Bacillus subtilis— vdimas salarelv haiguste vastu.
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Probiootikumid on WHO poolt defineeritud kui elus mikroorganismid, mis piisavas koguses
manustatuna omistavad peremeesorganismi tervisele positiivset efekti (Cutting, 2011). Lisaks teada-
tuntud faktile, et probiootikumid parandavad soole mikrobiootat konkureerides patogeenidega
elupaikade parast, parandavad nad ka soole barjaari funktsiooni ja avaldavad
immunomodulatoorset’ m&ju. Uuringud on naidanud, et soole mikrobioota ei mangi rolli ainult
seedeslisteemiga seotud infektsioonides ja hairetes, vaid mdjutab kogu organismi tervikuna.
(Fujimura et al., 2014, Lin and Zhang, 2017)

Probiootikumidena on siiani peamiselt tuntud ja kasutusel piimhapet tootvad bakterid,
Lactobacillus‘ed ja Bifidobacterium’id, ning teised probiootilised bakterid, sh Bacillus’ed, on jaanud
nende varju. Bacillus bakterid on looduses (mullas, vees, 6hus) vaga laialt levinud ning neid leidub ka
toiduainetes, nt teraviljas ja isegi pastoriseeritud ja kiipsetatud toodetes. Bacillus'te tiivesid on
probiootikumidena kasutatud vahemalt 60 aastat, kuid teaduslik huvi Bacillus’te kui probiootikumide
vastu algas umbes 20 aastat tagasi. Kéige p6hjalikumalt uuritud Bacillus'te liigid on Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans and Bacillus licheniformis. (Cutting, 2011)

Bacillus probiootikumidel on mitmeid eeliseid piimhappebakterite ees. Peamised eelised annab
Bacillus’te vdime moodustada kahjulikes keskkonnatingimustes spoore?. Spoorid on stabiilsed laias
pH vahemikus (erinevalt osadest piimhappebakteritest), mistdttu on nad voimelised vaga edukalt
labima mao happelise barjaari ja kogu véetud doos jéuab intaktsena soolestikku. Piimhappebakterid
on aga tihti tundlikud maohappele ja véivad selle toimel inaktiveeruda. Piimhappebakterid on
tundlikud ka temperatuurile, mis tdhendab, et nad sailivad kilmikus vaid lihikest aega, Bacillus'te
spoore sisaldavaid probiootikume vdib sdilitada aga toatemperatuuril kuivatatud pulbrina pikka aega.
(Cutting, 2011, Suva et al., 2016, Levefre et al., 2017) Lisaks eelnevale on piimhappebakterite kasv
aeglane (Suva et al., 2016) ja nad suudavad kasvada vaid aeroobsetes tingimustes. Bacillus'ed
seevastu on kiire kasvuga ja voimelised kasvama ka hapnikuta, kasutades lammastikku elektronide
aktseptorina (Sorokulova et al., 2013). Bacillus’ed on atraktiivsed oma metaboolse aktiivsuse tottu,
mis avaldub nende vGimes toota antibiootikume ning erinevaid ensiiiime, aminohappeid ja vitamiine
(Sorokulova et al., 2013, Olmos and Paniagua-Michel, 2014). Metaboolselt kdige silmapaistvam on
Bacillus subtilis, kelle genoomist 4-5 % on seotud antibiootikumide tootmisega, tootes 66 erinevat

! Immunomodulatoorne — véime muuta véi reguleerida immuunfunktsioone.

2 Spooride moodustumine sdltub toitainete kattesaadavusest bakteriraku vahetus laheduses. Kui bakter tajub
toitanete koguses langust, siseneb ta Umberpdératavasse arengusse, mille tulemusel tekib bakteriaalne spoor.
Spoori siidames on inaktiivne kondenseerunud kromosoom ning spoori imbritseb peptiidoglikaani rikas kiht ja
valgulise materjali kiht, nn spoori mantel.
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antibiootikumi. Lisaks sellele toodab B.subtilis ka hulgaliselt essentsiaalseid enslilime
(proteolidtilised, lipoliittilised ja tselluloliititilised). (Sorokulova et al., 2013)

Mil moel Bacillused probiootilist toimet omavad, ei ole taielikult selge, kuid arvatakse, et see toimub
Iabi antimikroobsete ainete tootmise, immuunsisteemi stimulatsiooni (aidates seelabi
immuunsisteemil patogeene térjuda) ja soole miklofloora parandamise (konkureeriv kleepumine
soole pinnale) (Casula and Cutting, 2002).

B. subtilis'e spooride viimet soolestikus germineeruda, kasvada ja ajutiselt sool koloniseerida on
naidatud nii hiirtes (Casula and Cutting, 2002, Tam et al., 2006) kui inimestes (Hong et al., 2009), mis
naitab, et nad on adapteerunud elule soolestikus ja neid ei tuleks kasitleda kui pelgalt mulla
mikroorganisme, vaid peremeesorganismiga unikaalset siimbiootilist suhet omavat soole mikrofloora
liilkmeid (Cutting, 2011). B.subtilis esineb seedetraktis (ja ka looduses) peamiselt biokilena®, olles
seotud limaskestale voi toiduosakestele (Hong et al., 2009).

Esimesi toendeid B.subtilis’e positiivsest m&just inimesele tervisele voib leida juba 600 aasta tagusest
ajast, kui leiutati Jaapani populaarne toit Natto, mis kujutab endast Bacillus subtilis’ega
fermenteeritud sojaubasid (Shurtleff and Aoyagi, 2012). On leitud,et Natto tarbimine aitab ennetada
arterioskleroosi, vahendades lipiidide perokstidatsiooni (Iwai et al., 2002), tiilip 2 diabeeti (Kwon et
al., 2010) ja osteoperoosi postmenopausis naistel (lkeda et al., 2006). Lisaks sellele vdib Natto
s66mine vahendada allergiate teket, aidata tugevdada immuunsust (Shurtleff and Aoyagi, 2012) ning
hoida vererdhku kontrolli all (Hayashi et al., 1976).

Bacillus subtilis’t sisaldavad probiootikumid on Aasias laialt levinud ja nendega on labi viidud ka
hulgaliselt kliinilisi uuringuid, mille tulemused on publitseeritud Hiina ja Korea ajakirjades. Nende
uuringute Ulesehitus on aga paljuski puudulik, mistdttu on saadud tulemusi raske interpreteerida.
Vaatamata sellele on need uuringud vaartuslikud, kuna nende pé&hjal on selgelt ndha B.subtilis’e
positiivset mdju inimese tervisele, aidates nditeks kroonilise kéhulahtisuse, pdletikulise soolehaiguse,
haavandilise koliidi ja Helicobacter pylori nakkuse puhul. (Tompkins et al., 2009)

B.subtilis‘t kasutatakse edukalt nii taime-, looma- kui kalakasvatuses. On naidatud, et B.subtilis
kaitseb taimi seenhaiguste eest (Marten et al., 2000), tGstab vasikate immuunsust labi
immunoglobuliin G (IgG) ja interferoon gamma (IFN-y) taseme tdstmise (Sun et al., 2010), suurendab
karpkalade elulemust, kaalutdusu,hemoglobiini ja valgu taset (Rajesh et al., 2006). B.subtilis
soodustab ka krevettide kasvu, hoides krevetikasvatuses patogeensete vibrioonide kasvu kontrolli all
(Vaseeharan and Ramasamy, 2003) ning tootes proteaasi, mis parandab toidu seeditavust (Liu et al.,
2009).

B.subtilis on vaga efektiivne inimeste kéhulahtisuse ravis (Mazza, 1994), olles isegi efektiivsem kui
Lactobacillid (Sorokulova, 2013). Agedate seedetrakti infektsioonide puhul aitab peatada
kdhulahtisuse ja kdhuvalu ning taastab soole mikrofloora tasakaalu (Gracheva et al., 1995). B.subtilis
omab ka tugevat inhibeerivat aktiivsust Salmonella enteritidis e infektsiooni vastu (Thirabunyanon

* Biokile ehk biofilm on limakihiga tmbritsetud mikroorganismide kooslus, mis tekib piirpindadele. Mikroobsed
rakud kleepuvad Uksteisega elus vdi eluta pinnal isetoodetud maatriksil.
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and Thongwittaya, 2012). Agedate seedehiiretega vastsiindinutel l4biviidud kliiniline uuring niitas, et
B.subtilis omab korget profilaktilist ja terapeutilist efekti diisbakterioosile ja kdhulahtisusele
(Slabospitskaia et al., 1994).

Antibiootikumide tarbimisega seotud k&hulahtisus (AAD) on k&ige levinum antibiootikumide

tarbimise kdrvalmdju, mis tuleneb soole miklofoora koostise ja koguse muutustest. B.subtilis’e
tarbimine antibiootikumiravi ajal vahendas margatavalt AAD esinemist (25,6% ja 7,8%) ja ka teiste
antibiootikumide kasutamisega seotud kdrvalmdjusid nagu oksendamine, iiveldus, kdhupuhitus,

kdhuvalu. (Horosheva et al., 2014) B.subtilis e positiivset mdju antibiootikumiravi saavatele alla 2
aastastele lastele on ndhtud ka juba aastakiimneid tagasi (Benoni et al., 1984).

Péletikuline soolehaigus (Inflammatory bowel disease - IBD) on krooniline soolestiku haire, mille
tudpilisteks simptomiteks on alakdhuvalud, kdhulahtisus, palavik, kaalulangus, aneema jt. Ravimid,
mida poletikulise soole raviks kasutatakse, on kiill efektiivsed, kuid kallid ja pikaajalisel kasutamisel
korvaltoimetega. Seet6ttu on hakatud otsima soodsamaid ja turvalisemaid vahendeid IBD
leevendamiseks. Kuna soolestiku miklofloora mangib rolli IBD tekkes, on iheks potentsiaalseks
abivahendiks probiootikumid. Inimese IBD uurimisel kasutatakse peamiselt rottidel pdhinevat
mudelit, mille puhul rottides kutsutakse koliit esile trinitrobenseensulfoonhappega (TNBS). Indias
labiviidud uuringus vorreldi B.subtilis’e ja konventsionaalse IBD ravimi Mesacoli m&ju TNBS-
indutseeritud koliidiga rottidele. Leiti, et B.subtilis leevendas kdhulahtisust ja aitas ka kaalulanguse
peatada, kusjuures Mesacol kaalulangusele ei méjunud. B.subtilis e tarbimine alandas ka poletikku
tekitavate (proinflammatory) tsiitokiinide taset, mida Mesacol samuti ei teinud. Pdletikuvastaste
tsutokiinide taset tostsid aga molemad. (Selvam et al., 2009)

B.subtilis’e vbimet alandada podletikku tekitavate tsttokiinide taset on nahtud ka teises uuringus
(Zhang et al., 2016). Zhang et al poolt leiti lisaks, et B.subtilis muutis soole mikrofloora koostist,
vahendades Acinetobacter sp., Ruminococcus sp., Clostridium spp. ja Veillonella sp. taset (1BD
patsientidel on nende bakterite osakaal kdrge) ning tdstes Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., ja
Butyricicoccus sp taset. B.subtilis’e vdimet suurendada Lactobacillus'te arvu ja vahendada E.coli hulka
on nahtud ka sigade (Guo et al., 2006, Hu et al., 2014) ja kanade (Wu et al., 2011) soolestikus.
Lactobacilli’de kasvu edendamise pdhjuseks vib olla B.subtilis’e vdime toota katalaasi®ja subtilisiini
(valku lagundav ensiiim) (Hosoi et al., 2000). B.subtilis’e tarbimine suurendab ka liihikese ahelaga
rasvhapete (SCFA) taset, millel on samuti pdletikuvastane funktsioon. B.subtilis’e positiivne mdju IBD
puhul hélmab seega B.subtilis’e voimet mdjutada kasulike ja kahjulike bakterite tasakaalu ning
poletikku tekitavate ja pdOletikuvastaste ainete tasakaalu. (Zhang et al., 2016)

Lisaks eelnevale parandab B.subtilis IBD puhul soole epiteeli (fiilisiline barjaar soole mikroobide ja
soole kudede vahel) funktsiooni ja soole kudede kahjustusi, Glesreguleerides TJ> valkude

* Katalaas — ensltiim, mis kaitseb rakku reaktiivsete hapniku osakeste eest, katallisib vesinikperoksiidi lagundamist veeks ja
hapnikuks

> Soole epiteeli rakud on omavahel Gihendatud transmembraansete TJ (tight junction) valkudega, see on soole esmane
barjaar patogeenide ja toksiinide vastu. Muutused TJ valkudes p&hjustavad soole barjaari halvenemist, mis viib p&letiku ja
soolestiku haireteni (Gu et al., 2014).
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ekspressiooni ja vahendades TJ komplekside labitavust (Gu et al., 2014, Gong et al., 2016) ning
suurendades mutsiinide® ekspressiooni (Zhang et al., 2016).

Kuna inimese vananedes muutub immuunsisteem ndrgemaks, on vanemad inimesed
vastuvotlikumad viiruslikele hingamisteede ja sooltepdletikele, mis sageli pohjustavad ka suremust.
Hiljutises vanematel inimestel, keskmise vanusega 63,3, labiviidud uuringus leiti, et B.subtilis
suurendas oluliselt (45% vorreldes kontrollgrupiga) sekretoorse immunoglubuliin A (SIgA) taset
valjaheites ja siljes (Lefevre et al., 2015). SIgA on vétmeelement soole mikrobioota homeostaasi
sailitamises ning soolestiku ja hingamisteede kaitses patogeende eest (Mantis and Forbes, 2010,
Suva, 2016). Vorreldes platseeboga vahenes B.subtilis’t saavatel patsientidel hingamisteede
nakkustesse haigestumise sagedus (Lefevre et al., 2015). B.subtilis suurendas ka interferoon-gamma
(IFN-gamma) taset seerumis (Lefevre et al., 2015). IFN-gamma taseme t6usu Bacillus ‘te poolt on
naidatud ka hiirtes (Xu et al., 2012) ja vasikates (Sun et al., 2010). IFN-gamma kaitseb erinevate
nakkushaiguste eest, sh viirusinfektsioonid, stimuleerides makrofaagide ja naturaalsete killerrakkude
produktsiooni (Suva et al., 2016).

B. subtilis’e vdimet toota antibiootikume on margatud juba Ule 60 aasta. Tanaseks on teada, et 4-5 %
B. subtilis’e genoomist on seotud antibiootikumide tootmisega, voimaldades toota 66 erinevat
antibiootikumi. (Sorokulova et al., 2013) Peamise osa antimikroobsetest ainetest moodustavad
peptiidid, kuid esinevad ka mdned poliketiidid, aminosuhkur, fosfolipiid (Stein, 2005). Peptiidide
antimikroobse toime tdpne mehhanism pole teada, kuid arvatakse, et nad tekitavad kanaleid ja /v3i
I6huvad bakterite rakukesta (Sumi et al., 2014). Md&ningaid antibiootikume (nt. subtilosin, surfactin,
bacilysin) on voimelised tootma paljud B.subtilis’e tlived, kuid osad on vaid tlvespetsiifilised (nt.
subtilin, ericin ja mersacidin) (Stein, 2005).

B.subtilis’e poolt toodetud lipopeptiidsed antibiootikumid on madala molekulmassiga pindaktiivsed
ained, mis on vdimelised muutma piirpindade fldsikalisi ja/v6i keemilisi omadusi. Kdige tuntum ja
enimuuritud B.subtilis’e poolt toodetud lipopeptiidne antibiootikum on Surfactin. Arvatakse, et need
mdjutavad B.subtilis’e ellujagamist oma loomulikus keskkonnas, aidates B.subtilis’e rakkudel
konkurente samadelt elupaikadelt tdrjuda. Naditeks suudab Surfactin inhibeerida teiste bakterite, sh
inimese patogeeni Salmonella enterica, biokile moodustamist. (Stein, 2005)

Surfactin toimib havitavalt kamikoplasmale, lagundades viimase membraani. Madalatel
kontsentratsioonidel tekitab membraani lekke, kdrgematel lagundab membraani taielikult, mille
tagajarjel mukoplasma rakk IGhkeb. Erinevalt nt tetratsikliinist (antibiootikum), mis siseneb
miikoplasma rakku ja inhibeerib selle metabolismi, tapab Surfactin miikoplasma koheselt, mistéttu ei
ole ohtu resistentsuse tekkeks. Surfactin seondub rakumembraanidele selektiivselt, s6ltuvalt
membraani lipiidsest koostisest. Surfactin’i rasvhappeline osa eelistab membraaniga seondumiseks
korge kolesterooli ja fosfolipiidide kontsentratsiooniga kohti. Kuna mikoplasmas on fosfolipiidide
osakaal membraanis kdrgem kui eukartiootide rakkudel, on need rakud Surfactin’ile
vastuvotlikumad. (Vollenbroich, et al., 1997)

® Mutsiinid on suured valgud, mis katavad ja kaitsevad epiteeli.
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Surfaktin inaktiveerib efektiivselt ka herpes- ja retroviirused ning teised imbrisega viirused
(Vollenbroich, et al., 1997). B.subtilis’e viirusevastast toimet on naidatud ka gripiviirusele (Sorokulova
et al., 2013). Lisaks eelnevale on leitud, et Surfactin inhibeerib ka inimese rinnavahi rakkude kasvu.
(Lee et al., 2012).

B.subtilis’e toodetud antibiootikumid on efektiivsed ka Helicobacter pylori vastu. Helicobacter pylori
nakkus on peamine kroonilise gastriidi ja haavandilise soole pShjustaja ning sooltevahi riskifaktor.
Raviks sobivaid antibiootikume on vahe ja resistentsuse tekke oht suur, mistottu piiitakse leida
alternatiivseid ravivahendeid. Prantsusmaal labiviidud uuring naitas, et B.subtilis inhibeerib pylori
kasvu in vitro. Samas uuringus isoleeriti ka kaks B.subtilis ‘e poolt toodetud antimikroobset ainet,
millest Uks identifitseeriti kui amicoumacin A. Identifitseeritud antibiootikum oli vdaga aktiivne ka
Enterococcus faecium’i, Shigella flexneri ja C. jejuni suhtes, kuid ei omanud erilist aktiivust
piimhappebakterite, E.coli ega B.fragilis’e suhtes. (Pinchuk et al.,2001) B.subtilis parandab ka
Helicobacter pylori raviks kasutatavate tavaravimite toimet ja vdhendab nende kdrvalmdjusid (Park
et al., 2006.)

Lisaks antibiootikumidele toodab B.subtilis ka baktereid havitavaid ensiiime (Lee and Lee, 2011).

B.subtilis’est voib olla abi kGhukinnisuse puhul. On leitud, et B.subtilis’e tarbimine toetab regulaarset
sooletegevust (Labellarte, 2014) ning koos laktuloosiga tarbituna on efektiivsem kdhukinnisuse
leevendaja kui laktuloos Uksi (Liu et al., 2012).

B.subtilis voib aidata ka Ulekaalulisuse puhul. Katsed tilekaalulistel hiirtel on ndidanud, B.subtilis
leevendab oksilidatiivset stressi ja lipiidide metabolismi homeostaasi (Lei et al., 2015). B.subtilis’est
vOib abi olla ka atoopilise dermatiidi (lwasawa et al., 2011) ja igemepdletiku puhul (Tsubura et al.,
2009). Lisaks on leitud, et B.subtilis toodab DNA-d kaitsvaid aineid ja antiokslidante (Prazdnova et al.,
2015).

B.subtilis on tunnistatud ohutuks FDA (Food and Drug Administration) poolt (Suva et al., 2016). Toidu
koostisosana kasutatavate mikroorganismide puhul on kohustuslik testida nende tundlikkust teatud
antibiootikumide suhtes, hindamaks, kas esineb ohtu resistentsuse tekkeks. B.subtilis on tundlik
koigile antibiootikumidele, mis on vélja toodud Euroopa Toiduohutusameti poolt (vancomycin,
gentamycin, anamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol)
(Sorokulova et al., 2008, Lefevre et al., 2017). Uuringud on naidanud, et B.subtilis on
mittepatogeenne ja inimesele ohutu. B.subtilis ei ole tsttotoksiline, ei mojuta maksa- ja
neerufuktsioone, vererdhku ega stidame l66gisagedust (Lefevre et al., 2017), ei kutsu esile muutusi
kudedes (Sorokulova et al., 2008), ega oma hemolidtilist efekti (Sorokulova et al., 2008, Lefevre et
al., 2017). Suukaudselt tarbitud B.subtilis’e spoorid ei ldbi soole limaskesta ja viljutatakse
valjaheidetega (Lefevre et al.,2017). B.subtilis’e head talutavust on nahtud paljudes kliinilistes
uuringutes (Gracheva et al., 1995, Selvam et al., 2009, Horosheva et al., 2014, Lefevre et al., 2015).
B.subtilis’e ohutuse kasuks radgib ka pikk ajalugu B.subtilis't sisaldavate toitude (natto, ogiri, ugba jt )
ohutul tarbimisel Aafrika ja Aasia maades (Levefre et al., 2017).
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Kokkuvote

Arvukad teadusuuringud on t8estanud, et inimese tervislik seisund soltub vaga suures osas soole
mikrobiootast, mistdttu on selle tasakaalus hoidmine hea tervise tagamiseks tlioluline. Soole
mikrofloorat aitavad tasakaalustada probiootikumid. Kuni tdnaseni on probiootikumidena peamiselt
kasitletud piimhappebaktereid, kuid aina rohkem on hakanud tuntust koguma ka teised bakterid, nt
Bacillus’ed. Viimaste silmapaistvaim esindaja on B.subtilis, kelle potentsiaali probiootikumina on
viimastel aastakiimnetel laialdaselt uuritud. Lisaks kasulike ja kahjulike bakterite tasakaalu
mdojutamisele omistab B.subtilis positiivset efekti inimese tervisele veel mitmel muul moel:

e Tootes antimikroobseid aineid (antibiootikumid ja enslilimid), mis on otseselt
haigustekitajaid havitava toimega.

e Tootes ensiilime, mis aitavad kaasa seedesiisteemi tddle.

e Stimuleerides immuunsisteemi haigustekitajatega voitlema.

e Parandades soole barjaari fuusilist seisundit, tokestades seeldbi patogeenide paasu
vereringesse.

e Mojutades poletikku tekitavate ja poletikuvastaste ainete tasakaalu.

Arvukad teaduslikud ja kliinilised uuringud on naidanud, et B.subtilis on vdga mitmekilgne ja
atraktiivne probiootikum, kellest vdib abi olla paljude erinevate tervisehddade puhul:

e Leevendab pdletikulise soolehaiguse siimptomeid.

e Inhibeerib Helicobacter pylori kasvu ning parandab H.pylori raviks kasutatavate tavaravimite
toimet ja vahendab nende kdrvalmagjusid.

e TOstab vanematel inimestel immuunsust, vihendades haigestumist hingamisteede ja
seedesiisteemi nakkustesse.

e Vahendab antibiootikumidega seotud kéhulahtisust ja teisi antibiootikumide kasutamisega
seotud kdrvalmojusid.

e On efektiivne dgedate seedetrakti infektsioonide puhul, sh Salmonella.

e On efektiivne kroonilise kdhulahtisuse puhul.

e Onviirusevastase toimega.

e  On mikoplasma vastase toimega.

e Toetab regulaarset sooletegevust, leevendades kdhukinnisust.

e Vdib aidata ka atoopilise dermatiidi, tilekaalu ja diabeedi puhul.
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B.subtilis’e ohutust ja mittepatogeensust on kinnitatud mitmete uuringutega ning B.subtilis on
tunnustatud ohutuks ka FDA poolt. B.subtilis’e multifunktsionaalsus ja korduvalt tdestatud
efektiivsus naitavad, et B.subtilis’el on potentsiaali tdusta ohutuks, efektiivseks ja soodsaks
alternatiiviks antibiootikumide jt ravimite kasutamisele erinevate haigusseisundite puhul.
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