρι πρόσφατα η πιο σημαντική 

προβιοτική ικανότητα καθώς χωρίς αυτήν δεν είναι δυνατό τα προβιοτικά βακτήρια να 

αποικίσουν τον εντερικό σωλήνα (95). 

 Μία πρόσφατη συστηματική ανασκόπηση απέτυχε να αποδείξει ότι η δράση των προβιοτικών 

επιτυγχάνεται μέσω αποικισμού στον γαστρεντερικό σωλήνα(68).Παράλληλα σε μελέτες με 

λήψη προβιοτικών έγινε φανερό ότι μετά 1-2 εβδομάδες χωρίς λήψη προβιοτικού τα στελέχη 

πλέον δεν είναι ανιχνεύσιμα στα κόπρανα ενώ μπορούμε να τα ανιχνεύσουμε στον εντερικό 

βλεννογόνο για  όχι πολύ μεγαλύτερο διάστημα (96).  
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 Επίσης οι Ljungh et al. (97) παρατήρησαν ότι μόνο το 10% των τυχαία απομονωμένων 

λακτοβακίλλων από τον ανθρώπινο εντερικό βλεννογόνο εμφάνιζαν υψηλή προσκόλληση. 

Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι η προσκόλληση είναι σημαντική για κάποια στελέχη του 

μικροβιόκοσμου και όχι για όλα.  

Τα στελέχη όμως που εμφανίζουν έντονη προσκόλληση στο εντερικό επιθήλιο εμφανίζουν 

ταυτόχρονα άλλες σημαντικές  ιδιότητες όπως η τροποποίηση της ανοσιακής απόκρισης. 

Στελέχη λακτοβακίλλων που παρουσιάζουν έντονη προσκόλληση μπορούν να επιφέρουν 

ενίσχυση της ανοσιακής απόκρισης με διάφορους τρόπους όπως με  την αύξηση της 

δραστικότητας των φαγοκυττάρων, ιδιότητα  που είναι πολύ σημαντική σε άτομα με 

κατασταλμένο ανοσοποιητικό (98). Η ειδική εκκριτική IgA (SIgA), η οποία είναι υπεύθυνη για 

την διατήρηση των συμβιωτικών έξω από τον εντερικό φραγμό(99) αλλά και την αναγνώριση 

τους από το ανοσιακό σύστημα του οργανισμού και την παραγωγή αντιφλεγμονώδων 

κυτταροκινών(100) αυξάνει την ικανότητα σύνδεσης των προβιοτικών πάνω από 3 φορές 

(101). Αντίστροφα προβιοτικά στελέχη όπως τα Lactobacillus GG, Bifidobacterium lactis Bb-12 

(102) και Saccharomyces boulardii (103) έχουν βρεθεί ότι αυξάνουν την  παραγωγή της SigA, 

ενώ άλλα έχουν βρεθεί να αυξάνουν την παραγωγή των TGF-b,IL-10 αλλά και της IL-6 που 

έμμεσα οδηγούν σε αύξηση της IgA (104-105), αυξάνοντας την ικανότητα τους να 

προσδένονται στο εντερικό επιθήλιο. 

Επίσης η έντονη προσκόλληση στο επιθήλιο μπορεί να βοηθήσει ένα προβιοτικό στέλεχος να 

αποτρέψει την προσκόλληση ενός παθογόνου(106), αν και αυτό μπορεί να επιτευχθεί και με 

στελέχη που εμφανίζουν μεγαλύτερη συγγένεια στους υποδοχείς πρόσδεσης ή είναι σε 

μεγαλύτερη συγκέντρωση(107). 

Ακόμα, τα στελέχη με έντονη προσκόλληση μπορούν να επισπεύσουν την επούλωση του 

εντερικού ιστού αφού ιστοί που είναι αποικισμένοι με λακτοβάκιλους  επουλώνονται πιο 

γρήγορα καθώς δεν μπορούν σε αυτούς να προσδεθούν παθογόνα στελέχη όπως το 

Escherichia coli και άλλα Gram-αρνητικά βακτήρια που καθυστερούν την επούλωση τους (108). 

Τέλος πρέπει να δίνεται μεγάλη προσοχή σε στελέχη που δεν ανήκουν στα γένη Lactobacillus 

και Bifidobacterium που θεωρούνται ασφαλή, καθώς πολύ έντονη προσκόλληση στον εντερικό 

επιθήλιο ιδίως όταν υπάρχει λύση του εντερικού ιστού μπορεί να οδηγήσει σε παθογόνο 

δράση του στελέχους(110-111).  

Τα  πειραματικά μοντέλα που χρησιμοποιούνται για την μελέτη της προσκόλλησης των 

προβιοτικών στον εντερικό βλεννογόνο είναι από απλές κυτταροκαλλιέργειες μόνης στιβάδας 
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που προσομοιάζουν στο εντερικό επιθήλιο μέχρι πολύπλοκα συστήματα που προσομοιάζουν 

στην λειτουργία ολόκληρου του γαστρεντερικού σωλήνα. Κάποια από τα μοντέλα αυτά είναι: 

 Κυτταρικές σειρές από κύτταρα αδενοκαρκινώματος εντέρου που εκφράζουν 

χαρακτηριστικά των εντεροκυττάρων (130) .Από αυτά  τα Caco2 και  HT29 είναι τα πιο 

χρησιμοποιημένα που εμφανίζουν ίδιες ιδιότητες με την διαφορά ότι τα ΗΤ29 είναι ένας 

περισσότερο ετερογενής πληθυσμός από κύτταρα που έχουν βλεννοεκκριτικές (κύτταρα 

Goblet), εντεροενδοκρινικές και απορροφητικές ιδιότητες (131) ενώ τα Caco2 είναι ένας 

ομοιογενής πληθυσμός κυττάρων (130). Οι κυτταρικές αυτές σειρές χρησιμοποιούνται 

ξεχωριστά η καθεμία αν και έχουν αναπτυχθεί συνκαλλιέργειες Caco2/HT29  σε  

αναλογία 70/30 οι οποίες εμφανίζουν ξεχωριστά μορφολογικά και λειτουργικά  

χαρακτηριστικά που προσομοιάζουν καλύτερα το εντερικό επιθήλιο (132). 

 Μοντέλα όπου έχουμε στάδια που προσομοιάζουν την λειτουργία του γαστρεντερικού 

συστήματος με χρήση των παραπάνω κυτταρικών σειρών όπως το σύστημα συνεχούς 

καλλιέργειας τριών σταδίων (133). 

 Μη κυτταρικά μοντέλα όπου έχουμε χρήση μόνο της βλέννης του βλεννογόνου (134) 

Στην παρούσα εργασία για την μελέτη της προσκόλλησης των προβιοτικών στελεχών 

χρησιμοποιήθηκαν τα Caco2 κύτταρα. Τα συγκεκριμένα κύτταρα εμφανίζουν διαφορετικά 

μορφολογικά χαρακτηριστικά ανάλογα σε ποιο στάδιο καλλιέργειας βρίσκονται.  Υπάρχουν 

τρία ξεχωριστά  μορφολογικά και λειτουργικά στάδια ανάλογα με το στάδιο καλλιέργειας και 

αυτά είναι(135): 

 το στάδιο  μέχρι να γίνει 100% κάλυψη της επιφάνειας της κυτταροκαλλιέργειας 

(συρροή), όπου δεν έχει αναπτυχθεί πλήρως η καλλιέργεια και τα κύτταρα είναι 

ομοιογενώς αδιαφοροποίητα. 

  το στάδιο μετά την συρροή μεταξύ της 0 και 20ης μέρας όπου τα κύτταρα είναι 

ανομοιογενώς πολωμένα και διαφοροποιημένα  

 και μετά από   30 ημέρες όπου έχουμε ομοιογενή πόλωση και διαφοροποίηση σε όλη 

την καλλιέργεια και προσομοιάζουν στα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου. 

Στα ενδιάμεσα στάδια έχουμε πολύ μεγάλη ανομοιογένεια μεταξύ των κυττάρων της 

καλλιέργειας ως προς τις λειτουργικές ιδιότητες και την μορφολογία τους . 
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1.4.2 Επίδραση στην παραγωγή κυτταροκινών (IL6)  

Ο βλεννογόνος του υγιούς εντέρου αποτελεί ένα φυσικό φραγμό για τους μικροοργανισμούς 

που βρίσκονται στον αυλό του εντέρου και έρχονται σε επαφή με αυτόν. Για τη λειτουργία  

του εντερικού φραγμού το ανοσοποιητικό σύστημα του εντέρου αλληλεπιδρά με τον 

μικροβιόκοσμο με αποτέλεσμα την έκκριση κυτταροκινών  οι οποίες μεταφέρουν το σήμα του 

ερεθίσματος και τροποποιούν περαιτέρω το ανοσοποιητικό. Οι κυτταροκίνες είναι μόρια 

υπεύθυνα για την μεταγωγή σήματος σε διάφορες πορείες του ανοσοποιητικού συστήματος 

έχοντας προφλεγμονώδη ή αντιφλεγμονώδη δράση.   Το ερέθισμα μπορεί να κατευθύνει την 

παραγωγή ανάλογων υποσυνόλων των Τ λεμφοκυττάρων ( Th1,Th-2, Th-17/Treg17) καθώς και 

την παραγωγή αντισωμάτων από τα Β λεμφοκύτταρα (128). Τα προβιοτικά στελέχη έχει βρεθεί 

ότι μπορούν να προκαλέσουν την παραγωγή κυτταροκινών σε κυτταροκαλλιέργειες 

ανθρώπινων λεμφοκυττάρων  είτε  προφλεγμονώδων  που οδηγούν τα Τ λεμφοκύτταρα στην 

παραγωγή Th-1 είτε αντιφλεγμονώδων με παραγωγή Treg.(129). Όμως και άλλοι τύποι 

κυττάρων από το ανοσοποιητικό σύστημα του εντέρου όπως τα δενδριτικά, τα μονοκύτταρα 

και τα Β λεμφοκύτταρα, ανταποκρίνονται στα ερεθίσματα από τους μικροοργανισμούς του 

εντέρου με αποτέλεσμα την παραγωγή κυτταροκινών.  

Η παραγωγή των κυτταροκινών από τα προβιοτικά στελέχη αποτελεί ένα ιδιαίτερα 

αναπτυσσόμενο πεδίο έρευνας καθώς είναι φανερό ότι επηρεάζοντας την ανοσιακή απόκριση 

του εντέρου του ξενιστή (191-195) είναι δυνατό να έχουμε επίδραση και στην συστημική 

ανοσιακή απόκριση(136) βελτιώνοντας την. 

Μία από τις πιο σημαντικές  προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες είναι η IL-6. Παράγεται στο 

εντερικό επιθήλιο κατά τα αρχικά στάδια μίας λοίμωξης από παθογόνα, είτε ως απόκριση σε 

καταστροφή του επιθηλιακού ιστού(137). Είναι υπεύθυνη για την εμφάνιση του πυρετού που 

εμποδίζει τον πολλαπλασιασμό των παθογόνων και αυξάνει την παραγωγή των μορίων 

προσκόλλησης ώστε να μπορούν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού να περνούν από τα αγγεία 

στην περιοχής της λοίμωξης και ενεργοποιεί και άλλους μηχανισμούς καταστροφής των 

παθογόνων(118).  

Στην Εικ.1 φαίνεται η επίδραση που έχει η παραγωγή της IL-6 σε διάφορους τύπους κυττάρων 

καθώς και οι παθολογικές καταστάσεις που αναπτύσσονται όταν έχουμε παρατεταμένη 

παράγωγή της από κάποιο χρόνιο ερέθισμα. 
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Εικ.1  Η επίδραση της IL-6  σε διάφορους τύπους κυττάρων και οι παθολογικές καταστάσεις 

που προκαλούνται από την χρόνια παραγωγή της.(Toshio Tanaka et al. Cold Spring Harb 

Perspect Biol 2014 ;6:a016295) 

 

Η IL-6 φαίνεται ότι εμφανίζει και αντιφλεγμονώδεις δράσεις στον οργανισμό (143-144) ενώ 

στο επίπεδο του εντερικού επιθηλίου εμφανίζει προστατευτικά αποτελέσματα στον 

βλεννογόνο και τα επιθηλιακά κύτταρα(145).  

Μελέτες που έχουν γίνει ως προς την επαγωγή των υποσυνόλων των Τ λεμφοκυττάρων από 

την IL-6 έχουν δείξει ότι υπάρχει αλληλεπίδραση της IL-6 με άλλες παραγόμενες κυτταροκίνες  

για την προαγωγή του φλεγμονώδους φαινοτύπου ή όχι. Έτσι ο συνδυασμός της με την IL-23 

έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή Th-17 τα οποία προκαλούν παθογονικό φαινότυπο όταν 

μεταφέρονται σε μη παχύσαρκα με τάση για διαβήτη ποντίκια, οδηγώντας στην ανάπτυξη 

διαβήτη τύπου 1 (139). Σε σχέση  όμως με τον συνδυασμό της με τον αντιφλεγμονώδη 

παράγοντα  TGF-β υπάρχουν αντικρουόμενα αποτελέσματα(138) καθώς έχει βρεθεί ότι όταν 

έχουμε ταυτόχρονη παραγωγή του TGF- β τότε οδηγούμαστε σε επαγωγή των Treg17 

ρυθμιστικών λεμφοκυττάρων σε σχέση με τα κυτταροτοξικά Th-17(139,141) ή το 

αντίθετο(140).  

Είναι όμως απαραίτητο να αποσαφηνιστεί ποιος μηχανισμός ισχύει καθώς η ανισορροπία σε 

συγκεκριμένα μονοπάτια μπορεί να οδηγήσει σε ανάπτυξη παθολογικών καταστάσεων. Η   
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ενίσχυση του μονοπατιού των Th-1 και Th-17 μπορεί να οδηγήσει σε ανάπτυξη αυτοάνοσων  

ιστοεξαρτώμενων ασθενειών όπως η αρθρίτιδα, η σκλήρυνση κατά πλάκας και ο διαβήτης 

τύπου 1, ενώ του Th-2 μπορεί να οδηγήσει σε αλλεργίες και συστημικές  αυτοάνοσες 

ασθένειες(129). Εφόσον αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός θα είναι δυνατό προβιοτικά στελέχη 

ανάλογα με το προφίλ κυτταροκινών που εμφανίζουν να μπορούν να επιλεχθούν για να 

επηρεάσουν ευνοϊκά παθολογικές καταστάσεις στις οποίες υπάρχει ανισορροπία μεταξύ των 

υποσυνόλων των Τ λεμφοκυττάρων.  

Τα μοντέλα μελέτης της παραγωγής κυτταροκινών περιλαμβάνουν την χρήση Caco2 και ΗΤ29 

κυττάρων(133), ανθρώπινων μονοκύτταρων περιφερικού αίματος (142,146)και  μακροφάγων 

κύτταρων (147). 

Μελέτη πάνω στην χρήση των Caco2 δείχνουν χαμηλή ή καθόλου παραγωγή κυτταροκινών σε 

απουσία λευκοκυττάρων , υποστηρίζοντας την αλληλεπίδραση των λευκοκυττάρων με το 

επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου(148). 

 

1.4.3 Ανθεκτικότητα στο pH  

Η ανθεκτικότητα στο pH αποτελεί μία πολύ σημαντική λειτουργική παράμετρο για τον έλεγχο 

ενός υποψήφιου προβιοτικού στελέχους διότι εάν το στέλεχος δεν εμφανίζει την αντίστοιχη 

ιδιότητα δεν θα είναι δυνατό να φτάσει στον εντερικό σωλήνα και να προσφέρει τα οφέλη 

υγείας στον ξενιστή. Κατά την διέλευση των προβιοτικών στελεχών από το στομάχι εκτίθενται  

σε συνθήκες pH πολύ χαμηλές, από 1,5 έως και 3 (112) ανάλογα με την ποσότητα της τροφής 

σε πρωτεΐνη από κρέας η οποία  χαμηλώνει το pH. Επίσης τα στελέχη παραμένουν   στο 

στομάχι από 2-6 ώρες (113) ανάλογα με την φυσιολογία του κάθε στομάχου. Είναι λοιπόν 

απαραίτητο να ελεγχθεί η σταθερότητα των στελεχών σε pH 2 για τουλάχιστον 2 ώρες ( 114). 

Στην περίπτωση που   κάποιο στέλεχος δεν είναι ανθεκτικό σε αυτές τις συνθήκες θα πρέπει  

να ληφθούν τα απαραίτητα μέτρα τεχνολογικά, έτσι ώστε να προστατευτεί π.χ. με τον 

εγκλεισμό του σε εντεροδιαλυτή κάψουλα ώστε να μπορέσει να φτάσει στο έντερο με πλήρη 

δραστικότητα(115).  
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1.4.4. Ανθεκτικότητα στα χολικά οξέα   

Μία ακόμα συνθήκη στην οποία πρέπει να εμφανίζουν ικανότητα αντοχής τα υποψήφια 

προβιοτικά στελέχη είναι στην επίδραση των χολικών οξέων (127). Η χολή της οποίας κύρια 

συστατικά είναι τα χολικά οξέα αποθηκεύεται στην χοληδόχο κύστη και από εκεί γίνεται η 

έκκριση της στο δωδεκαδάκτυλο ώστε να επάγουν τον μεταβολισμό των λιπών (116). Έτσι 

ξεκινάει μία διαβάθμιση κατά μήκος του εντέρου ως προς την συγκέντρωση χολικών αλάτων 

που κυμαίνεται μεταξύ 2% και 0,05%, η οποία είναι υπεύθυνη μεταξύ άλλων για την 

τροποποίηση του εντερικού μικροβιόκοσμου (117).  

Τα υποψήφια προβιοτικά στελέχη πρέπει να ελέγχονται λοιπόν για την ικανότητα τους να 

αναπτύσσονται παρουσία χολικών αλάτων και μάλιστα έχει βρεθεί ότι είναι απαραίτητο να 

μπορούν να διατηρούν αυτήν την ικανότητα όταν εκτίθενται σε Οxgall (σκεύασμα 

αφυδατωμένης χολής)   5% για 30 min το ελάχιστο (114). 

 

1.4.5. Έλεγχος για την παρουσία υδρολάσης των χολικών (BSH)  

Η χολή είναι ένα σύνθετο υγρό που περιέχει νερό, ηλεκτρολύτες, φωσφολιπίδια , διάφορα 

προϊόντα του μεταβολισμού όπως είναι η χολερυθρίνη αλλά και την περίσσεια της 

χοληστερόλης που πρέπει να αποβληθούν μέσω της γαστρεντερικής οδού. Επίσης περιέχει και 

τα χολικά οξέα τα οποία είναι υπεύθυνα για τον μεταβολισμό και την απορρόφηση των λιπών 

αλλά και των λιποδιαλυτών βιταμινών (150). Η χολή και τα χολικά οξέα συντίθενται στο 

συκώτι και κατά την περίοδο νηστείας του ανθρώπινου οργανισμού αποθηκεύεται στην 

χοληδόχο κύστη(151). Τα χολικά οξέα παράγονται από την χοληστερόλη ενώ κατά την 

παραγωγή τους  γίνεται σύζευξη με τα αμινοξέα γλυκίνη και ταυρίνη, οπότε έχουμε τον 

σχηματισμό των συζευγμένων χολικών οξέων(152) ενώ υπάρχει σύστημα επαναπρόσληψης 

τους μέσω παθητικής διάχυσης και ενεργητικής μεταφοράς από το έντερο (150). 

Τα συζευγμένα χολικά οξέα στο λεπτό έντερο μπορούν μέσω ενζύμων που εμφανίζουν δράση 

υδρολάσης των χολικών οξέων (Bile Salt Hydrolase - BSH) να αποσυζευχθούν  παράγοντας μη 

συζευγμένα(153). Αυτά τα μη συζευγμένα χολικά οξέα μπορούν να μεταβολιστούν περαιτέρω 

από τον μικροβιόκοσμο του εντέρου σε δευτερογενή και τεταρτογενή χολικά οξέα.(153). 

Ύπαρξη τέτοιας ενζυμικής δράσης έχει βρεθεί ότι εμφανίζουν σχεδόν όλα τα κύρια φύλα του 

εντερικού μικροβιόκοσμου καθώς η συγκεκριμένη δράση βοηθάει τα στελέχη να επιβιώσουν  

στο εχθρικό για αυτά περιβάλλον των χολικών οξέων(153) ενώ δεν υπάρχει σε φύλα που 

αναπτύσσονται εκτός του εντέρου(150). Οι BSHs έχει βρεθεί ότι είναι πιο αποτελεσματικές 
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στην αποσύζευξη των γλυκοσυζευγμένων χολικών οξέων από ότι των ταυροσυζευγμένων 

χολικών οξέων. 

Δεν είναι ακριβώς γνωστή η λειτουργία των ενζύμων που λειτουργούν ως  υδρολάσες των 

χολικών, αλλά υπάρχουν διάφορες υποθέσεις για τις επιδράσεις τους τόσο στον βακτηριακό 

πληθυσμό που φέρει τέτοια γονίδια όσο και στον ξενιστή τέτοιων μικροοργανισμών. 

 Οι πιθανές επιδράσεις στους μικροοργανισμούς του εντέρου είναι(150): 

 Συνεισφορά στην διατροφική κατάσταση του οργανισμού με την απελευθέρωση και την 

διαθεσιμότητα τους για μεταβολισμό των αμινοξέων γλυκίνη και ταυρίνη. 

 Βελτίωση της ποιότητας της κυτταρικής μεμβράνης των βακτηρίων που διαθέτουν BSHs 

με την εισαγωγή χοληστερόλης ή και χολικών οξέων σε αυτήν και συνεπώς αύξηση της 

ικανότητας τους για προσαρμογή στο εντερικό περιβάλλον 

 Μείωση της τοξικότητας των συζευγμένων χολικών οξέων και ιδιαίτερα με γλυκίνη σε 

συνθήκες χαμηλού pH για τα βακτήρια. Έχει βρεθεί ότι οι BSHs έχουν μάλιστα αυξημένη 

δραστικότητα σε συνθήκες χαμηλού pH. 

 Αύξηση του αποικισμού του γαστρεντερικού σωλήνα από βακτήρια που εμφανίζουν 

δράση BSHs. 

 Πολλά βακτήρια εμφανίζουν πάνω από μία ομόλογη πρωτεΐνη με δράση υδρολάσης και 

με δεδομένο ότι οι μη λειτουργικές πρωτεΐνες εξελικτικά χάνονται, οι διαφορετικές 

δομές της πρωτεΐνης στον ίδιο οργανισμό πιθανώς προσφέρουν προστασία από τα 

χολικά οξέα σε διαφορετικές συνθήκες στο έντερο. 

Η επίδραση των BSHs στην φυσιολογία του ξενιστή είναι: 

 Μείωση της χοληστερόλης του πλάσματος. Αυτό μπορεί να συμβαίνει είτε: α) γιατί τα μη 

συζευγμένα χολικά οξέα επαναπροσλαμβάνονται λιγότερο από τα συζευγμένα και 

απαιτείται επιπλέον χοληστερόλη για την σύνθεση τους. β) δεν βοηθούν στην 

απορρόφηση των λιπών από την κυκλοφορία το ίδιο καλά με τα συζευγμένα(160). 

 Μείωση του βάρους του ξενιστή(151) μέσω της μειωμένης απορρόφησης των λιπών. 

 Η μείωση της απορρόφησης όμως των λιπών και των λιποδιαλυτών βιταμινών μπορεί να 

έχει αρνητική επίδραση σε αναπτυσσόμενους οργανισμούς(160). 

 Η παραγωγή των δευτερογενών χολικών οξέων έχει συνδεθεί με καταστροφή του DNA, 

προαγωγή του καρκίνου και αλλαγές στο εντερικό επιθήλιο που οδηγούν σε διάρροια 
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και φλεγμονή. Ακόμα η αλλαγή της περιεκτικότητας της χολής σε χολικά οξέα οδηγεί σε 

αύξηση των λίθων στην χοληδόχο κύστη(150). 

Η  παραγωγή των δευτερογενών χολικών οξέων δημιουργεί ερωτήματα για το αν η ύπαρξη 

BSHs σε βακτηριακά στελέχη μπορεί να θεωρηθεί προβιοτική ιδιότητα. Όμως μελέτες σε 

προβιοτικά στελέχη έχουν δείξει ότι είτε τα προβιοτικά δεν έχουν την ικανότητα να παράγουν 

δευτερογενή χολικά οξέα(154-155) είτε μπορούν να απορροφούν τα ελεύθερα χολικά οξέα 

στο εσωτερικό του κυττάρου τους(156-158). Καθώς όμως τα ελεύθερα χολικά οξέα είναι 

δυνατό να μεταβολιστούν από άλλα του μικροβιόκοσμου ίσως θα πρέπει να επιλέγονται 

στελέχη  που να παρουσιάζουν και την ικανότητα της απορρόφησης. 

1.5  Πηγές απομόνωσης προβιοτικών στελεχών  

Μέχρι σήμερα υπάρχουν αρκετές πηγές προβιοτικών στελεχών που θεωρούνται αποδεκτές. Σε 

αυτές συμπεριλαμβάνονται τα γαλακτοκομικά και προϊόντα σχετιζόμενα με τα γαλακτοκομικά, 

το μητρικό γάλα, ο γαστρεντερικός σωλήνας του ανθρώπου αλλά και ζώων και ακόμα 

ζυμωμένα τρόφιμα, κρέας και φρούτα (Εικ. 1). 

 1.5.1  Γαλακτοκομικά προϊόντα και σχετιζόμενα με αυτά 
 

Τα γαλακτοκομικά προϊόντα καθώς και τα προϊόντα που προέρχονται από την ζύμωση αυτών 

όπως το τυρί, το γιαούρτι, το κεφίρ και άλλα παραδοσιακά προϊόντα ζύμωσης όπως το γάλα 

από γιακ (Kurut) και το Koumiss έχουν χρησιμοποιηθεί για την απομόνωση προβιοτικών 

στελεχών. 

Ιδιαίτερα τα παραδοσιακά ζυμωμένα προϊόντα περιέχουν LAB, μπιφιδοβακτήρια, ζύμες αλλά 

και άλλα στελέχη με προβιοτικές ιδιότητες λιγότερο γνωστά όπως  για παράδειγμα το στέλεχος 

από το γένος Weisella που έχει απομονωθεί από ζυμωμένα προϊόντα της Νιγηρίας (16), ενώ 

στελέχη του L plantarum έχουν απομονωθεί από τυριά της Ιταλίας, της Αργεντινής και της 

Βουλγαρίας (17-20) και 148 στελέχη LAB έχουν απομονωθεί από το Kurut με κυρίαρχα  τα  L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus και Streptococcus thermophilus (21). 
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Εικ.2 Πηγές απομόνωσης προβιοτικών στελεχών και διαδικασία ταυτοποίησης, 

χαρακτηρισμού και απόδοσης ισχυρισμών υγείας μέσω κλινικών δοκιμών.( Luis Fontana et al, 

2013) 

 

  1.5.2 Μητρικό γάλα 

 
Το μητρικό γάλα έχει βρεθεί ότι δεν είναι αποστειρωμένο ακόμα και όταν συλλέγεται 

ασηπτικά (22) και τα γένη που υπάρχουν σε αυτό είναι διαφορετικά από αυτά του δέρματος 

(23,24). Επίσης τα στελέχη LAB που περιέχονται στο μητρικό γάλα έχουν ανιχνευθεί στα 

κόπρανα των βρεφών από τις αντίστοιχες μητέρες (25-26), ενώ από μελέτες σε ανθρώπινα και 

ζωικά μοντέλα έχει βρεθεί ότι τα  βρέφη που είχαν μητρικό θηλασμό ήταν πιο προστατευμένα 

έναντι στις αλλεργίες και τις γαστρεντερικές λοιμώξεις (27-28). Τα κυρίαρχα βακτήρια στο 

μητρικό γάλα είναι αρκετά και είναι σταφυλόκοκκοι, στρεπτόκοκκοι, μικρόκοκκοι, 

λακτοβάκιλλοι, και μπιφιδοβακτήρια (24-26 και 29-31) και τα βρέφη που έχουν μητρικό 

θηλασμό έχουν σαν κυρίαρχα στελέχη στον εντερικό μικροβιόκοσμό τους  λακτοβάκιλλους και  

μπιφιδοβακτήρια γεγονός που υποδεικνύει ότι τα στελέχη από το μητρικό γάλα εμφανίζουν 

ιδιαίτερες αποικιστικές ικανότητες. Για αυτό το λόγο το μητρικό γάλα θεωρείται μία πιθανή 

πηγή για απομόνωση προβιοτικών στελεχών. 
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 1.5.3. Γαστρεντερικός σωλήνας ανθρώπου 

Μια ακόμα πηγή για απομόνωση προβιοτικών είναι ο ανθρώπινος γαστρεντερικός σωλήνας. Ο 

γαστρεντερικός σωλήνας των ενηλίκων είναι αποικισμένος με περισσότερα από 500 

διαφορετικά είδη βακτηρίων και τα περισσότερα από τα προβιοτικά στελέχη που 

χρησιμοποιούμε σήμερα έχουν απομονωθεί από εκεί όπως ο Lactobacillus gasseri και ο 

Lactobacillus reuteri (32-33). Προβιοτικά στελέχη έχουν απομονωθεί τόσο από δείγματα 

κοπράνων υγιών ενηλίκων όσο και από δείγματα βρεφών όπως το Bifidobacterium longum (34) 

και ο Lactobacillus acidophilus RY2 (35) αντίστοιχα. Σε αντιστοιχία μάλιστα με την επωφελή 

δράση που ασκεί το μητρικό γάλα στο μικροβιόκοσμο των βρεφών που έχουν θηλάσει, σε 

αρκετές μελέτες έχει χρησιμοποιηθεί ο εντερικός μικροβιόκοσμος των βρεφών αυτών  για την 

απομόνωση προβιοτικών στελεχών (36-37). 

 

 1.5.4 Γαστρεντερικός σωλήνας ζώων 

Άλλη μία πηγή προβιοτικών αποτελεί ο γαστρεντερικός σωλήνας από διάφορα ζωικά είδη 

όπως από γουρούνια ,ποντίκια, πτηνά (38), ψάρια και θαλασσινά (39-41) αλλά ακόμα και 

έντομα όπως το L. johnsonii CRL 1647 που απομονώθηκε από τον γαστρεντερικό σωλήνα της 

μέλισσας  Apis mellifera και έχει θετική επίδραση στις αποικίες των μελισσών (42). 

 

 1.5.5 Μη καθιερωμένες πηγές απομόνωσης προβιοτικών 

Προβιοτικά στελέχη έχουν απομονωθεί από  μη καθιερωμένες πηγές  όπως από τον αέρα και 

τον χώρο αρτοποιείων που παρασκευάζουν προζύμι, για παράδειγμα στελέχη   του 

L.plantarum (43). 

Οι διαφορετικές πηγές απομόνωσης των προβιοτικών έχει βρεθεί ότι έχουν επίδραση στις 

ιδιότητες που εμφανίζουν (38) όπως βλέπουμε στο Διάγραμμα 1. Έτσι προβιοτικά στελέχη  

που δεν έχουν απομονωθεί από γαστρεντερικό σύστημα είναι πιθανό ότι δεν θα εμφανίσουν 

παραγωγή βακτηριοσινών (ουσίες που παράγονται από βακτήρια και εμφανίζουν 

αντιμικροβιακή δράση) αλλά άλλων αντιμικροβιακών ουσιών όπως το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου, το γαλακτικό και προπιονικό οξύ (44-45). Επίσης προβιοτικά που έχουν 

απομονωθεί από το γαστρεντερικό ανθρώπων και ζώων έχουν διαφορετικές ιδιότητες από 

αυτά που απομονώνονται από γαλακτοκομικά προϊόντα. Τα προβιοτικά στελέχη που 

απομονώνονται από το γαστρεντερικό σωλήνα εμφανίζουν πολλή υψηλότερη ικανότητα 
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προσκόλλησης στο βλεννογόνο από αυτά των γαλακτοκομικών. Στελέχη του Bifidobacterium 

animalis που απομονώνονται από γαλακτοκομικά δεν εμφανίζουν την ικανότητα να 

σχηματίζουν συσσωματώματα όπως αυτά του γαστρεντερικού σωλήνα γεγονός που 

σχετίζεται με την προσκόλληση σε αυτόν (46). Το ίδιο φαινόμενο εμφανίζεται και ως προς 

την αντοχή στο pH και στην υψηλή συγκέντρωση χολικών οξέων με τα στελέχη που 

προέρχονται από γαλακτοκομικά να εμφανίζονται πιο ευαίσθητα (47) αν και έχει 

αναφερθεί και το αντίστροφο για κάποια στελέχη λακτοβακίλλων που απομονώθηκαν από 

τυρί (48) γεγονός που υποδεικνύει ότι δεν υπάρχει σταθερά καλύτερα πηγή απομόνωσης 

προβιοτικών αλλά καθορίζεται ανάλογα το στέλεχος.  

 

 

 

 

Εικ.3 Διάγραμμα των προβιοτικών πηγών και των κριτηρίων επιλογής για να μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν από ανθρώπους και ζώα (Sornplang and Piyadeatsoontorn, 2016) 

 

Στην Εικ.3 μπορούμε να δούμε το διάγραμμα των πηγών απομόνωσης προβιοτικών 

στελεχών καθώς  και τα κριτήρια επιλογής ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν από 

ανθρώπους και ζώα (38). 
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1.6   Οφέλη υγείας   διαφόρων προβιοτικών στελεχών     

Μελέτες που έχουν γίνει σε ανθρώπους αλλά και ζωικά μοντέλα έχουν δείξει ότι τα προβιοτικά 

μπορεί να έχουν θετική επίδραση στην πρόληψη ή/και στη θεραπεία  κάποιων νόσων όπως : 

 Η δυσανεξία στη λακτόζη (51,52) 

 Η διάρροια (53) 

 Το σύνδρομο ευερέθιστου εντέρου(54) 

 Ο καρκίνος του ορθού (55) 

 Οι φλεγμονώδεις νόσοι του εντέρου(56), κυρίως η ελκώδης  κολίτιδα αλλά όχι η νόσο 

του Crohn.Επίσης εμφανίζουν  αντιμικροβιακή  (57) και αντιφλεγμονώδη δράση (58). 

Η δράση όμως των προβιοτικών είναι ειδική ανά στέλεχος και ακόμα και στελέχη που ανήκουν 

στο ίδιο είδος δεν έχουν τις ίδιες ιδιότητες (59). Για αυτό το λόγο δεν μπορούν να γίνονται 

γενικεύσεις επί της ωφέλιμης δράσης των προβιοτικών καθώς ακόμα δεν είναι γνωστοί σε 

πολύ μεγάλο βαθμό οι μηχανισμοί με τους οποίους δρουν ενώ αυτοί μπορεί να είναι 

πολυπαραγοντικοί. 

 Στον Πίνακα 2 παρατίθενται κατάλογος των στελεχών που έχουν μέχρι πρόσφατα 

πιστοποιηθεί ως προβιοτικά και οι ισχυρισμοί υγείας που έχουν δημοσιευτεί για τα 

συγκεκριμένα στελέχη (49). 
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Πίνακας 2. Προβιοτικά στελέχη και ισχυρισμοί υγείας αυτών.  

 

Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

Lactobacillus 

L. rhamnosus CRL1505 Μείωση της πνευμονικής βλάβης 

από ιούς  

L. rhamnosus GG  Πρόληψη και μείωση της 

σοβαρότητας της ατοπικής 

δερματίτιδας σε παιδιά και 

της ανάπτυξης αλλεργίας. 

 Πρόληψη της νεκρωτικής 

εντεροκολίτιδας σε 

νεογέννητα. 

 Θεραπεία της οξείας 

γαστρεντερίτιδας σε παιδιά. 

 Μείωση του κινδύνου για 

λοίμωξη από ρινοιό σε 

πρόωρα νεογνά 

 Προστασία του ανθρώπινου 

μυϊκού ιστού στο κόλον από 

βλάβη προκαλούμενη από 

LPS. 

 L. rhamnosus ATCC 53103 Βοήθεια στην απώλεια βάρους σε 

γυναίκες  
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

L. rhamnosus GR-1 Πρόληψη ή θεραπεία στην 

βακτηριακή κολπίτιδα  

L. rhamnosus HN001  Δυνητικά αντιδιαβητικό  

L. acidophilus ATCC-4495  Θεραπεία της διάρροιας των 

ταξιδιωτών  

 Αντιμυκητισιακή δράση  

 Πρόληψη ή θεραπεία της 

βακτηριακής κολπίτιδας  

 Θεραπεία της διάρροιας από 

 C. difficile  

 Μείωση των συμπτωμάτων 

ευερέθιστου εντέρου 

L. plantarum NRRL B-4496  Πρόληψη της παραγωγής 

ενδοτοξίνης 

 Αντιμικροβιακή δράση 

 Μείωση των συμπτωμάτων 

ευερέθιστου εντέρου  
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

 L. casei Shirota  Θεραπεία της λειτουργικής 

δυσκοιλιότητας ενηλίκων  

 Θεραπεία της διάρροιας από 

 C. difficile  

 Μείωση της διάρκειας της 

προκαλούμενης από 

αντιβιοτικά διάρροιας σε 

γηριατρικούς ασθενείς  

 Μείωση των συμπτωμάτων 

ευερέθιστου εντέρου 

 Αποκατάσταση του 

μικροβιόκοσμου του κόλπου   

σε ασθενείς με βακτηριακή 

κολπίτιδα  

 Θεραπεία της ενδοκολπικής 

σταφυλοκοκκιάσης. 

 

L. casei Lcr35 Βελτίωση της ρευματοειδούς 

αρθρίτιδας 

L. casei CRL-431 Θεραπεία της λοίμωξης από 

Salmonella 
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

L.  delbrueckii   

subsp.  Bulgaricus 

 Ενδυνάμωση στην συστημική 

ανοσία των ηλικιωμένων 

 Αντιβακτηριακή δράση έναντι 

στο  E. coli 

 Τροποποίηση της 

εγκεφαλικής δραστηριότητας 

L. fermentum NCIMB 5221 Πιθανή μείωση της 

ινσουλινοαντοχής και της 

υπερχολιστερολιναιμίας . 

L. reuteri NCIMB 30242 Μείωση της χαμηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνης (LDL) 

L. reuteri ATCC 55730  Θεραπεία της οξείας 

γαστρεντερίτιδας σε παιδιά 

 Μείωση της διάρκειας 

διάρροιας σε παιδιά 

L. reuteri ATCC 55730 Μείωση των κολικών των βρεφών 

L. reuteri DSM 17938  Μείωση των κολικών των 

βρεφών 

 Μείωση των γαστρεντερικών 
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

διαταραχών στα βρέφη 

 Μείωση της συχνότητας 

σήψης δυσανεξίας θρέψης 

και διάρκειας παραμονής στο 

νοσοκομείο των πρόωρων 

βρεφών. 

Bifidobacterium 

B. infantis  Μείωση των συμπτωμάτων 

του συνδρόμου ευερέθιστου 

εντέρου 

 Μείωση της συχνότητας 

νεκρωτικής εντεροκολίτιδας 

σε πρόωρα βρέφη 

B. animalis subsp. lactis DN-

173 010 

 Θεραπεία της λειτουργικής 

δυσκοιλιότητας σε ενήλικες. 

 Τροποποίηση της 

εγκεφαλικής δραστηριότητας 

 Μείωση των λοιμώξεων του 

ουροποιητικού σε παιδιά    

 Μείωση της συχνότητας 

νεκρωτικής εντεροκολίτιδας 

σε πρόωρα βρέφη  

 

B. bifidum MB 109/DSMZ 

23731 

 Μείωση της ολικής 

χοληστερόλης 

 Μείωση της παραμονής σε 

νοσοκομείο παιδιών με οξεία 

διάρροια. 
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

 Μείωση της συχνότητας 

νεκρωτικής εντεροκολίτιδας.  

Saccharomyces 

 

 

S. boulardi  Θεραπεία της διάρροιας των 

ταξιδιωτών 

 Θεραπεία του συνδρόμου 

ευερέθιστου εντέρου 

 Θεραπεία της μέτριας 

ελκώδους κολίτιδας 

 Θεραπεία και μείωση της 

ψευδομεμβρανώδους 

κολίτιδας από C. difficile  

 Θεραπεία της οξείας 

γαστρεντερίτιδας σε παιδιά  

Streptococcus 

S. thermophilus  Μείωση των συμπτωμάτων 

του ευερέθιστου εντέρου 

 

 Μείωση της νεκρωτικής 

εντεροκολίτιδας 

 

Pediococcus 
P. acidilactici BA28  Καταπολέμηση της λοίμωξης από H. 

pylori . 

Escherichia 
E. coli Nissle 1917  Θεραπεία της λειτουργικής 

δυσκοιλιότητας σε ενήλικες  

 Θεραπεία των φλεγμονωδών 
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Γένος Στέλεχος Ισχυρισμοί υγείας προβιοτικών 

στελεχών  

νόσων του εντέρου  

 Θεραπεία των 

γαστρεντερικών διαταραχών 

 Πιθανώς προ-φλεγμονώδης 

 

1.7  Πιθανοί μηχανισμοί δράσης προβιοτικών 

Οι  μηχανισμοί δράσης των προβιοτικών που έχουν προταθεί και διερευνηθεί ως τώρα 

παρουσιάζονται στην Εικ.4 και εστιάζουν κυρίως: 

 στην ανταγωνιστική δράση των προβιοτικών στελεχών έναντι άλλων μικροοργανισμών 

ώστε να επιτευχθεί  τροποποίηση του εντερικού μικροβιόκοσμου.  Η δράση αυτή 

επιτυγχάνεται με την  ανταγωνιστική προσκόλληση στον βλεννογόνο και το επιθήλιο 

με στόχο τον αποκλεισμό  των παθογόνων  και την παραγωγή αντιμικροβιακών 

ουσιών. 

 στην τροποποίηση της ανοσολογικής απόκρισης   τόσο στο παχύ έντερο  αλλά και σε 

ολόκληρο τον οργανισμό, καθώς το έντερο θεωρείται το πιο μεγάλο ανοσολογικό 

όργανο(109 ). Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της ενδυνάμωσης του εντερικού φραγμού και 

της τροποποίησης της ανοσολογικής απόκρισης   μέσω υποδοχέων όπως οι Toll-like 

receptors (TLRs) (60). 
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Εικ. 4 Πιθανοί μηχανισμοί δράσης προβιοτικών (Bermudez-Brito, M et.al 2012)     

Στο χόριο του βλεννογόνου  του εντέρου και ανάμεσα στα επιθηλιακά κύτταρα βρίσκονται τα 

δενδριτικά κύτταρα καθώς τα Β και Τ λεμφοκύτταρα τα οποία επάγουν αντίστοιχα(119): 

 Τα δενδριτικά είναι αντιγονο-παρουσιαστικά κύτταρα που αλληλεπιδρούν με το 

συμπλήρωμα ώστε να επάγουν την παραγωγή αντισωμάτων από τα Β λεμφοκύτταρα 

καθώς και την παραγωγή των υποπληθυσμών των Τ λεμφοκυττάρων 

 τα Β λεμφοκύτταρα παράγουν αντισώματα που βοηθούν στην αναγνώριση των 

συμβιωτικών και την έμμεση καταπολέμηση των παθογόνων μέσω οψωνοποιήσης, 

ενεργοποίησης του συμπληρώματος και ουδετεροποίησης των βακτηρίων ή των 

προϊόντων τους (118).  

 Τα Τ λεμφοκύτταρα που δίνουν διάφορα υποσύνολα με κύρια τα Th-1, που είναι 

υπεύθυνα για τα ενδοκυτταρικά (εντός των  μακροφάγων) βακτήρια ιούς και πρωτόζωα, 

τα Τh-2 που είναι υπεύθυνα για την καταπολέμηση των ελμίνθων και των εξωκυτταρικών 

βακτηρίων (118) και τα Th17/Treg17. Τα Th17 κύτταρα είναι υπεύθυνα για την 

καταπολέμηση των παθογόνων του εντερικού αυλού διαδραματίζοντας  σημαντικό ρόλο 
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στην ομοιόσταση των βλεννογόνων. Στις περιπτώσεις όπου έχουμε απώλεια των Th-17 

πληθυσμών έχουμε μετάβαση ζωντανών μικροοργανισμών από τον αυλό του εντέρου σε 

εξωεντερικές θέσεις, όπως οι λεμφαδένες του μεσεντέριου. Ταυτόχρονα όμως  είναι 

απαραίτητο η ενεργοποίηση των T κυττάρων από τα συμβιωτικά να μην οδηγεί σε 

παραγωγή Th-17 αλλά των Treg17 τα οποία δεν είναι κυτταροτοξικά και βοηθούν την 

τροποποίηση του ανοσολογικού συστήματος ώστε να αναγνωρίζει τα συμβιωτικά και να 

μην τους επιτίθεται. 

Οι TLRs είναι υποδοχείς υπεύθυνοι για την διατήρηση της ομοιόστασης στο έντερο καθώς 

καταστέλλουν τις προφλεγμονώδεις αποκρίσεις για τα συμβιωτικά βακτήρια και  τις προάγουν 

όταν υπάρχουν παθογόνα που πρέπει να καταπολεμηθούν (61). Αυτό συμβαίνει μέσω 

συνεργιστικών διαδικασιών μεταξύ του ξενιστή και των συμβιωτικών, όπου με την παραγωγή 

συγκεκριμένων μορίων όπως η φλαγγελίνη που συνδέονται στους TLRs έχουμε ενεργοποίηση 

μονοπατιών μεταγωγής σήματος τα οποία είναι αντιφλεγμονώδη. Με αυτόν τον τρόπο 

οδηγείται η διαφοροποίηση των Τ κυττάρων προς την κατεύθυνση των ρυθμιστικών Treg17 σε 

σχέση με τα κυτταροτοξικά Th17 δημιουργώντας ευνοϊκές συνθήκες για την αύξηση των 

συμβιωτικών. Ακόμα η ενεργοποίηση των TLRs επιδρά και στα Β λεμφοκύτταρα, οδηγώντας 

στην παραγωγή αντισωμάτων όπως η εκκριτική IgA, με βάση την οποία γίνεται η αναγνώριση 

των προβιοτικών σε σχέση με τα παθογόνα (62), η IgM και συγκεκριμένες υποτάξεις IgG (63). 

Η ενδυνάμωση του εντερικού φραγμού από την άλλη πλευρά,  αποτελεί σημαντική λειτουργία 

για την ισχυροποίηση του  ανοσοποιητικού συστήματος αλλά και για την συνολική υγεία του 

ανθρώπινου οργανισμού, καθώς διάφορες παθολογικές καταστάσεις έχουν συνδεθεί με την 

απώλεια του εντερικού φραγμού(64). Αυτοάνοσες ασθένειες όπως η κοιλιοκάκη, οι 

φλεγμονώδεις  νόσοι του εντέρου αλλά και η επιδείνωση των συμπτωμάτων της σκλήρυνσης 

κατά πλάκας (65), έχουν συνδεθεί με αυτήν. Επίσης και άλλες παθολογικές καταστάσεις όπως 

η παχυσαρκία, το σύνδρομο του ευερέθιστου εντέρου και οι τροφικές αλλεργίες.  

Η τροποποίηση του μικροβιόκοσμου του εντέρου θεωρείται ο πιο σημαντικός μηχανισμός 

δράσης, ιδιαίτερα ως προς την επίδραση στις φλεγμονώδεις νόσους (66). Έχουν προταθεί 

διάφοροι τρόποι για την επίτευξη της τροποποίησης του μικροβιόκοσμου, με πιο επικρατείς  

τα προβιοτικά, τα πρεβιοτικά, τα μεταβιοτικά  και η μεταμόσχευση μικροβιόκοσμου κοπράνων 

(faecal microbiota transplantation), (67).Τα πρεβιοτικά σύμφωνα με τον επικαιροποιημένο 

ορισμό τους είναι ένα υπόστρωμα το οποίο χρησιμοποιείται επιλεκτικά από τους 
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μικροοργανισμούς του ξενιστή προσφέροντας οφέλη υγείας ενώ τα μεταβιοτικά είναι μη 

ζώντα βακτηριακά προϊόντα ή μεταβολικά παράγωγα των προβιοτικών που έχουν θετική 

βιολογική δράση στον ξενιστή ( Εικ.5). 

 

Εικ.5 (Vieira, Fukumori and Ferreira, 2016) Παρεμβάσεις για την τροποποίηση εντερικού 

μικροβιόκοσμου με στόχο την  αύξηση της βιοποικιλότητας του και την  υγεία. Fecal 

microbiota transplantation: μεταμόσχευση μικροβιόκοσμου κοπράνων, Probiotics: 

προβιοτικά, Prebiotics: πρεβιοτικά, Postbiotics: μεταβιοτικά. 

Ο συνδυασμός των παραπάνω παρεμβάσεων έτσι ώστε να έχουμε επιτυχημένη τροποποίηση 

στο μικροβίωμα του εντέρου και θετικά οφέλη για την υγεία παρατίθενται στην Εικ.6 (60). 

Κατά την εγκυμοσύνη η χορήγηση πρεβιοτικών και προβιοτικών από το στόμα μπορεί να 

βοηθήσει στην τροποποίηση του μικροβιόκοσμου του πλακούντα και του στόματος 

βοηθώντας στην στοματική υγεία της εγκύου και την ανάπτυξη υγιούς πλακούντα καθώς  η 

περιοδοντική νόσος έχει βρεθεί ότι ευθύνεται για πρόωρο τοκετό(196).Επίσης μπορεί να 

τροποποιηθεί  ο μικροβιόκοσμος του κόλπου έτσι ώστε να μην έχουμε παθογόνα μικρόβια 

όπως ο β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος που μπορεί να επηρεάσουν αρνητικά την υγεία του 

νεογέννητου(198). Κατά τον θηλασμό  προβιοτικά στελέχη και  πρεβιοτικών ίνες ΗΜΟ (Human 

Milk Oligosaccharides) περνάνε μέσω του μητρικού γάλακτος στα βρέφη επηρεάζοντας θετικά 

την ανάπτυξη του μικροβιόκοσμου του εντέρου τους(199). Ο βρεφικός θηλασμός αποτελεί 
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έναν από τους πιο επιδραστικούς παράγοντες στην ανάπτυξη υγιούς εντερικού 

μικροβιόκοσμου στην ενήλικη ζωή, καθώς οι μεγαλύτερες φυλογενετικές διαφορές 

εμφανίζονται μεταξύ των νηπίων ηλικίας τριών ετών που έχουν ή δεν έχουν θηλάσει, σε σχέση 

με άλλους παράγοντες που επηρεάζουν το μικροβίωμα όπως ο τρόπος γέννησης (8). Μέχρι την 

ηλικία των τριών χρόνων γίνεται ο καθορισμός της ποικιλομορφίας του  εντερικού 

μικροβιόκοσμου που αποτελεί τον δείκτη υγείας του αλλά και του ξενιστή συνολικά(199).  

Είναι λοιπόν πολύ σημαντικό στα νήπια να υπάρχει ποικιλότητα ως προς την πρόσληψη 

πρεβιοτικών ινών από την διατροφή καθώς και παρέμβαση με προβιοτικά σε καταστάσεις 

όπου απαιτείται, όπως μετά από λήψη αντιβιοτικών(197). Στους υγιείς ενήλικες και 

ηλικιωμένους η χορήγηση προβιοτικών και πρεβιοτικών μπορεί να διατηρήσει την υγεία του 

εντέρου αλλά και να προσφέρει άλλα οφέλη υγείας ανάλογα με το χρησιμοποιούμενο 

στέλεχος(60). Σε άτομα με προβλήματα υγείας όπου απαιτείται έντονη τροποποίηση του 

εντερικού μικροβιόκοσμου όπως η λοίμωξη από Clostridium difficile , έχουν γίνει προσπάθειες 

για δραστικότερη παρέμβαση με χρήση μεταμόσχευση κοπράνων από υγιείς δότες(200).  

Τέλος σε ανοσοκατεσταλμένα άτομα όπου δεν είναι δυνατό να γίνει χρήση προβιοτικών τα 

μεταβιοτικά ,τα οποία δεν περιέχουν ζωντανά κύτταρα, μπορούν να χρησιμοποιηθούν με 

ασφάλεια (60).  

 

 

 

Εικ.6  Παρεμβάσεις τροποποίησης του μικροβιόκοσμου έτσι ώστε να υπάρχουν θετικά 

οφέλη υγείας κατά τα διάφορα ηλικιακά επίπεδα (Vieira, Fukumori and Ferreira, 2016). 
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 Τέλος ως προς την δράση των προβιοτικών θα πρέπει να προστεθεί ότι οι μέχρι τώρα μελέτες  

δεν αποδεικνύουν την επίδραση των προβιοτικών στην μόνιμη αλλαγή της σύνθεσης του 

μικροβιόκοσμου των κοπράνων των υγιών ενηλίκων (68) και απαιτούνται περαιτέρω μελέτες 

για να αποδειχτεί  ο συγκεκριμένος μηχανισμός. Εφόσον αποδειχθεί ότι δεν ισχύει τότε η 

δράση των προβιοτικών δεν θα έγκειται στον αποικισμό του εντέρου και στην αύξηση του 

πληθυσμού τους  αλλά μόνο στην τροποποίηση του υπάρχοντος μικροβιόκοσμου. 

 

ΚΕΦ 2. Ο μικροβιόκοσμος  στο ανθρώπινο σώμα 

2.5 Σύσταση μικροβιόκοσμου στο ανθρώπινο σώμα 

O ανθρώπινος μικροβιόκοσμος αποτελείται από ένα σύνολο μικροοργανισμών που εδρεύουν 

μέσα στο ανθρώπινο σώμα είτε σαν μονήρεις οργανισμοί είτε δημιουργώντας σχηματισμούς 

που ονομάζονται βιοφίλμ. Τα βιοφίλμ είναι κοινότητες μικροβίων οι οποίες εμφανίζουν πολύ 

υψηλή μορφή οργάνωσης και είναι προσκολλημένα σε επιφάνειες (70). Σε αυτούς 

συγκαταλέγονται προκαρυωτικοί οργανισμοί, που είναι τα βακτήρια και τα αρχαία, 

ευκαρυωτικοί οργανισμοί, που σε αυτούς ανήκουν οι μύκητες και οι ζύμες και τέλος οι ιοί. Από 

αυτούς τους μικροοργανισμούς κάποιοι είναι παθογόνοι ενώ το μεγαλύτερο μέρος είναι μη 

παθογόνοι. Από τους μη παθογόνους κάποιοι είναι δυνατό να προξενήσουν βλάβη στον 

ξενιστή τους μέσω των μεταβολιτών που παράγουν όπως είναι η ΤΜΑΟ (trimethylamine N-

oxide) που έχει αθηρογόνο δράση, ενώ υπάρχουν οι συμβιωτικοί οργανισμοί οι οποίοι όχι 

μόνο δεν προξενούν καμία βλάβη στον ξενιστή τους, αλλά αντίθετα συμμετέχουν στη 

διατήρηση της ομοιόστασης του. Στην πραγματικότητα έχουν δράσεις που είναι απαραίτητες 

για την διατήρηση της υγείας όπως η παραγωγή απαραίτητων βιταμινών, ο καταβολισμός 

ουσιών από την τροφή που δεν μπορεί να καταβολίσει ο ξενιστής αλλά και η μορφοποίηση 

του ανοσοποιητικού μας συστήματος ενισχύοντας αντιφλεγμονώδη μονοπάτια.  

Υπάρχουν τουλάχιστον 1000 διαφορετικά είδη από ήδη γνωστά βακτήρια τα οποία έχουν 150 

φορές περισσότερα μικροβιακά γονίδια από όσα υπάρχουν σε ολόκληρο το ανθρώπινο 

γονιδίωμα (71). Το σύνολο των γονιδίων των μικροοργανισμών που εδρεύουν στον ανθρώπινο 

οργανισμό αποτελεί το ανθρώπινο μικροβίωμα. 
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Το Human Microbiome Project είναι μία πρωτοβουλία από ερευνητές και ερευνητικά 

ιδρύματα, το οποίο ιδρύθηκε το 2008 και έχει ως στόχο τη μελέτη του ανθρώπινου 

μικροβιώματος. Τα πρώτα αποτελέσματα δημοσιεύτηκαν το 2013 και αφορούσαν  την 

ανάλυση του μικροβιώματος από 18 διαφορετικές περιοχές του ανθρώπινου σώματος (72). 

Κάθε περιοχή που αναλύθηκε εμφανίζει εντελώς διαφορετικό πρότυπο μικροβιώματος που 

αντιστοιχεί τόσο στην φυλογενετική ανάλυση του μικροβιόκοσμου ανά περιοχή αλλά και στην 

διαφορετική λειτουργικότητα της κάθε περιοχής, Π.χ. στην περιοχή του κόλπου όταν δεν 

έχουμε δυσβίωση επικρατούν οι λακτοβάκιλλοι οι οποίοι εξασφαλίζουν το επιθυμητό χαμηλό 

pH για την υγεία της περιοχής και εμπλουτίζοντας το μικροβίωμα της περιοχής σε γονίδια 

παραγωγής του γαλακτικού οξέος (73). 

 

2.6 Σύσταση μικροβιόκοσμου στο ανθρώπινο γαστρεντερικό σωλήνα  

Η σύσταση του μικροβιόκοσμου κατά μήκος του ανθρώπινου γαστρεντερικού σωλήνα έχει 

μεγάλες διαφοροποιήσεις τόσο ως προς τον αριθμό όσο και ως προς τα είδη που αποικούν 

τα διάφορα μέρη του. Ξεκινώντας από την στοματική κοιλότητα όπου μαζί με το λεπτό και 

παχύ έντερο αποτελούν τις περιοχές όπου έχουμε την μεγαλύτερη ποικιλία σε 

βακτηριακούς πληθυσμούς (70), παρατηρούμε μεγάλη μείωση τόσο στον αριθμό όσο και 

στην ποικιλία των πληθυσμών του οισοφάγου, του στομάχου καθώς και του 

δωδεκαδακτύλου. Στη συνέχεια καθώς προχωράμε από το λεπτό στο παχύ έντερο και από 

εκεί στο σιγμοειδές κόλον έχουμε πολύ μεγάλη αύξηση στον αριθμό και στην ποικιλία των 

μικροβιακών  πληθυσμών  όπου φτάνουν στην ύψιστη πυκνότητα  σε όλο τον ανθρώπινο 

οργανισμό(74). 
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Εικ.7 Ανατομία του βλεννογόνου του εντέρου (Pearson education inc. 2011) 

 

       Στην Εικ.7 μπορούμε να δούμε την ανατομία του εντερικού βλεννογόνου με τις λάχνες και τις 

μικρολάχνες ,τις κρύπτες, τα Goblet κύτταρα που εκκρίνουν την εντερική βλέννη, την 

εντεροενδοκρινικά κύτταρα, καθώς και το αγγειακό, λεμφικό και μυϊκό σύστημα κάτω από 

αυτόν. 

 

  2.3 Σύσταση μικροβιόκοσμου στο παχύ έντερο 

Λόγω της αργής κίνησης του εντέρου, του αλκαλικού περιβάλλοντος αλλά και της μεγάλης 

αύξησης της περιεκτικότητας του βλεννογόνου σε βλέννη (78) το παχύ έντερο είναι η 

κατεξοχήν περιοχή όπου έχουμε μικροβιακό αποικισμό στο ανθρώπινο έντερο. Ο 
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μικροβιόκοσμος του εντέρου αποτελείται από αυτόν που είναι συνδεδεμένος με το εντερικό 

επιθήλιο και την βλέννη που καλύπτει αυτόν που αποτελεί μικρό μέρος του μικροβιώματος 

και αυτόν που υπάρχει στον αυλό του εντέρου που είναι και το κατεξοχήν τμήμα του.  Το 99.9 

% του μικροβιόκοσμου του παχέος εντέρου είναι υποχρεωτικά αναερόβια (79) ενώ το 60% της 

ξηρής μάζας των κοπράνων αποτελείται από βακτήρια(80). Είναι πιθανό ότι μπορεί να 

υπάρχουν πάνω από 400 διαφορετικά είδη, όμως μόνο 30-40 είδη αποτελούν το 99% των 

βακτηρίων (75).Ο μικροβιόκοσμος του παχέος εντέρου ολοκληρώνεται με την παρουσία 

ευκάρυων (μύκητες, ζύμες)(71) και ιών με κύριους αντιπρόσωπους τους βακτηριοφάγους 

(81).Στον Πίνακα 3. παρουσιάζονται τα κυριότερα Φύλα και Γένη του μικροβιόκοσμου του 

παχέος εντέρου. 

 

Πιν.3  Φυλογενετική ταξινόμηση των κυριότερων Φύλων, Κλάσεων και Γενών του 

μικροβιόκοσμου του παχέος εντέρου. 

Κατηγορία Φύλο Κλάση Γένος 

 
Firmicutes Bacilli Lactobacillus 

   Enterococcus 

  Clostridia Ruminococcus 

Βακτήρια   Peptostreptococcus 

   Clostridium 

 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides 

   Prevotella 

 Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrio 

  Gamaproteobacteria Escherichia 

  Epsilonproteobacteria Helicobacter 

 Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacterium 

Αρχαία Euryarcheota Methanobacteria Methanobrevibacter 
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    2.4  Ορισμός δυσβίωσης στο έντερο 

Η έννοια της δυσβίωσης είναι πολύ δύσκολο να καθοριστεί. Σε γενικές γραμμές ως δυσβίωση 

στο έντερο αλλά και γενικά σε όλες τις περιοχές όπου υπάρχει μικροβιόκοσμος , ορίζεται κάθε 

αλλαγή η οποία συμβαίνει στην σύσταση των συμβιωτικών που εδρεύουν στην συγκεκριμένη 

περιοχή σε σχέση με την σύσταση που έχουν τα υγιή άτομα και οδηγεί σε ασθένεια(82). Κατά 

αυτόν τον τρόπο για να ορίσουμε εάν ένα άτομο έχει δυσβίωση θα πρέπει να ελέγξουμε 

φυλογενετικά το μικροβιόκοσμο του σε σχέση με αυτό ενός υγιούς ατόμου. Είναι όμως 

δύσκολο με βάση τα υπάρχοντα δεδομένα να μπορέσουμε να συσχετίσουμε ένα υγιές με ένα 

δυσβιωτικό μικροβιόκοσμο καθώς υπάρχουν μεγάλες διαφορές στη σύσταση του μεταξύ των 

υγειών ατόμων ώστε να καθορίσουμε το πρότυπο του υγιούς μικροβιόκοσμου. Περαιτέρω 

μελέτες που θα βασίζονται πλέον όχι μόνο σε φυλογενετικά στοιχεία αλλά και σε λειτουργικά, 

με βάση πλέον το μικροβίωμα θα μπορέσουν να δώσουν σαφή ερμηνεία της δυσβίωσης (83). 

Στην δυσβίωση έχουμε πτώση των ομοιοστατικών μηχανισμών οι οποίοι διατηρούν σταθερή 

την σύσταση του μικροβιόκοσμου έτσι ώστε να οδηγούμαστε σε αύξηση των παθογόνων 

μικροοργανισμών, μείωση των επωφελών συμβιωτικών και της ποικιλότητας του. Αυτό μπορεί 

να συμβεί με διάφορους τρόπους όπως π.χ. μετά από χρήση αντιβιοτικών και τροφικών 

δηλητηριάσεων.  

Η δυσβίωση είναι πιθανό να είναι υπεύθυνη για την αύξηση της ενδοτοξαιμίας δηλαδή την 

αύξηση της τοξίνης LPS  στο αίμα (121) , με αποτέλεσμα χαμηλού βαθμού φλεγμονή (122-123) 

αλλά και την ανάπτυξη μεταβολικών παθήσεων (122-124) καθώς και παθήσεων του 

συκωτιού(125).Η χορήγηση προβιοτικών στελεχών έχει δείξει ότι επιτυγχάνει την μείωση της 

ενδοτοξαιμίας, με παράλληλη μείωση των παραγόμενων προφλεγμονώδων κυτταροκινών 

γεγονός που αποδεικνύει την συμβολή των προβιοτικών στελεχών στην αποκατάσταση της 

δυσβίωσης. 
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Εικ.8 Δυσβίωση: Κατά την δυσβίωση οι μηχανισμοί ομοιόστασης του εντερικού 

μικροβιόκοσμου μειώνονται, με αποτέλεσμα  την αύξηση των παθογόνων πληθυσμών, που 

οδηγεί σε μείωση της ποικιλότητας των μικροβιακών πληθυσμών, σε βάρος των ωφέλιμων 

μικροβίων  (Petersen and Round, 2014). 

 

 

 

Σκοπός 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη στελεχών του γένους Lactobacillus  που έχουν 

απομονωθεί από κόπρανα υγιών νεογνών ως προς την εμφάνιση προβιοτικού προφίλ. 

Δηλαδή, εάν είναι ανθεκτικά σε περιβάλλον με όξινο pH, εάν αυξάνονται παρουσία χολικών 

αλάτων, εάν προσκολλώνται σε εντερικά επιθηλιακά κύτταρα (Caco-2). Τα ίδια στελέχη 

δοκιμάστηκαν εάν επάγουν την παραγωγή της προφλεγμονώδους κυτταροκίνης IL-6 από τα 

επιθηλιακά εντερικά κύτταρα, μετά από συν-επώαση. Επίσης ελέγχθηκαν και για τη παρουσία 

του ενζύμου υδρολάση των χολικών οξέων (BSH).    

 

 

 



[49] 

 

ΚΕΦ.1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Προέλευση υποψήφιων προβιοτικών στελεχών του γένους Lactobacillus 

Τα υπό μελέτη στελέχη ανήκουν στην συλλογή του ΕΒΒΙΦΑΜ και η απομόνωση τους έγινε από 

υγιή τελειόμηνα βρέφη τα οποία γεννήθηκαν στο μαιευτήριο «Έλενα Βενιζέλου». Σε 

συνεργασία με την Νεογνολογική Κλινική του μαιευτηρίου έγινε ενημέρωση των γονέων ενώ 

βρίσκονταν ακόμη στο μαιευτήριο για την δυνατότητα συμμετοχής των βρεφών τους στην 

μελέτη. Όσοι γονείς  ήθελαν  να συμπεριληφθούν στην μελέτη τα  βρέφη τους έδωσαν έγγραφη 

συγκατάθεση. Από αυτά λήφθηκε δείγμα κοπράνων κατά την τέταρτη ημέρα της γέννησης τους,  

στον ένα μήνα και στους  τρεις μήνες από την γέννηση τους. Αρχικά καταγράφηκε το φύλο ο 

τρόπος γέννησης και η τυχόν λήψη αντιβιοτικών πριν την γέννα από την μητέρα ενώ στις 

επόμενες λήψεις καταγραφόταν ο τρόπος σίτισης και η λήψη αντιβιοτικών από τα βρέφη. Από 

τα δείγματα αυτά έγινε απομόνωση  μικροβιακών στελεχών τα οποία ταυτοποιήθηκαν 

φυλογενετικά με μικροβιακές μεθόδους και πιο συγκεκριμένα με το σύστημα API 50CHL 

(BioMerieux SA, Marcy-IʼEtoile, France).  Επιλέχθηκαν τα στελέχη που ακολουθούν για τον 

έλεγχο πιθανών προβιοτικών ιδιοτήτων: 

 AnLb 6 Lactobacillus acidophilus 

 AnLb 17 Lactobacillus acidophilus 

 AnLb 44 Lactobacillus salivarius 

 AnLb 46 Lactobacillus ramnosus 

 AnLb 52 Lactobacillus ramnosus 

 DSMZ 20079 Lactobacillus acidophilus  (στέλεχος αναφοράς) 

 

1.1 Έλεγχος ικανότητας προσκόλλησης των  στελεχών  λακτοβακίλλων σε επιθηλιακά 

κύτταρα του εντέρου  (Caco-2). 

Για τον έλεγχο της ικανότητας προσκόλλησης των υπό μελέτη στελεχών χρησιμοποιήθηκε η 

κυτταρική σειρά Caco2 (ATCC HTB-37) η οποία δημιουργεί μονή στιβάδα κυττάρων που 

προσομοιάζει στα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου. Η καλλιέργεια των κυττάρων έγινε σε 

θρεπτικό υλικό Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM, PAA Laboratories GmbH, E15-843) 

εμπλουτισμένο με γλουταμίνη, αμινοξέα,10% εμβρυικό βόειο ορό (Fetal Bovine Serum-FBS) 

και 100 U mL-1 πενικιλίνη και 100 μg mL-1 στρεπτομυκίνη (πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM). Η 

καλλιέργεια των Caco2  έγινε πάνω σε αποστειρωμένες καλυπτρίδες  που τοποθετήθηκαν 

μέσα σε πλάκες των  6 βοθρίων και στη συνέχεια  επωάστηκαν σε περιβάλλον με 5% CO2-95% 
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ατμοσφαιρικό αέρα και θερμοκρασία 37ο C. Το αρχικό εμβόλιο των κυττάρων Caco2 είχε 

συγκέντρωση στο βοθρίο 1,7x104 κύτταρα ανά cm2. Κάθε δεύτερη μέρα γινόταν αλλαγή του 

θρεπτικού υλικού. Τα κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της προσκόλλησης δύο 

εβδομάδες αφότου έγινε κάλυψη του 100% της επιφάνειας της καλυπτρίδας, ώστε να έχει 

επιτευχθεί η διαφοροποίηση τους σε εντεροκύτταρα. Για να προετοιμαστούν για την 

δοκιμασία της προσκόλλησης τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές με 3 ml Phosphate Buffer 

Saline (PBS). Στη συνέχεια προ-επωάζονται με 1,8ml πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς 

αντιβιοτικά, για 30min πριν τον εμβολιασμό τους με τους υπό μελέτη λακτοβάκιλλους. 

 Οι λακτοβάκιλλοι οι οποίοι φυλάσσονται σε δ/μα γλυκερόλης στους -80 0C είχαν 

ανακαλλιεργηθεί  τουλάχιστον τρεις φορές σε θρεπτικό υλικό MRS  (από εδώ και στο εξής: 

ενεργοποιημένες καλλιέργειες) ενώ έγιναν υγρές καλλιέργειες σε MRS Broth η οποίες 

επωάστηκαν στους 37 0 C αναερόβια για 24 ώρες πριν την δοκιμασία. Οι υγρές καλλιέργειες 

φυγοκεντρήθηκαν και το ίζημα ξεπλύθηκε τρεις φορές με 5 ml PBS. Στην τελευταία 

φυγοκέντρηση έγινε επαναιώρηση  του ιζήματος των λακτοβακίλλων σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό DMEM χωρίς αντιβιοτικά (εμβόλιο). Οι καταμετρήσεις του αριθμού των λακτοβακίλλων 

στο εμβόλιο έγιναν μετά από διαδοχικές αραιώσεις σε PBS και καταμέτρηση σε τρυβλία MRS 

Agar που εμβολιάστηκαν με την μέθοδο ενσωμάτωσης στο θρεπτικό υλικό (pour plate).  

Το κάθε βοθρίο εμβολιάστηκε με 200 μl εμβολίου σε τέτοια ποσότητα ώστε να επιτύχουμε 

συγκέντρωση εμβολίου ανά βοθρίο 1x108-9x108 cfu/ml.. Τα βοθρία επωάστηκαν σε 

περιβάλλον με 5% CO2-95% ατμοσφαιρικό αέρα για 1,5 ώρα, ξεπλύθηκαν 3 φορές με 5 mL PBS 

και μονιμοποιήθηκαν για 30 λεπτά σε θερμοκρασία περιβάλλοντος με 3% (w/v) 

paraformaldehyde σε PBS. Στη συνέχεια ξεπλύθηκαν τρείς φορές με PBS και αφότου 

στέγνωσαν βάφτηκαν με χρώση Gram. H μέτρηση της προσκόλλησης των κυττάρων των 

λακτοβακίλλων στα κύτταρα Caco2, έγινε με καταμέτρηση 30 οπτικών πεδίων στο μικροσκόπιο 

με φακό x100. O Lactobacillus acidophilus DSM20079 χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 

μάρτυρας, αφού δεν εμφανίζει ιδιότητες προσκόλλησης στα Caco2 κύτταρα (161). Η 

δοκιμασία της προσκόλλησης επαναλήφθηκε έξι φορές για κάθε στέλεχος (162). 

 
1.2 Έλεγχος  ανθεκτικότητας στο ph των  στελεχών  λακτοβακίλλων 

 Η δοκιμασία για τον έλεγχο της  ανθεκτικότητας των υπό μελέτη στελεχών σε χαμηλό  pH, 

βασίστηκε στο πρωτόκολλο των Charteris et al., 1998a (163). Ενεργοποιημένες καλλιέργειες 

των λακτοβακίλλων αφού επωάστηκαν για 24 ώρες σε υγρό υπόστρωμα MRS Broth, 



[51] 

 

ξεπλύθηκαν τρεις φορές με PBS και στην συνέχεια το ίζημα επαναιωρήθηκε σε ποσότητα PBS 

κατάλληλη ώστε να έχουμε συγκεντρώσεις εμβολίου 1Χ108-9x108 cfu ml-1. 

Σε ένα δοχείο DURAM αποστειρώνονται 100 mL saline NaCl 0,5% w/v, και μετά την 

αποστείρωση προστίθεται  και 0,3 gr/100 mL pepsin. Το διάλυμα  με την pepsin  το 

χρησιμοποιούμε για να φτιάξουμε δύο νέα διαλύματα με pH 2 και 3 με χρήση πυκνού HCL 

ώστε να προσομοιάζουν στον γαστρικό χυμό. Για κάθε στέλεχος γίνονται τρεις επαναλήψεις 

για κάθε pH. Σε κάθε φιαλίδιο μεταφέρεται 1 mL από το διάλυμα με pH 2 ή pH 3, 0,3 mL από 

το διάλυμα saline (NaCl 0,5% w/v) και 0,2 mL από το εναιώρημα των λακτοβακίλλων στο PBS 

(εμβόλιο). Αμέσως μόλις γίνει η μεταφορά των λακτοβακίλλων στα όξινα διαλύματα, ξεκινούν 

άμεσα οι διαδοχικές αραιώσεις για την καταμέτρηση των πληθυσμών, (χρόνος 0 h). Τα 

φιαλίδια McCartney τοποθετούνται σε υδατόλουτρο (370C), με ήπια ανάδευση (45 rpm) και σε 

χρόνο 1,5 h και 3 h γίνονται επίσης καταμετρήσεις των πληθυσμών. Οι καταμετρήσεις γίνονται 

μετά από διαδοχικές αραιώσεις σε buffered peptone water (0.1% bacteriological peptone και 

0,85 NaCl) και εμβολιασμό σε τρυβλία MRS Agar (μέθοδος pour plate). Τα τρυβλία 

επωάστηκαν σε αναερόβιο θάλαμο, στους 37οC, για 48 ώρες . 

Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ο Lactobacillus acidophilus DSMZ 20079 o οποίος δεν εμφανίζει 

ανθεκτικότητα σε pH 2  αλλά εμφανίζει σε pH 3 (163-164). 

 
1.3 Έλεγχος   ανάπτυξης σε χολικά οξέα των  στελεχών  λακτοβακίλλων 

Ο έλεγχος της ικανότητας ανάπτυξης παρουσία χολικών αλάτων των στελεχών των 

λακτοβακίλλων έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Kotsou et al., 2008 (163) . 

Ενεργοποιημένες καλλιέργειες των λακτοβακίλλων αφού επωάστηκαν για 24 ώρες σε υγρές 

καλλιέργειες MRS Broth φυγοκεντρήθηκαν στις 4000 rpm για 5 min και στη συνέχεια το ίζημα 

επαναιωρήθηκε σε ποσότητα MRS  τέτοια ώστε να έχουμε στο εμβόλιο συγκέντρωση 

κυττάρων  λακτοβακίλλων 1Χ108 -9x108 cfus ml-1.  

Από κάθε στέλεχος  εμβολιαστήκαν  σωλήνες με MRS Broth και  σωλήνες  με MRS Broth+ 0.3% 

bile (Difco Oxgall 212820), με 50 μl. Για κάθε στέλεχος και κάθε χειρισμό, η διαδικασία 

επαναλήφθηκε 3 φορές. Η εκτίμηση των ζωντανών μικροβιακών κυττάρων έγινε σε χρόνο 0 h 

και μετά από 24 h επώασης στους 37 0 C σε αναερόβιες συνθήκες. Ακολουθήθηκε η μέθοδος 

των διαδοχικών αραιώσεων σε buffered peptone water (0.1% bacteriological peptone και 0,85  

NaCl) και η καταμέτρηση έγινε σε τρυβλία MRS Agar. 

Ό έλεγχος της ανθεκτικότητας στα χολικά οξέα έγινε με σύγκριση του αριθμού των κυττάρων 

ενός στελέχους στις 0 και 24 ώρες παρουσία χολικών αλάτων αλλά και με σύγκριση του 
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αριθμού των κυττάρων ενός  στελέχους στις 24 h παρουσία χολικών αλάτων ή απουσία 

χολικών αλάτων στο θρεπτικό υλικό (ΜRS).  

 
1.4 Έλεγχος της επίδρασης  στελεχών λακτοβακίλλων στην παραγωγή κυτταροκίνης 

IL-6 μετά από επώαση με επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου  (Caco2). 

Για τον έλεγχο της επίδρασης των υπό μελέτη στελεχών στην παραγωγή κυτταροκίνης  IL-6 

χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά Caco2 (ATCC HTB-37) η οποία σχηματίζει μονή στιβάδα 

κυττάρων που προσομοιάζουν στα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου. Η καλλιέργεια των 

κυττάρων έγινε σε θρεπτικό υλικό Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM, PAA 

Laboratories GmbH, E15-843) εμπλουτισμένο με γλουταμίνη, αμινοξέα, 10% εμβρυικό βόειο 

ορό (Fetal Bovine Serum-FBS) και 100 U mL-1 πενικιλίνη και 100 μg mL-1 στρεπτομυκίνη  

(πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM). Η καλλιέργεια των Caco2  έγινε πάνω σε πλάκες  6 βοθρίων οι 

οποίες επωάστηκαν σε περιβάλλον με 5% CO2-95% ατμοσφαιρικό αέρα και θερμοκρασία 37ο 

C. Το αρχικό εμβόλιο των κυττάρων Caco2 είχε συγκέντρωση στο βοθρίο 1,7x104 κύτταρα ανά 

cm2. Κάθε δεύτερη μέρα γινόταν αλλαγή του θρεπτικού υλικού. Τα κύτταρα 

χρησιμοποιήθηκαν για την δοκιμασία της παραγωγής IL-6  δύο εβδομάδες αφότου έγινε 

κάλυψη του 100% της επιφάνειας του βοθρίου, ώστε να έχει επιτευχθεί η διαφοροποίηση 

τους σε εντεροκύτταρα. Για να προετοιμαστούν για την δοκιμασία  τα κύτταρα ξεπλένονται 

δύο φορές με 3 ml Phosphate Buffer Saline (PBS). Στη συνέχεια προεπωάζονται με 1,8ml 

πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς αντιβιοτικά για 2 ώρες  πριν τον εμβολιασμό τους με τους 

υπό μελέτη λακτοβάκιλλους. 

 Χρησιμοποιήθηκαν ενεργοποιημένες καλλιέργειες των στελεχών των λακτοβακίλλων ενώ η  

υγρή καλλιέργεια σε MRS Broth επωάστηκε για 24 ώρες πριν την δοκιμασία. Οι υγρές 

καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν και το ίζημα ξεπλύθηκε τρεις φορές με 5 ml PBS. Στην 

τελευταία φυγοκέντρηση έγινε επαναιώρηση  του ιζήματος των λακτοβακίλλων  σε κατάλληλη  

ποσότητα DMEM χωρίς αντιβιοτικά ώστε να επιτύχουμε συγκέντρωση εμβολίου 1Χ108-9x108 

cfus ανά βοθρίο. Οι καταμετρήσεις των πληθυσμών των λακτοβακίλλων έγιναν μετά από 

διαδοχικές αραιώσεις σε PBS και καταμέτρηση σε τρυβλία MRS Agar που εμβολιάστηκαν με 

την μέθοδο pour plate. 

Το κάθε βοθρίο εμβολιάστηκε με 200 μl εμβολίου από τα στελέχη των λακτοβακίλλων σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς αντιβιοτικά. Τα Caco2 συνεπωάζονται με τους 

λακτοβάκιλλους σε περιβάλλον με 5% CO2-95% ατμοσφαιρικό αέρα για 2 ώρες. 
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Μετά από τις δύο ώρες συνεπώασης,  απομακρύνουμε το υπερκείμενο από τα βοθρία, το 

φυγοκεντρούμε και το διηθούμε με  βακτηριολογικό φίλτρο και το συλλέγουμε  σε σωληνάρια 

eppendorf τα οποία αποθηκεύτηκαν στους -80 0C  και στα οποία έγινε η μέτρηση της IL-6 με τη 

μέθοδο ELISA. 

Η δοκιμασία επαναλήφθηκε δύο φορές ανά στέλεχος  και οι τιμές της IL-6 των υπό μελέτη 

λακτοβακίλλων συγκρίθηκαν με αρνητικό μάρτυρα. Για τον αρνητικό μάρτυρα στα βοθρία των 

Caco2 μπήκε μόνο πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς αντιβιοτικά (χωρίς λακτοβάκιλλους).  

Η μέθοδος ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) είναι ανοσοενζυμική μέθοδος με την 

οποία μπορούμε να μετρήσουμε την συγκέντρωση ενός ενζύμου ή ενός αντιγόνου σε ένα 

δείγμα και υπάρχουν δύο κατηγορίες η απλή και η sandwich . Για την πραγματοποίηση της 

μέτρησης της IL-6 στα στελέχη των λακτοβακίλλων χρησιμοποιήθηκε το κιτ Human IL-6 51 

Quantikine HS ELISA, με κωδικό HS600B  της εταιρείας R&D Systems η οποία είναι μέθοδος 

sandwich δηλαδή η πραγματοποίηση της μέτρησης γίνεται με χρήση δύο αντισωμάτων. Στο 

συγκεκριμένο κιτ έχουμε πλάκα με 96 βοθρία στα οποία υπάρχει ειδικό ακινητοποιημένο 

μονοκλωνικό τιτλοποιημένο αντίσωμα για την IL-6 . Μετά την προσθήκη και επώαση των 

δειγμάτων  με το αντίσωμα έγινε ξέπλυμα ώστε να φύγει η IL-6 η οποία δεν δεσμεύτηκε. Στην 

συνέχεια προστίθεται δεύτερο αντίσωμα που ανιχνεύει το σύμπλεγμα του αρχικού αντιγόνου 

–αντισώματος μαζί με ένζυμο που ανιχνεύει και δεσμεύεται στο δεύτερο αντίσωμα. 

Ακολουθεί νέο ξέπλυμα και προσθήκη  μίας χρωμογόνου ουσίας που συνδεόμενη  με το 

ένζυμο παράγει έγχρωμο σύμπλοκο και προσθήκη διαλύματος που σταματάει την αντίδραση. 

Η μέτρηση του έγχρωμου σχηματιζόμενου συμπλόκου  έγινε με το φασματοφωτόμετρο 

μικροπλακιδίων ELISA Powerwave XS2 (BIOTEK INSTRUMENTS, USA) με χρήση διπλού 

φάσματος (490/650) για την εξάλειψη παρεμβολών στο χρώμα του συμπλόκου. Τα 

αποτελέσματα υπολογίζονται με βάση την καμπύλη αναφοράς  σε pg/ml. 

Εκτός από την μέτρηση της κυτταροκίνης IL-6  έγινε και μέτρηση της βιωσιμότητας των 

κυττάρων Caco2 μετά από την επώαση τους με τους λακτοβάκιλλους  

Για τον έλεγχο της βιωσιμότητας:  ξεπλένουμε τα βοθρία δύο φορές με PBS (συλλέγουμε τα 

υγρά των εκπλύσεων από τα βοθρία σε falcon των 15 ml, ένα falcon ανά  βοθρίο). Σε κάθε 

βοθρίο ρίχνουμε  1 ml τρυψίνη, επωάζουμε με προσοχή μέχρι 10 min σε επωαστικό θάλαμο σε 

περιβάλλον με 5% CO2-95% ατμοσφαιρικό αέρα και θερμοκρασία 37ο C. Στη συνέχεια  

προσθέτουμε σε κάθε βοθρίο 2ml DMEM πλήρες και πιπετάρουμε απαλά ώστε να 

ξεκολλήσουν όλα τα κύτταρα. Μαζεύουμε τα κύτταρα στα αντίστοιχα σωληνάρια Falcon. 

Φυγοκεντρούμε τα falcon στις 1000rpm για 5min απομακρύνουμε το υπερκείμενο και 
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επαναιωρούμε  σε DMEM πλήρες. Από το παραπάνω εναιώρημα χρησιμοποιούμε 50μl+50μl 

trypan blue και μετράμε σε αιματοκυττόμετρο τα νεκρά και ζωντανά κύτταρα. Τα νεκρά λόγω 

λύσης της κυτταρικής μεμβράνης βάφονται μπλε ενώ τα ζωντανά παραμένουν άσπρα. 

Επίσης κάνουμε  μικροσκοπική εξέταση για τυχόν ύπαρξη κυττάρων Caco2 του ιζήματος που 

είχε προκύψει από την φυγοκέντρηση για την παραλαβή του υπερκείμενου στο οποίο μετράμε 

την ιντερλευκίνη . 

 

1.5  Έλεγχος δράσης υδρολάσης των χολικών οξέων στα  στελέχη λακτοβακίλλων 

Για την διεξαγωγή του ελέγχου της δράσης BSH ενεργοποιημένες καλλιέργειες των στελεχών 

εμβολιάστηκαν σε MRS Broth και επωάστηκαν  για 24 ώρες στους 37 0C στον αναερόβιο 

θάλαμο. Οι καλλιέργειες στο MRS broth φυγοκεντρήθηκαν για 5 min στις 4000 rpm και στην 

συνέχεια αφαιρέθηκε το υπερκείμενο ενώ το ίζημα επαναιωρήθηκε σε ποσότητα MRS Broth 

ανάλογα με την ανάπτυξη του κάθε στελέχους ώστε να πετύχουμε την επιθυμητή 

συγκέντρωση για το εμβόλιο που είναι μεταξύ 1Χ108- 9x108 cfu/ml. Οι καταμετρήσεις των 

εμβολίων έγιναν με διαδοχικές αραιώσεις με buffered peptone water  και καταμέτρηση σε 

τρυβλία MRS Agar που εμβολιάστηκαν με 100μl εμβολίου  με την μέθοδο pour plate. 

Τρυβλία MRS agar στα οποία ενσωματώθηκε 0.5 % (w/v) sodium taurodeoxycholate (Sigma 

Aldrich) και 0.37 g/l CaCl2 κατά το πρωτόκολλο των de Toit et al.,1998 (165) εμβολιάστηκαν με 

τα υπό μελέτη στελέχη λακτοβακίλλων με δύο διαφορετικούς τρόπους: 

 με χάρτινα αποστειρωμένα  δισκία διαμέτρου 6mm, τα οποία εμποτίστηκαν  με το  

εμβόλιο για ένα λεπτό και μετά τοποθετήθηκαν στο τρυβλίο 

 με τοποθέτηση 10μl από το εμβόλιο απευθείας πάνω στο θρεπτικό υλικό. 

Για να μπορέσει να απορροφήσει  το εμβόλιο το θρεπτικό υλικό τα τρυβλία αφέθηκαν να 

στεγνώσουν πολύ καλά στον θάλαμο νηματικής ροής. 

Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στον αναερόβιο θάλαμο στους 37οC  και ελέγχθηκαν  για την 

ανάπτυξη ιζήματος στις 72 ώρες. Τα στελέχη που  δημιούργησαν ζώνης ιζήματος γύρω από την 

περιοχή εμβολιασμού θεωρούνται θετικά για δράση BSH. Η δράση BSH προσδιορίζεται 

ημιποσοτικά σύμφωνα με τον τύπο (ολική διάμετρος ζώνης σε mm –διάμετρος δίσκου 

εμποτισμού σε mm)/2)(168). 
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ΚΕΦ.2 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
 

2.1 Έλεγχος  προσκόλλησης των  στελεχών  σε κυτταρικές σειρές Caco-2. 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων για την ικανότητα προσκόλλησης των υπό 

μελέτη στελεχών λακτοβακίλλων στην κυτταρική σειρά Caco2 έγινε με την μέθοδο one way 

Anova. Για κάθε πείραμα υπήρχαν δύο εσωτερικές επαναλήψεις και έγιναν τρία διαφορετικά 

πειράματα. Σε κάθε εσωτερική επανάληψη καταμετρήθηκαν 30 πεδία. Για να μπορούν τα 

δεδομένα να ακολουθήσουν κανονική κατανομή και να εφαρμοστεί η μέθοδος one way Anova 

οι μέσες τιμές των προσκολλήσεων (δύο  εσωτερικές επαναλήψεις, σε τρία πειράματα) 

μετατράπηκαν σε log10  ενώ εφαρμόστηκε το post-hoc test Dunnett T3 . Τα στελέχη 

ελέγχθηκαν για την ικανότητα προσκόλλησης τους στα κύτταρα Caco2 σε σχέση με τον 

αρνητικό μάρτυρα  .  

 
 

2.2 Έλεγχος   ανθεκτικότητας στο pΗ των  στελεχών λακτοβακίλλων. 

Οι πληθυσμοί των λακτοβακίλλων μετά τις καταμετρήσεις και  πριν την στατιστική 

επεξεργασία τους μετατράπηκαν σε log10 cfu/mL. Η στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων έγινε με την μέθοδο One Way Repeated Measures Analysis of Variance (One 

Way Repeated Measures ANOVA test) για κάθε ένα στέλεχος ξεχωριστά και στα στελέχη που 

εμφάνισαν στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των χρόνων έγινε σύγκριση ανά ζεύγη με 

Tukey test ενώ στο στέλεχος 46 όπου δεν ήταν δυνατό να εφαρμοστεί η μέθοδος 

εφαρμόστηκε η μη παραμετρική μέθοδος Friedman Repeated Measures Analysis of Variance 

on Ranks. 

 

2.3 Έλεγχος   αύξησης παρουσία  χολικών οξέων των  στελεχών λακτοβακίλλων . 

Οι πληθυσμοί των λακτοβακίλλων μετά τις καταμετρήσεις και  πριν την στατιστική 

επεξεργασία τους μετατράπηκαν σε log10 cfu/mL. Η στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων έγινε με την μέθοδο One Way Analysis of Variance και στα στελέχη που 

εμφάνισαν στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των χρόνων έγινε σύγκριση ανά ζεύγη με 

Tukey test.  Τα στελέχη AnLb 44 και 46 των οποίων τα αποτελέσματα δεν ακολουθούσαν 

κανονική κατανομή εφαρμόστηκε η μη παραμετρική μέθοδος Kruskal-Wallis One Way Analysis 

of Variance on Ranks ενώ οι πολλαπλές συγκρίσεις ανά ζεύγη έγιναν με Tukey test . 
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2.4 Έλεγχος της επίδρασης των  στελεχών λακτοβακίλλων στην παραγωγή 

κυτταροκίνης IL-6 από επιθηλιακά κύτταρα του έντερου  (Caco2). 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων των υπό μελέτη στελεχών ως προς την 

επίδραση στην παραγωγή κυτταροκίνης IL-6 σε κύτταρα Caco2 έγινε με one way Anova on rank 

test σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα λόγω μη ύπαρξης ισότητας στην διακύμανση. H τιμή 

της IL-6 εκφράστηκε σε pg/mL. Επίσης έγινε και κανονικοποίηση των τιμών της IL-6 ανά βοθρίο 

ως προς τον αριθμό κυττάρων Caco2 και η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε 

με one way Anova on rank test σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα λόγω μη ύπαρξης ισότητας 

στην διακύμανση. H τιμή της IL-6 εκφράστηκε σε pg/log10 κυττάρων Caco2. Ως προς την 

βιωσιμότητα η στατιστική επεξεργασία έγινε με one way Anova test. 
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ΚΕΦ.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 
3.1 Έλεγχος ικανότητας προσκόλλησης των  στελεχών λακτοβακίλλων σε επιθηλιακά 

κύτταρα του εντέρου (Caco-2). 

Η ικανότητα των στελεχών των λακτοβακίλλων να προσκολλούνται σε κύτταρα Caco2 

εξετάστηκε συγκριτικά  με τον μάρτυρα L.acidophillus DSMZ 20079 που δεν εμφανίζει 

ικανότητα προσκόλλησης (161,162). Όπως βλέπουμε στον Πίνακα 4  τα στελέχη που 

εμφανίζουν ικανότητα προσκόλλησης είναι ο L. acidophillus AnLb 6, ο L. acidophillus AnLb 17 

και ο L. salivarius AnLb 44  καθώς έχουν μεγαλύτερη ικανότητα  προσκόλλησης σε σχέση με 

τον DSMZ 20079 η οποία είναι στατιστικά σημαντική. 

 

 
Πίνακας 4.  Καταμέτρηση των πληθυσμών των λακτοβακίλλων που παραμένουν 
προσκολλημένοι στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου†  
 

Στέλεχος   Αριθμός 
λακτοβακίλλων 
(log10) 

 
AnLb 6 

 
 

  
2,37a (0.16) 

 
AnLb 17 

 
 

  
2,32a (0.09) 

 
AnLb 44 

 
 

  
2,30a (0.17) 

 
AnLb 46 

 
 

  
1,60 (0.11) 

 
AnLb 52 

 
 

  
1,70 (0.24) 
 

DSMZ 
20079 

  1,40 (0.12) 
 

 

† Οι τιμές εκφράζονται ως μέσοι όροι και η τυπική απόκλιση εντός παρενθέσεως 
a στατιστικά σημαντική διαφορά στην ικανότητα προσκόλλησης σε σχέση με το στέλεχος 
DSMZ 20079 (p<0.05) 
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3.2 Έλεγχος  ανθεκτικότητας στο pΗ των στελεχών  λακτοβακίλλων 

Τα στελέχη των λακτοβακίλλων εξετάστηκαν ως προς την ανθεκτικότητα τους σε pH2 και pH3 

μετά από παραμονή στις συνθήκες αυτές για  t= 1,5 h και t= 3 h. Η βιωσιμότητα των 

λακτοβακίλλων καταμετρήθηκε (cfu/mL) πριν από την παρέμβαση (μείωση του pH), μετά από 

1,5 ώρες και 3 ώρες επώασης. Στον Πίνακα 5 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα μετά την 

στατιστική ανάλυση. Από  τα 5 υπό μελέτη στελέχη μόνο ο AnLb 17 δεν εμφάνισε 

ανθεκτικότητα στο pH3 στις 3ώρες επώασης, ενώ στο pH2 κανένα στέλεχος δεν εμφάνισε 

ανθεκτικότητα. Το στέλεχος DSMZ 20079 δεν εμφάνισε αντοχή σε κανένα από τα δύο pH.  

 

 Πίνακας 5 Καταμέτρηση των πληθυσμών των λακτοβακίλλων (log10 cfu/mL) μετά από 

παραμονή σε ακραίες τιμές pH (pH=2, pH=3)υ† cfu/ml σε t= 0 h, t= 1,5 h και t= 3 h. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

† Οι τιμές εκφράζονται ως μέσοι όροι και η τυπική απόκλιση εντός παρενθέσεως 

a στατιστικά σημαντική διαφορά σε σχέση με το χρόνο 0 (p<0.01), b στατιστικά σημαντική 

διαφορά σε σχέση με το χρόνο 0 (p<0.05), c διάμεσος και εντός παρενθέσεως το 25ο και 75ο 

εκατοστημόριο. 

Όλα τα στελέχη ελέγχθηκαν με one way ANOVA Repeated Measurements εκτός του 

στελέχους AnLb 46 που ελέγχθηκε με Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on 

Ranks.    

 
 

Στέλεχος  
pH3 

   
pH2 

  

 0h 1.5h 3h 0h 1.5h 3h 

AnLb6 7,44  (0,06) 7,52  (0,06) 7,40 (0,03) 7,44 (0,06) 3,95 (0,04)a
 <3.00a

 

AnLb17 6,46  (0,15) 6,34  (0,15) 5,85 (0,11)b
 6,46  (0,15) 4,94 (0,36)a

 <3.00a
 

AnLb44 8,07  (0,10) 7,98  (0,23) 7,97 (0,05) 8,07 (0,10) <3.00a
 <3.00a

 

AnLb46 7,58 (7,51-

7,63)c
 

7,44 (7,43-

7,45)c
 

7,53 (7,50-

7,63)c
 

7.57 (0.08) <3.00a
 <3.00a

 

AnLb52 7,40  (0,07) 7,35  (0,14) 7,50 (0,10) 7.40 (0.07) <3.00a
 <3.00a

 

DSMZ 20079 5,86  (0,03) 5,70 (0,03)b
 5,62 (0,09)a

 5,86 (0,03) 5,13 (0,05)b
 3,77 (0,24)a
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3.3  Έλεγχος  ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων των  στελεχών  λακτοβακίλλων 

 
Από τα στελέχη των λακτοβακίλλων που εξετάστηκαν τα AnLb 6, AnLb 17 και AnLb 52 

εμφανίζουν ικανότητα ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων, αφού διαφέρουν σημαντικά οι 

πληθυσμοί τους μετά από 24 ώρες ανάπτυξης παρουσία χολικών, με τον αντίστοιχο πληθυσμό 

τους πριν από την επίδραση με χολικά. Αξίζει να σημειωθεί ότι το στέλεχος AnLb 52 δεν 

εμφανίζει   σημαντική διαφορά σε σχέση με τον μάρτυρα, δηλαδή την ανάπτυξη του ιδίου 

στελέχους χωρίς την παρουσία χολικών μετά από  24h. Τα στελέχη AnLb 44 και AnLb 46 

εφόσον πληρούνταν τα κριτήρια για να μελετηθούν στατιστικά  με One Way Anova test 

παρουσιάζουν επίσης ικανότητα αύξησης μετά από  24h. Το στέλεχος DSMZ 20079 επίσης δεν 

δείχνει ικανότητα ανάπτυξης  παρουσία των χολικών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 6. 

 

Πίνακας 6. Καταμέτρηση των πληθυσμών των λακτοβακίλλων (log10 cfu/mL) μετά από 

ανάπτυξη σε υπόστρωμα με χολικά άλατα†  

 

Στέλεχος  Χολικά 

άλατα 

 Μάρτυρας  

  0h 24h 0h 24h 

AnLb6  6,26 (0,23) 7,61 (0,13)a,c 6,51 (0,05) 8,01 (0,13) 

AnLb17 5,52 (0,38) 6,27 (0,14)b,c 6,03 (0,06) 6,94 (0,19) 

AnLb44 6,11 (0.43) 7,26 (0.27) 6,01 (0,05) 8,90 (0.03) 

AnLb46 6,07 ( 0,02) 7,50 (0,46) 6,01 (0,30) 8,21 (0,04) 

AnLb52 6,46 (0,27) 8,17 (0,09)a 6,35 (0,25) 8,32 (0,02) 

DSM 
20079 

 5,88 (0,17) 6,58 (0,27) 5,87 (0,15) 6,71 (0,47) 
 

 † Οι τιμές εκφράζονται ως μέσοι όροι και η τυπική απόκλιση εντός παρενθέσεως (n=3) 

 
a Στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.001) μεταξύ του t=0h και του t=24h για τα στελέχη που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό με χολικά άλατα. 
 b Στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) μεταξύ του t=0h και του t=24h για τα στελέχη που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό με χολικά άλατα. 
c Στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) στις 24h μεταξύ των στελεχών που αναπτύχθηκαν 
σε θρεπτικό υλικό με χολικά άλατα και σε θρεπτικό υλικό χωρίς χολικά. 
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3.4 Έλεγχος της επίδρασης των  στελεχών λακτοβακίλλων στην παραγωγή 

κυτταροκίνης IL-6 από επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου  (Caco2). 

Από τα στελέχη των λακτοβακίλλων που εξετάστηκαν, δεν εμφάνισε κανένα στατιστικά 

σημαντική διαφορά σε σχέση με τον μάρτυρα (αρνητικό control). Παρατηρούμε όμως ότι το 

στέλεχος AnLb52 όταν επωάζεται μαζί με τα εντερικά επιθηλιακά κύτταρα προκαλεί  την 

έκκριση υψηλότερης συγκέντρωσης IL-6 σε σχέση με τα υπόλοιπα στελέχη και με τον μάρτυρα, 

παρόλο που η διαφορά αυτή δεν φτάνει τα επίπεδα της σημαντικότητας.  

Τα στελέχη δεν είχαν στατιστικά σημαντική διαφορά βιωσιμότητας σε σχέση με τον μάρτυρα. 

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. 

 
 
Πίνακας 7.  Παραγωγή IL-6 και βιωσιμότητα μετά από επώαση των εντερικών επιθηλιακών 
κυττάρων (Caco-2) με τα στελέχη των λακτοβακίλλων† 
 

Στέλεχος IL-6 (pg/ml) IL-6 (pg/log10 κυττάρων Caco2) Βιωσιμότητα 

AnLb6 0,14 (0,06) 0.0215 (0,009) 90% (5%) 

 
AnLb17 0,16 (0,14) 0.0247 (0,006) 93% (3%) 

AnLb44 0,16 (0,10) 0.0228 (0,012) 87% (3%) 
 

AnLb46 0,22 (0,21) 0.0329 (0,003) 90% (3%) 
 

AnLb52 0,55 (0,46) 0.0809 (0,019) 88% (4%) 
 

Μάρτυρας 
(χωρίς 
παρουσία  
λακτοβακίλλων) 

0,12 (0,10) 0.0184 (0,005) 90% (6%) 
 

DSMZ 20079 1,11 0,166 87% (3%) 

 

 
† Οι τιμές εκφράζονται ως μέσοι όροι και η τυπική απόκλιση εντός παρενθέσεως (n=2). 

 Η τιμή της IL-6 για το DSMZ 20079 μετρήθηκε μόνο μία φορά. 
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3.5 Έλεγχος δράσης υδρολάσης των χολικών οξέων των υπό μελέτη στελεχών 
  
Ο έλεγχος της δράσης υδρολάσης έγινε με παρατήρηση της ύπαρξης ζώνης ιζήματος γύρω από 

το σημείο όπου έγινε η τοποθέτηση των καλλιεργειών ανά 24ωρο και μέχρι την συμπλήρωση 

72 ωρών.  Τα υπό εξέταση στελέχη δεν έδειξαν να έχουν τέτοια δράση σε σχέση με το στέλεχος 

ελέγχου DSMZ 20079 το οποίο εμφάνισε δράση υδρολάσης με δημιουργία ιζήματος με 

διάμετρο 14,75mm στις 72 ώρες ( Εικ.9).  

 

 
 
 
Εικ.9  Αύξηση των στελεχών λακτοβακίλλων σε υπόστρωμα εμπλουτισμένο με sodium 
taurodeoxycholate   
 
Στην Εικ.9  φαίνεται η ανάπτυξη των στελεχών σε υπόστρωμα εμπλουτισμένο με 0.5 % (w/v) 

sodium taurodeoxycholate. Μόνο το στέλεχος DSMZ 20079 παρουσιάζει την χαρακτηριστική 

εικόνα της κατακρήμνισης στο υπόστρωμα γύρω από το εμβόλιο, που εμφανίζουν τα στελέχη 

που διαθέτουν το ένζυμο BSH.  

Η ημιποσοτική μέτρηση της δραστικότητας BSH του DSMZ 20079 είναι (14,75mm-6,00mm)/2= 

4,38mm.  

 

DSMZ 20079 

DSMZ 20079 

 

AnLb 17 

AnLb 17 
AnLb 6 

AnLb 6 
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ΚΕΦ.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Τα  υποψήφια προβιοτικά στελέχη πρέπει να εμφανίζουν ιδιότητες οι οποίες είναι ευεργετικές 

για τον ξενιστή αλλά και βοηθούν τα ίδια τα στελέχη να επιβιώνουν και να αυξάνονται στο 

γαστρεντερικό σωλήνα. Η επαφή τους με τα γαστρικά υγρά και το χαμηλό pH που υπάρχει στο 

στομάχι που είναι από 1,5-3,5 είναι ο πρώτος ανασταλτικός παράγοντας που έχουν να 

αντιμετωπίσουν κατά την δίοδο τους προς το έντερο. Ο  χρόνος παραμονής στο στομάχι 

ανάλογα με την ποσότητα της τροφής και την κινητικότητα του μπορεί να διαρκέσει από 2-6 

ώρες. Στη συνέχεια κατά την είσοδο τους στο λεπτό έντερο έρχονται σε επαφή με την χολή η 

οποία περιέχει χολικά οξέα τα οποία μπορούν να αποδιοργανώσουν την κυτταρική μεμβράνη 

των βακτηρίων. Η ικανότητα των βακτηρίων να αναπτύσσονται παρουσία χολικών οξέων 

οφείλεται τόσο στην δομή της κυτταρικής τους μεμβράνης όσο και στην δράση υδρολάσης 

που μπορεί να έχουν. Τέλος κατά την εγκατάσταση τους στον γαστρεντερικό σωλήνα η 

ικανότητα να προσκολλούνται στο εντερικό επιθήλιο τους δίνει την δυνατότητα να το 

αποικίσουν και να πολλαπλασιαστούν, ιδιότητα που έχει δειχθεί ότι επηρεάζει και την 

ικανότητα τους να επηρεάσουν το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή. Εφόσον τώρα το 

προβιοτικό στέλεχος κατορθώσει να επιβιώσει και να αναπτυχθεί, μπορεί  να επιδράσει στο 

ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή μέσω της  έκκρισης  κυτταροκινών η της αναστολής της 

και να το τροποποιήσει. 

 
Από τις παραπάνω προβιοτικές ιδιότητες  η ικανότητα ανάπτυξης στα χολικά οξέα θεωρείται 

ότι είναι παράγοντας ο οποίος είναι περισσότερο επιθυμητός για την επιλογή του προβιοτικού 

στελέχους. Και αυτό γιατί  οι μέχρι τώρα διαθέσιμες μορφές εντεροδιαλυτών κάψουλων και 

μικροκάψουλων (οι οποίες περιέχουν αλγινικό)  μπορούν να προσφέρουν προστασία σε 

συγκέντρωση χολικών μέχρι 1% συνεπώς δεν είναι αποτελεσματικά στις συνθήκες οι οποίες 

επικρατούν κατά την αρχή της πέψης(189-190). Ακόμα υπάρχει συγκέντρωση χολικών 0,3% και 

στο παχύ έντερο όπου τα προβιοτικά πρέπει να δράσουν εκτός κάψουλας. Η δράση της 

υδρολάσης των χολικών οξέων που παρουσιάζουν κάποια στελέχη ,πέρα από τα οφέλη υγείας 

που μπορεί να προσφέρει στον ξενιστή τους (168,191), τους προσφέρει και αυξημένη 

ικανότητα επιβίωσης στο λεπτό έντερο και ανάπτυξης στο παχύ (127).   Αντίθετα τα στελέχη 

που είναι ευαίσθητα στο pH μπορούν να μπουν σε εντεροδιαλυτή φόρμουλα ενώ σε 

πρόσφατη μελέτη για την ικανότητα προσκόλλησης στο εντερικό επιθήλιο δείχθηκε ότι δεν 

είναι απαραίτητη για να μπορέσει το προβιοτικό στέλεχος να έχει οφέλη υγείας στον ξενιστή 
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του. Αυτό που είναι σημαντικό είναι ο πληθυσμός του να είναι τουλάχιστον 106 με 108 cfu /g  

σε σχέση με το περιεχόμενο του εντέρου (169-170), συνεπώς η βιωσιμότητα αναδεικνύεται 

στον σημαντικότερο παράγοντα μαζί με την ποσότητα του προβιοτικού που περιέχεται σε ένα 

προβιοτικό προϊόν.   

 
 
Η ικανότητα προσκόλλησης είναι μία ιδιότητα η οποία εξαρτάται από το  στέλεχος 

(162,171,172). Τα υπό μελέτη στελέχη ανήκουν σε είδη όπως το L.acidophilus (171), το 

L.ramnosus(173-174), το L.salivarius (175), τα οποία βιβλιογραφικά  παρουσιάζουν ικανότητα 

προσκόλλησης. Από τα στελέχη όμως που εξετάστηκαν κατά την εργασία αυτή και  εμφάνισαν 

ικανότητα προσκόλλησης ήταν τα L.acidophilus AnLb 6 και 17 και τo L.salivarius  AnLb 44. Τα 

στελέχη L.ramnosus AnLb 46 και 52 δεν εμφάνισαν ικανότητα προσκόλλησης όπως δεν 

εμφανίζει και το στέλεχος ελέγχου L.acidophillus DSMZ 20079. Τα στελέχη που εμφάνισαν 

ικανότητα προσκόλλησης είχαν μέτρια προσκόλληση που δεν ξεπερνούσε κατά μέσο όρο τα 

400 κύτταρα ανά οπτικό πεδίο ( σημαντική διαφορά σε σχέση με τον DSMZ 20079 p<0.05). Τα 

στελέχη που εμφανίζουν πολύ υψηλή προσκόλληση πρέπει να εξετάζονται με προσοχή καθώς 

είναι πιθανό να εμφανίζουν παθογένεια (110-111).Ο αριθμός των βακτηρίων που 

προσκολλούνται στα Caco2 μέχρι πρόσφατα θεωρούνταν  ότι είχε άμεση σχέση με τον αριθμό 

των βακτηρίων που προστίθεται ανά βοθρίο και ένα σχετικά στενό πεδίο 1x108-9x108 είχε 

οριστεί σαν απαραίτητη προϋπόθεση για την διεξαγωγή των δοκιμασιών. Δοκιμασίες στις 

οποίες ελέγχθηκε η προσκόλληση με αυξανόμενες συγκεντρώσεις βακτηρίων έδειξαν ότι η 

τελική συγκέντρωση των βακτηρίων δεν παίζει ρόλο στον αριθμό των βακτηρίων που 

προσκολλούνται (96). Αυτό που έχει σημασία είναι να προσομοιάζονται οι συνθήκες 

δέσμευσης στο έντερο το οποίο ανταποκρίνεται σε συγκέντρωση βακίλλων ανά βοθρίο 107-

109. Τα στελέχη του γένους Lactobacillus εμφανίζονται πιο ανθεκτικά στις γαστρικές συνθήκες 

και με μεγαλύτερη ικανότητα επιβίωσης σε αυτές σε σχέση με άλλα γένη (176). Στελέχη και 

από τα τρία είδη των υπό μελέτη λακτοβακίλλων έχουν βρεθεί να εμφανίζουν ανθεκτικότητα 

στο pH (178-179) ενώ αυτή η ικανότητα ενισχύεται περισσότερο όταν εξετάζονται στελέχη 

που έχουν απομονωθεί από το γαστρεντερικό σύστημα. Τα υπό μελέτη στελέχη δεν 

εμφάνισαν ανθεκτικότητα στο pH2, εμφάνισαν όμως ανθεκτικότητα στο pH3 τα στελέχη AnLb 

6, AnLb 44, AnLb 46 και AnLb 52. Οι L.acidophillus AnLb 17 και DSMZ 20079 δεν εμφάνισαν 

ανθεκτικότητα σε κανένα από τα δύο pH. O DSMZ 20079 έχει μελετηθεί ως προς την 

ανθεκτικότητα του στο pH σε προηγούμενες εργασίες (M.G.Kotsou et al.,2008 και Kirtzalidou 
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et al.2011)  και εμφάνιζε ανθεκτικότητα στο pH3. H διαφορά αυτή μπορεί να αποδοθεί στην 

χαμηλότερη συγκέντρωση του DSMZ 20079 που επιτεύχθηκε στην παρούσα μελέτη. Ο μέσος 

log10 του πληθυσμού του εμβολίου ήταν 5.86 cfu/ml στην παρούσα μελέτη, ενώ στις 

αναφερόμενες εργασίες ήταν 7.37  ( M.G.Kotsou et al., 2008) και 7.97 ( Kirtzalidou et al., 

2011). 

 

Η ευαισθησία των στελεχών στο pH2 δεν καθιστά μη επιλέξιμα τα συγκεκριμένα  στελέχη 

λακτοβακίλλων ως προβιοτικά καθώς αυτά μπορούν να συνδυαστούν είτε με κάποιο τρόφιμο 

το οποίο έχει βρεθεί ότι είναι ικανό να τα προστατεύσει από το χαμηλό pH (πρωτεΐνη 

γάλακτος, γιαούρτι, σοκολάτα) είτε σε κάποια γαστροανθεκτική φόρμουλα (γαστροανθεκτικές 

κάψουλες, μικροκάψουλες κλπ.) έτσι ώστε να περάσουν από το στομάχι χωρίς να 

επηρεαστούν από το pH (177). 

 
Παρόμοια με την ανθεκτικότητα στο pH, τα στελέχη που απομονώνονται από το γαστρεντερικό 

σύστημα εμφανίζουν μεγαλύτερη ικανότητα ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων. Η ικανότητα 

ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων μπορεί να οφείλεται σε διάφορους προστατευτικούς 

μηχανισμούς και ένας από αυτούς θεωρείται η δράση υδρολάσης των χολικών οξέων (165). Τα 

είδη στα οποία ανήκουν οι υπό μελέτη λακτοβάκιλλοι έχουν δώσει μεικτά αποτελέσματα ως 

προς την ανάπτυξη παρουσία χολικών, ανάλογα με το στέλεχος. Έτσι ο L.acidophilus 

εμφανίζεται τόσο ευαίσθητος (172) όσο και υψηλά ανθεκτικός στα χολικά οξέα (162) ενώ ο 

L.ramnosus φαίνεται πολύ(172) έως μέτρια ευαίσθητος (180). Από τα υπό μελέτη στελέχη 

αντίθετα το στέλεχος που εμφάνισε ικανότητα ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων παρόμοια 

με του μάρτυρα ήταν το στέλεχος L.ramnosus AnLb 52. Ικανότητα ανάπτυξης παρουσία 

χολικών οξέων αλλά όχι στα επίπεδα του μάρτυρα (δηλαδή ανάπτυξη χωρίς χολικά) 

εμφάνισαν και τα στελέχη AnLb 6 και AnLb 17 ενώ περαιτέρω έλεγχος χρειάζεται για τα 

στελέχη AnLb 44 και 46 καθώς δεν εμφάνισαν ικανότητα ανάπτυξης αλλά συγκρίθηκαν 

στατιστικά  με μη παραμετρικές μεθόδους. Ο DSMZ 20079 δεν εμφάνισε ικανότητα ανάπτυξης 

στατιστικά σημαντική (p<0.05), γεγονός που είναι σύμφωνο με τα αποτελέσματα και άλλων 

ερευνητών (M.G.Kotsou et al.,2008 και Kirtzalidou et al.,2011). Το στέλεχος DSMZ 20079 

εμφάνισε δράση υδρολάσης των χολικών οξέων αλλά ίσως η δράση αυτή να υπόκειται και σε 

άλλους παράγοντες ώστε να βοηθήσει το στέλεχος να αναπτυχθεί παρουσία χολικών π.χ. σε 

συγκεκριμένο pH καθώς το βέλτιστο pH για την δράση BSH των βακίλλων έχει βρεθεί ότι είναι 

ελαφρά όξινο μεταξύ 5 και 6 (184) ενώ μεταξύ διαφορετικών ομολόγων BSH υπάρχει 
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διαφορετική τιμή βέλτιστου pH (187-188).Επίσης επειδή η δράση BSH του DSMZ μελετήθηκε 

ως προς το ταυροδεοξυχολικό είναι πιθανό να μην εμφανίζεται στο ταυροχολικό ή σε χολικά 

οξέα συζευγμένα με γλυκίνη που θεωρούνται και περισσότερο τοξικά (184). 

H ιντερλευκίνη IL-6 ανήκει στην κατηγορία των κυτταροκινών και η επίδραση της στον 

ανοσοποιητικό σύστημα είναι ρυθμιστική. Μπορεί να έχει προφλεγμονώδη δράση 

διεγείροντας το ανοσοποιητικό κατά πιθανών εισβολέων αλλά και αντιφλεγμονώδη 

αναστέλλοντας την παραγωγή του TNF-a και προάγοντας την παραγωγή της 

αντιφλεγμονώδους IL-10 (181). Επίσης η δράση της εξαρτάται από την  παράλληλη  παραγωγή  

του αντιφλεγμονώδους TGF-b ή με την IL-23 καθώς ο συνδυασμός IL-6 και TGF-b οδηγεί στην 

παραγωγή Treg17 κυττάρων που είναι ανοσορυθμιστικά ενώ ο συνδυασμός IL-6 και IL-23 

οδηγεί σε παραγωγή των Th17 κυττάρων που έχουν κυτταροτοξική δράση (182). Συνεπώς 

ανάλογα με το αν απαιτείται δράση ενάντια στα παθογόνα ή δράση ως προς φλεγμονώδεις 

νόσους πρέπει να ελέγχεται με ποιους άλλους παράγοντες συνδυάζεται η παραγωγή της IL-6 

υπό την επίδραση ενός προβιοτικού στελέχους στα κύτταρα του ξενιστή. 

Οι υπό μελέτη λακτοβάκιλλοι δεν εμφάνισαν στατιστικά σημαντική παραγωγή IL-6 κατά την 

επίδραση τους σε κύτταρα Caco2. Εφαρμόστηκε όμως μη παραμετρικό τεστ λόγω της μεγάλης 

διαφοράς στην διακύμανση μεταξύ των στελεχών( του στελέχους AnLb 52 με τα υπόλοιπα). 

Σύμφωνα με όμως με  σύγκριση με παραμετρικό τεστ  φαίνεται ότι υπάρχει στατιστικά 

σημαντική παραγωγή IL-6 σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα για το  AnLb 52, συνεπώς 

απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την εξακρίβωση αυτού του φαινομένου. Εφόσον ισχύει 

είναι απαραίτητο να ελεγχθεί εάν παράγονται ταυτόχρονα και άλλοι παράγοντες και ιδιαίτερα 

TGF-b ή IL-23 ώστε να δούμε εάν το στέλεχος εμφανίζει δράση κατά των παθογόνων ή 

αντιφλεγμονώδη. Επίσης κανένα στέλεχος δεν εμφάνισε κυτταροτοξική δράση. 

Τα υπό εξέταση στελέχη δεν εμφάνισαν δράση BSH. Το μόνο στέλεχος που εμφάνισε δράση 

υδρολάσης ήταν το στέλεχος ελέγχου το  L.acidophilus DSMZ 20079. To συγκεκριμένο στέλεχος 

έχει βρεθεί ότι παράγει μία πρωτεΐνη με δράση υδρολάσης (167), ενώ στην βιβλιοθήκη του 

NCBI Identical Proteins βρέθηκαν δύο διαφορετικές καταχωρήσεις  για πρωτεΐνες με δράση 

υδρολάσης, από δύο διαφορετικούς γενετικούς τόπους , οι οποίες μετά από Blast βρέθηκαν 

ταυτόσημες.  H δραστικότητα του DSMZ προσδιορίσθηκε 4,38   ενώ τα εμπορικά διαθέσιμα 

στελέχη με την μεγαλύτερη BSH δραστικότητα είναι ο L. plantarum 299v με δραστικότητα 1,70 

και ο L. plantarum του προβιοτικού προϊόντος VSL#3 με δραστικότητα 2,00 (168).  

Στον Πίνακα 8  φαίνεται η δραστικότητα των παραπάνω στελεχών. 
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Πίνακας 8.  Δραστικότητα BSH των στελεχών DSMZ 20079, L.plantarum 299v και L. 
plantarum VSL#3 
 
 

 
          ΣΤΕΛΕΧΟΣ 

 
                                BSH ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 

DSMZ 20079 4,38 

L. plantarum 299v 1,70 

L. plantarum VSL#3 2,00 

 
 

 Βιβλιογραφικά ο DSMZ 20079 φαίνεται να εμφανίζει μία μόνο πρωτεΐνη με δράση BSH που 

πιθανόν να περιορίζει την δράση του σε σχέση με στελέχη που εμφανίζουν πολλαπλά ομόλογα 

της πρωτεΐνης καθώς αυτά μπορούν να έχουν καλύτερη προσαρμογή σε διαφορετικούς 

τύπους χολικών οξέων ή σε διαφορετικούς χρόνους έκθεσης σε αυτά(185-186). Καθώς το 

βέλτιστο pH για την  δράση BSH των διαφόρων στελεχών είναι ελαφρά όξινο και κυμαίνεται 

μεταξύ 5 και 6 το στέλεχος θα εμφανίζει δράση BSH σε συγκεκριμένη περιοχή pH, στην οποία 

όμως θα εμφανίζει σημαντική δράση .  

Οι μελλοντικές μελέτες θα πρέπει να επικεντρωθούν: 

 στην επιβεβαίωση της ύπαρξης μοναδικής πρωτεΐνης με δράση BSH και εφόσον αυτό 

επιβεβαιωθεί σε περαιτέρω διερεύνηση για την επίδραση του pH και των άλλων τύπων 

χολικών οξέων στην δράση BSH. 

  στην μελέτη της επίδρασης του συγκεκριμένου στελέχους στα επίπεδα χοληστερόλης 

του πλάσματος και στο βάρος με χρήση πειραματόζωων και κλινικές μελέτες στον 

άνθρωπο. 

 Στην μελέτη της ικανότητας να μεταβολίζει τα μη συζευγμένα χολικά οξέα σε 

δευτερογενή ή να τα απορροφά στο εσωτερικό των κυττάρων του ώστε να 

εξασφαλίζεται η ασφάλεια της χρήσης του. 
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ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΜΕΘΟΔΟΥ  

Η συγκεκριμένη μελέτη έγινε με χρήση in vitro μεθόδων και μελετήθηκαν μονήρη στελέχη 

λακτοβακίλλων. Στον  μικροβιόκοσμο στο έντερο υπάρχει δυναμική αλληλεπίδραση μεταξύ 

των διαφόρων στελεχών των βακτηρίων αλλά και των άλλων μικροοργανισμών που τον 

αποτελούν με αποτέλεσμα η προς μελέτη δράση να τροποποιείται σημαντικά. Συγκεκριμένα : 

 Η ικανότητα προσκόλλησης των  στελεχών των λακτοβακίλλων έγινε πάνω σε 

διαφοροποιημένα κύτταρα Caco2 που προσομοιάζουν στα κύτταρα του εντερικού 

επιθηλίου. Δεν έχουν όμως άλλα κύτταρα που έχει το εντερικό επιθήλιο όπως είναι τα 

Goblet  κύτταρα που παράγουν βλέννη, τα οποία έχει η κυτταρική σειρά HT29, 

συνεπώς στερούνται βλεννογόνου και άρα δεν υπάρχει η συνολική δομή του επιθηλίου 

του εντέρου(130).  

 Οι συνθήκες που ελέγχθηκαν οι υπό μελέτη λακτοβάκιλλοι για την ικανότητα 

προσκόλλησης τους δεν προσομοιάζουν στις συνθήκες λειτουργίας του εντέρου, διότι 

υπάρχουν πολλοί παράγοντες που επηρεάζουν την προσκόλληση όπως ο ήδη υπάρχον 

μικροβιόκοσμος και η κινητικότητα του εντέρου καθώς και τα βιοδιαθέσιμα θρεπτικά 

(95). 

 Το διάλυμα στο οποίο έγινε η δοκιμασία για τον έλεγχο ανθεκτικότητας στο pH  

προσομοιάζει στα γαστρικά υγρά μόνο ως προς το pH και την παρουσία πεψίνης. Τα 

γαστρικά υγρά όμως περιέχουν διαιτητικά στοιχεία τα οποία επηρεάζουν θετικά την 

επιβίωση των στελεχών όπως μεταβολίσιμοι υδατάνθρακες ή αρνητικά όπως τα χολικά 

οξέα. 

 Το ίδιο ισχύει και για την δοκιμασία των χολικών οξέων καθώς το διάλυμα 

προσομοιάζει στην παρουσία χολής 0,3% (w/v) ενώ έχουμε μεταβολή της 

συγκέντρωσης της χολής που κυμαίνεται από 1,5% έως 2% (w / v) στην πρώτη ώρα της 

πέψης, και μειώνεται στη συνέχεια σε περίπου 0,3% (w / v) (183) αλλά και θρεπτικά 

στοιχεία από την διατροφή που δρουν προστατευτικά στους βάκιλλους ως προς τα 

χολικά. 

 Ομοίως όπως και στην προσκόλληση η παραγωγή κυτταροκίνης πρέπει να ελεγχθεί και 

σε άλλες κυτταρικές σειρές καθώς μπορεί να διαφέρουν τα αποτελέσματα ανά 

κυτταρική σειρά αλλά και η παραγωγή κυτταροκίνης IL-6 να επηρεάζεται όταν τα 

στελέχη αλληλεπιδρούν με άλλους μικροοργανισμούς του μικροβιόκοσμου. 
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 Η συγκεκριμένη μέθοδος μέτρησης της δράσης BSH είναι ημιποσοτική. Για την 

επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων είναι απαραίτητο να  γίνει και ποσοτική μέτρηση της 

BSH με υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης (high-pressure liquid chromatography -

HPLC)και  συσχέτιση των αποτελεσμάτων  των δύο μεθόδων μεταξύ τους. Επίσης η 

δράση BSH των στελεχών μπορεί να τροποποιείται όταν αυτά αλληλεπιδράσουν με τον 

μικροβιόκοσμο του εντέρου. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Τα υπό μελέτη στελέχη ελέγχθηκαν ως προς τις προβιοτικές ιδιότητες της ικανότητας 

προσκόλλησης, της επίδρασης στην παραγωγή κυτταροκίνης IL-6 από κύτταρα Caco2 και στην 

βιωσιμότητά τους, της ανθεκτικότητας στο pH, της ανάπτυξης παρουσία χολικών οξέων και της 

δράσης υδρολάσης των χολικών οξέων. Στον Πίνακα 9 φαίνεται το συνολικό προφίλ 

προβιοτικών ιδιοτήτων που εμφάνισαν τα υπό μελέτη στελέχη . 

 
Πίνακας 9 Συνολικό προφίλ προβιοτικών ιδιοτήτων των υπό μελέτη λακτοβακίλλων 
 

 Προσκόλληση IL6/ 

κυτταροτοξικότητα 

pH2 pH3 Χολικά άλατα BSH 

AnLb6 + -/- - + + - 

AnLb17 + -/- - - + - 

AnLb44 + -/- - + - - 

AnLb46 - -/- - + - - 

AnLb52 - -/- - + ++ - 

 
Με (+) ή (-) σημαίνεται αντίστοιχα η εμφάνιση ή όχι η ιδιότητα και με (++) όταν η ιδιότητα 
που εμφανίζεται προσομοιάζει σε αυτή του μάρτυρα. Με κόκκινο σημαίνονται όσα 
θεωρούνται ότι είναι ευεργετικά για τον ξενιστή  
 
 

Όπως φαίνεται το στέλεχος το οποίο εμφανίζει τις περισσότερες θετικές ιδιότητες είναι το 

στέλεχος AnLb 6 και απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση. Τα στελέχη AnLb 17 και το AnLb 52 

λόγω της καλής τους ανοχής στα χολικά οξέα καθώς και της θετικής ιδιότητας προσκόλλησης 

του AnLb 17 επίσης είναι πιθανά στελέχη για περαιτέρω έλεγχο. To AnLb 44 επίσης εμφανίζει 

τον ίδιο αριθμό προβιοτικών ιδιοτήτων, όμως δεν εμφανίζει ικανότητα ανάπτυξης παρουσία 

χολικών οξέων, που είναι πολύ βασική προβιοτική ιδιότητα. 
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