POST. MIKROBIOL.,
2010, 40, 2, 87-96
http://www.pm.microbiology.pl

BAKTERIOCYNY PROBIOTYCZNYCH PALECZEK
Z. RODZAJU LACTOBACILLUS

Anna Slonska*!, Danuta Klimuszko!

! Zaklad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Katedra Nauk Przedklinicznych
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wplyneto w marcu 2010 r.

1. Wprowadzenie. 2. Struktura genomu i plazmidy. 3. Bakteriocyny. 4. Klasyfikacja bakteriocyn. 5. Organizacja operonu biosyntezy
bakteriocyn. 6. Lokalizacja operonu biosyntezy bakteriocyn. 7. Biosynteza bakteriocyn. 8. Mechanizm dzialania bakteriocyn.
9. Bakteriocynogennos$¢ a wlasciwosci probiotyczne bakterii z rodzaju Lactobacillus. 10. Podsumowanie

Bacteriocins produced by probiotic rods of the genus Lactobacillus

Abstract: Lactobacillus is a genus of non-spore-forming, non-motile, Gram-positive facultative anaerobic or microaerophilic
rods. They are important part of normal human and animal bacterial flora commonly associated with the gastrointestinal tract and
genitourinary tract of animals and humans. They are able to produce antimicrobial substances such as bacteriocins, lactic acid
and hydrogen peroxide, which have been shown to be beneficial for controlling the overgrowth of other, potentially pathogenic,
bacteria. Bacteriocins are low-molecular weight single polypeptides or polypeptide complexes having an antimicrobial activity,
synthesized in ribosome and secreted by bacterial cells. Genes encoding bacteriocins have been reported to be present on plasmid
or genomic DNA. Lactobacilli are commonly used in the production of probiotics — a live microbial food supplements which
beneficially affect the host by improving its intestinal microbial balance. They have found wide application in probiotic products
which are used to balance disturbed intestinal microflora and related dysfunctions of the gastrointestinal track.
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1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus to Gram-dodatnie,
katalazoujemne, niesporujace pateczki badz ziarniako-
pateczki o wymiarach 0.5-1.2x1-10 um, beztlenowe
lub mikroaerofilne, nalezace do grupy bakterii fermen-
tacji mlekowej — LAB (Lactic Acid Bacteria) [29, 52].
Rodzaj Lactobacillus obejmuje znacza liczbg gatunkow,
ktoére wykazuja duzy stopien zréznicowania [95]. Obec-
nie do rodzaju Lactobacillus zaliczanych jest 145 gatun-
kéw 1 27 podgatunkéw [28, 33]. Na podstawie podo-
bienstwa sekwencji gendw 16S rRNA zostato wyodreb-
nionych pig¢ grup filogenetycznych: L. acidophilus,
L. salivarius, L. reuteri, L. buchneri i L. plantarum [85].

Pateczki Lactobacillus powszechnie wystepuja
w wielu srodowiskach, tam gdzie dostepne sa weglo-
wodany np.: w szczatkach roslinnych lub psujacych
si¢ owocach [11, 29]. Stosowane sa w procesach fer-
mentacyjnych m.in. jako starterowe kultury baktery;j-
ne do produkcji zywnosci fermentowanej, takiej jak
produkty mleczne, kiszonki, napoje, owoce, warzywa
1 migso. Zapewniaja wlasciwy przebieg procesu zaki-
szania pasz zwierz¢cych. Dodatkowo stanowia bardzo

wazny element naturalnej bioty ludzi i zwierzat, kolo-
nizujacej ich przewod pokarmowy i uktad moczowo-
ptciowy [29, 77].

Bakterie fermentacji mlekowej sa sktadnikiem pro-
biotykow, czyli preparatéw lub produktow zywnoscio-
wych zawierajacych kultury zywych mikroorganizmow,
ktore podane czltowickowi i zwierzgtom wywieraja
korzystny wplyw na organizm gospodarza poprzez
poprawe rownowagi bioty jelitowej [31]. Szczepy
z potwierdzonymi wlasciwo§ciami probiotycznymi sto-
sowane w komercyjnych produktach zywno$ciowych
naleza do gatunkow L. rhamnosus, L. acidophilus,
L. casei, L. reuteri i L. fermentum [77].

Pateczki z rodzaju Lactobacillus uwazane sa za
mikroorganizmy niepatogenne. Pomimo, ze posiadaja
status GRAS (Generalny Recognised As Safe) zano-
towane zostaty przypadki ich izolacji od pacjentow
z obnizona odpornoscia, u ktorych wystapity zakazenia
oportunistyczne, takie jak zapalenie wsierdzia, bakterie-
mia, zakazenia drég moczowych, zapalnie bton §luzo-
wych macicy, zapalenie opon mézgowych czy glebokie
ropnie i ropniaki. Jednak w zadnym z tych przypadkow
rola bakterii Lactobacillus w patogenezie zakazen nie
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zostata potwierdzona. Stwierdzono, ze ich obecnosé
w ukladzie krwiono$nym moze wynika¢ z niepra-
widtowej higieny jamy ustnej, zle przeprowadzonych
zabiegdw stomatologicznych, uszkodzenia przewodu
pokarmowego lub operacji [2, 14, 41].

Bakterie te, ze wzgledu na fermentacyjny metabo-
lizm, zostaty podzielone na 3 grupy. Pierwsza z nich
to szczepy obligatoryjnie homofermentatywne, ktore
w wyniku fermentacji cukrow produkuja kwas mleko-
wy. Druga grupa to szczepy fakultatywnie heterofer-
mentatywne, ktore podczas fermentacji cukrow moga
produkowaé sam kwas mlekowy lub jeszcze dodatko-
wo kwas octowy, etanol i dwutlenek wegla. Natomiast
trzecia grupa to szczepy obligatoryjnie heterofermen-
tatywne, ktore fermentuja cukry do kwasu mlekowego,
kwasu octowego, etanolu i CO, [8, 71, 95].

2. Struktura genomu i plazmidy

Najlepiej poznanym przedstawicielem rodzaju Lac-
tobacillus jest L. plantarum WCFS1, ktorego genom
ma wielko$¢ 3308274 pz, z 3052 otwartymi ramka-
mi odczytu 1 zawartos$cia par zasad G+C wynoszaca
44,5% [51].

Zastosowanie techniki PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) dostarczyto pierwszych szacunkowych
ocen wielkoséci chromosomalnego DNA u bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus [19, 50]. Badania Roussell’a
1 wsp. pozwolity na okreslenie wielko$ci genomu szcze-
pow L. gasseri i L. acidophilus, ktoére odpowiednio wy-
nosza 1 850 000 pz i 2 000 000 pz [79]. Sa to relatyw-
nie mate genomy, jesli poréwna si¢ je z genomami bak-
terii, takich jak E. coli (4 700 000 pz), Bacillus cereus
(5700000 pz) czy Salmonella enterica (4 800 000 pz).

Mniejsze rozmiary genomu bakterii Lactobacillus,
szczegolnie tych wystepujacych w przewodzie pokar-
mowym, moga wynika¢ z ich przystosowania do
naturalnych miejsc bytowania, bogatych w sktadniki
odzywcze, w ktorych wiele genow dla szlakoéw biosyn-
tetycznych stato si¢ niepotrzebnych. Morishita
i wsp. wykazali, ze takie szczepy Lactobacillus moga
nies¢ mutacje hamujace biosyntez¢ aminokwasow
(te szczepy przestaja by¢ prototrofami). Mogly one
rowniez wyeliminowaé ze swojego genomu geny nie-
ktorych szlakow biosyntetycznych, jako rezultat ewo-
lucji w srodowiskach bogatych w sktadniki odzywcze
[50, 64]. Zmiany w genomach powstajace podczas
adaptacyjnej ewolucji bakterii w réoznych Srodowis-
kach, moga cz¢$ciowo tlumaczyé heterogeniczno$é
rodzaju i r6znorodno$¢ w obrebie gatunku [50].

Plazmidy to pozachromosomowe ruchome elemen-
ty genetyczne, zdolne do autonomicznej replikacji i sta-
bilnego utrzymywania si¢ w komorce gospodarza, nie-
zawierajace genow metabolizmu podstawowego. Moga

one nies¢ geny opornosci na antybiotyki, geny kodu-
jace bakteriocyny i enzymy szlakéw metabolicznych
czy geny warunkujace zdolno$¢ do koniugacji [101].

Pierwsze plazmidy w komorkach bakterii Lactoba-
cillus zostalty odkryte u szczepu Lactobacillus casei
przez Chassy’ego iwsp. w 1976 roku [17]. W ko-
lejnych latach pojawito si¢ wiele prac dotyczacych
plazmidow obecnych w komorkach tych bakterii, wy-
izolowanych z materiatu roslinnego [23], migsa [3],
kiszonek [39], zakwasu [58, 94] i przewodu pokar-
mowego [47, 56]. Z badan tych wynika, ze wiele
gatunkow pateczek Lactobacillus, cho¢ nie wszystkie,
posiada jeden lub wigcej plazmidow (zazwyczaj od
1 do 10) [72, 100]. Jedynie w przypadku szczepow
Lactobacillus plantarum wykazano obecno$¢ plaz-
midow we wszystkich szczepach, pomimo, ze izolo-
wane byly z roznych $rodowisk [39, 48]. Dodatkowo
Ruiz-Barba i wsp. odkryli, Zze szczep L. planta-
rum LPC25 niesie az 16 plazmidow [81].

Okoto 38% gatunkow nalezacych do rodzaju Lac-
tobacillus zawiera plazmidy, ktorych wielkos¢ waha
si¢ od 1200 pz do 1690 pz [71, 100]. U wigkszos-
ci gatunkow wystepuja mate plazmidy o wielkosci
ponizej 10000 pz. [100]. Duze plazmidy (powyzej
100000 pz) zostaly odkryte u szczepoéw: L. acidophilus
(pPM68, 110000 pz), L. gasseri CNRZ222 (150000 pz),
L. plantarum (dwa plazmidy: 108000 pz i 169000 pz)
[59, 65, 79].

Przewazajaca wigkszo$¢ plazmidéw znalezionych
u bakterii Lactobacillus to mate plazmidy kryptyczne.
Cze$¢ z nich zostala zsekwencjonowana i stwierdzono,
ze koduja one jedynie biatka niezbedne do ich repli-
kacji. Naleza do nich plazmidy wystepujace u szcze-
pow: L. plantarum (pAl, pLP1, p8014-2, pC30il,
pLB4), L. pentosus (p353-2), L. helveticus (pLJ1),
L. hilgardii (pLAB1000) [50, 72].

Istnieja rowniez plazmidy, ktorych obecnos¢ warun-
kuje specyficzne wlasciwos$ci bakterii. Takie plazmidy
niosa ze sobg geny kodujace metabolizm glukozy [57]
i innych weglowodanéw [18], aminokwasow [87],
produkcje N-acetyl-glukozaminy [93], opornos¢ na
antybiotyki [6], produkcj¢ bakteriocyn i oporno$¢ na
bakteriocyny [65] oraz wytwarzanie §luzu [3].

Znaczna wigkszo$¢ plazmidoéw, zlokalizowana
w szczepach dzikich, jest segregacyjnie stabilna i ho-
dowla takich szczepéw w warunkach laboratoryjnych
nie ma widocznego wplywu na obecnos¢ tych struktur
w komorkach bakterii [72]. Jednym z wyjatkow sa
plazmidy wystepujace u szczepoéw nalezacych do ro-
dzaju Lactobacillus, na ktoérych stabilno$¢ ma wplyw
wiele czynnikow, takich jak stosowanie antybiotykow,
podtoza, temperatura inkubacji, czy tez sposob prze-
chowywania komorek [100].

Badania Sinha wykazaly, Ze na stabilno$¢ plaz-
midéw maja wptyw warunki hodowli. Przedmiotem
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jego badan byt szczep L. plantarum caTC2, niosacy
trzy plazmidy (6500, 8500, 10600 pz), ktory byt ho-
dowany na réznych podtozach zawierajacych 2% glu-
kozy, maltozy lub laktozy, w temperaturze 30°C i 21°C
przez 7 dni. Autor stwierdzit, ze szczep hodowany na
podtozu z laktoza w temperaturze 21°C utracit jeden
z plazmidow (8500 pz) [89, 90]. Z kolei badania
Von Husby i Nes ujawnity, ze przechowywanie
przez 7 lat szczepu L. plantarum DSM1959, majacego
sze$¢ plazmidow, spowodowato utratg dwoch z nich
(pNI2 i pNI3) oraz pojawienie si¢ jednego nowego
(pNI5) [99]. Dodatkowo niektore cechy przekazywane
przez plazmidy, takie jak wykorzystanie maltozy czy
galaktozy, moga by¢ dziedziczone niestabilnie [44, 57].

Wzgledna niestabilno$¢ charakteryzujaca duze plaz-
midy nie zostata stwierdzona w odniesieniu do matych
kryptycznych plazmidéw. W szczepach L. plantarum
i L. pentosus zostaly odkryte takie plazmidy, ktore nie
moga by¢ wyeliminowane przez hodowlg w subletal-
nych temperaturach lub w obecnosci akryflawiny czy
nowobiocyny, a wigc w warunkach zwykle stosowa-
nych do leczenia wigkszosci szczepdéw z plazmidow
[12, 53]. Obecno$¢ tych matych plazmidow moze
dawac¢ szczepom selekcyjna przewage nad szczepami
pozbawionymi tych struktur w warunkach pozalabo-
latoryjnych, mimo, ze nie koduja one gendw waznych
dla komorki [72].

3. Bakteriocyny

Bakterie kwasu mlekowego odgrywaja zasadnicza
role w procesach fermentacji zywno$ci. Sa one alter-
natywa dla chemicznych konserwantow spozywczych,
od kiedy wiadomo, ze ich komoérkowe metabolity, takie
jak: kwasy organiczne (gldwnie kwas mlekowy i octo-
wy), nadtlenek wodoru oraz bakteriocyny, hamuja
wzrost bakterii patogennych i organizmow zanieczysz-
czajacych zywnos$¢ i powodujacych jej psucie [20].

Doskonatym przyktadem szczepoéw wytwarzajacych
naturalne konserwanty spozywcze sa pateczki z ro-
dzaju Lactobacillus, licznie zasiedlajace przewod
pokarmowy ludzi i zwierzat. Wprowadzenie bakterii
do uktadu pokarmowego gospodarza, pozwala skutecz-
nie regulowac sklad bioty jelitowe;j, stymulowa¢ uktad
odpornosciowy i usprawni¢ perystaltyke jelit.

Bakteriocyny to niskoczasteczkowe zwiazki che-
miczne zbudowane z prostych peptydow lub komplek-
sow polipeptydow, wykazujace whasciwosci antybakte-
ryjne, zazwyczaj wobec gatunkéw blisko spokrew-
nionych z producentem [42]. Produkowane sa przez
bakterie Gram-dodatnie, takie jak: Lactobacillus, Lac-
tococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacte-
rium, Enterococcus oraz bakterie Gram-ujemne, takie
jak: E. coli, Pseudomonas [11]. Bakterie te sa oporne

na wytwarzang przez siebie bakteriocyng, poniewaz
dodatkowo koduja bialka blokujace aktywnos$¢ bak-
teriocyny we wngtrzu komorki bakterii.

Bakteriocyny produkowane przez pateczki Lac-
tobacillus byty obiektem badan w okresie minionych
dziesigcioleci. Szczegdlna uwagg poswigcono tym
szczepom Lactobacillus, ktéore stosowano do pro-
dukcji fermentowanej zywnosci, gtdéwnie produktow
z mleka, migsa i warzyw. Badania Barefoota
i Klaenhammera wykazatly, ze 63% z 52 prze-
badanych szczepow L. acidophilus produkuje bak-
teriocyny [10]. Wytwarzane przez nie bakteriocyny
hamowaty rozwdj blisko spokrewnionych szczepow
Lactobacillus (L. helveticus, L. lactis, L. acidophilus,
L. fermentum) oraz Enterococcus faecalis [50].

4. Klasyfikacja bakteriocyn wytwarzanych
przez bakterie Gram-dodatnie

Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-
dodatnie po raz pierwszy zostaty sklasyfikowane przez
Klaenhammera w 1993 roku [49]. Klasyfikacja
ta byta wielokrotnie modyfikowana i obecnie uwzgled-
nia si¢ cztery gtowne klasy bakteriocyn, w obrgbie
ktorych utworzone zostaty podklasy [5, 38, 67].

Klasa I obejmuje lantybiotyki, bedace temostabil-
nymi peptydami o masie czasteczkowej ponizej 5 kDa.
Zawieraja one w sktadzie nietypowe aminokwasy, takie
jak lantionina lub 3-metylolantionina. Podzielono je
na dwa typy. Do typu A naleza liniowe peptydy obda-
rzone dodatnim tadunkiem, o masie czasteczkowej od
2,164 do 3,488 kDa, ktorych mechanizm dziatania
polega na tworzeniu porow w blonie komoérkowej
bakterii. Typ B to bakteriocyny o budowie cyklicznej,
majace fadunek ujemny lub pozbawione tadunku, o ma-
sie czasteczkowej od 1,959 do 2,041 kDa [42].

Do klasy II naleza bakteriocyny nielantybiotyko-
we, ktore nie zawieraja w swoim sktadzie lantioniny.
Sa to termostabilne peptydy o masie czasteczkowe;j
ponizej 10 kDa. Na podstawie roznic w ich budowie
wyodrebnione zostaly trzy podklasy. Do podklasy Ila
zalicza si¢ pedicynopodobne bakteriocyny o silnej
aktywnos$ci wobec bakterii z rodzaju Listeria. Pod-
klasa IIb obejmuje bakteriocyny dipeptydowe, ktore
do uzyskania petnej aktywnosci antybakteryjnej wyma-
gaja dziatania kompleksu ztozonego z dwoch peptydow.
Do podklasy Ilc naleza bakteriocyny wydzielane na
drodze sekrecji typu Sec.

Klasa III skupia bakteriocyny o duzej masie czas-
teczkowej (>30 kDa), termolabilne, produkowane gtow-
nie przez bakterie z rodzaju Lactobacillus [20, 42, 69].

Klasa IV obejmuje bakteriocyny, ktére do uzyska-
na pelnej aktywnosci wymagaja obecnosci czgsci lipi-
dowej lub weglowodanowej w czasteczce. Istnienie
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czwartej klasy zostalo stwierdzone w wyniku obser-
wacji, ze aktywno$¢ niektorych bakteriocyn jest nisz-
czona przez dziatanie enzymow glikolitycznych lub
lipolitycznych [42, 43, 84].

5. Organizacja operonu biosyntezy bakteriocyn

Geny kodujace produkcjg bakteriocyn zorganizowa-
ne sa w postaci operonowych klastréw. Najprostszy
klaster zbudowany jest z co najmniej dwoch genow:
genu kodujacego biatko strukturalne — bakteriocyng
oraz genu kodujacego bialko opornosci na nia. Taka
budowa operonu, ztozonego tylko z dwdch gendw,
charakterystyczna jest dla bakteriocyn klasy Ilc, wy-
dzielanych na drodze sekrecji z udziatem bialek Sec,
do ktorych nalezy diwergicyna A, produkowana przez
Carnobacterium divergens [26, 102].

W wigkszo$ci przypadkow, wydzielanie bakteriocyn
wymaga specyficznego mechanizmu eksportowego,
ktéry podlega wielu czynnikom regulacyjnym, co czy-
ni taki operon duzo bardziej skomplikowanym. Ogolna
organizacja genow biosyntezy bakteriocyn klasy Ila
i IIb jest bardzo podobna i sprowadza si¢ do uktadu
zlozonego z strukturalnego genu kodujacego peptyd
prekursorowy, genu opornosci, genow ABC-transpor-
tera (ATP-binding cassette) oraz biatka pomocniczego.
W niektorych przypadkach, dodatkowo moga wystapic¢
geny regulatorowe [26].

Przyktadem bakteriocyny pedicynopodobnej, nale-
zacej do klasy Ila, jest pediocyna AcH. Zawiera ona
N-koncowy peptyd sygnalny zlozony z dwoch reszt
glicynowych, ktory jest odcinany rdwnoczesnie z se-
krecja bakteriocyny z komdrki przez ABC-transpor-
tery. Operon biosyntezy pediocyny AcH ztozony jest
z czterech gendéw: genu kodujacego pre-pediocyne
(papA), genu kodujacego biatko opornosci (papB)
oraz dwoch gendéw regulujacych mechanizm sekrecji,
niezbednych w czasie translokacji bakteriocyny przez
btong i podczas odcinania peptydu liderowego (papC
i papD) [15].

Sakacyna A, produkowana przez L. sakei, jest
rowniez pedicynopodobna bakteriocyna, jednakze jej
operon wykazuje odmienng budoweg. Ztozony jest
z dwoch czesci rozdzielonych sekwencja 157163 i skia-
da si¢ z szeSciu gendw kodujacych: pre-sakacyng
(sapA), bialko opornosci (said), kinaze histydynowa
(sapK), biatko regulatorowe (sapR), ABC-transporter
(sapT) oraz bialko transportowe (sapE) [7].

Najbardziej skomplikowana budowg operonu maja
lantybiotyki, co wynika z tego, ze jako jedyne ulegaja
calkowitej potranslacyjnej modyfikacji. Operon bio-
syntezy lantybiotykow zawiera geny kodujace: prepep-
tyd (LanA), biatka opornosci, chronigce przed dzia-
faniem bakteriocyn (Lanl/LanE/LanF/LanG), biatka

transportowe biorace udzial w wydzielaniu przez bto-
ng¢ — ABC-transportery (LanT), proteinazg odcinajaca
peptyd liderowy (LanP), enzymy odpowiedzialne za
modyfikacje (LanB, C/LanM) oraz biatka regulato-
rowe (LanK, R) [84].

6. Lokalizacja operonu biosyntezy bakteriocyn

Synteza bakteriocyn zachodzi pod kontrola gendéw
zlokalizowanych na bakteryjnym chromosomie, na
plazmidach lub na transpozonach (zaréwno na plaz-
midzie, jak i w chromosomie).

Chromosomalna lokalizacja operonu zostata po-
twierdzona dla bakteriocyn klasy I: mutacyny II i mu-
tacyny Il (Streptococcus mutant), saliwarycyny A
(Streptococcus salivarius) oraz klasy II: enterocyny A
i B (Enterococcus faecium), diwercyny V41 (Carno-
bacterium divergens), laktacyjny F (L. johnsonii) oraz
plantarycyny A i S (L. plantarum) [4, 25, 26, 30, 43,
68, 73, 74, 78, 102].

Znacznie czeSciej operony bakteriocyn zlokalizo-
wane sa na plazmidach. Taka lokalizacja sprzyja we-
wnatrz- i migdzygatunkowemu rozpowszechnianiu si¢
genow kodujacych bakteriocyny wsrdd bakterii fer-
mentacji mlekowej. Bakteriocyny kodowane przez
geny plazmidowe to: laktycyna 481 i laktycyna 3147
(L. lactis), pediocyna PA-1 i pediocyna AcH (Pedio-
coccus acidilactici), sakacyna A (L. sakei), diwergicy-
na A (Carnobacterium divergens), enterocyna P (Ente-
rococcus faecium) i inne [7, 15, 22, 26, 60, 70, 102].

Nietypowa lokalizacj¢ operonu wykazuje nielanty-
biotykowa bakteriocyna — karnobakteriocyna BM1,
produkowana przez Carnobacterium piscicola. Pod-
czas, gdy jej gen strukturalny znajduje si¢ na bakteryj-
nym chromosomie, jego ekspresja uzalezniona jest od
obecnosci plazmidu (61000 pz), ktéry zawiera geny
niezbe¢dne do transportu bakteriocyny i geny kodujace
biatka opornosci [26, 75].

7. Biosynteza bakteriocyn

Bakteriocyny syntetyzowane sa na rybosomach
w postaci prepeptydow, ktore nastgpnie sa przeksztat-
cane w dojrzale peptydy i wydzielane poza komorke
producenta za pomoca odpowiedniego mechanizmu
transportowego [66]. Produkcja bakteriocyny zwia-
zana jest z procesem wzrostu komoérek bakterii i naj-
intensywniej zachodzi w czasie fazy wzrostu logaryt-
micznego [84].

Wigkszo$¢ bakteriocyny wyposazonych jest w N-
koncowy peptyd sygnalny, ktory jest odcinany przed
lub podczas sekrecji bakteriocyny z komorki. Ogolny
szlak biosyntezy bakteriocyn sktada sig z kilku etapow:
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syntezy prepeptydu, odcigcia peptydu sygnalnego oraz
transportu zmodyfikowanego prepeptydu lub dojrza-
tego peptydu przez btong cytoplazmatyczna. Schemat
ten wykazuje pewne roznice, w zaleznosci od klasy
bakteriocyny.

Szlak biosyntezy lantybiotykow jest najbardziej
skomplikowany. Lantybiotyki réznia si¢ od innych
bakteriocyn, poniewaz jako jedyne podlegaja calko-
witym potranslacyjnym modyfikacjom, ktore dotycza
reszt seryny, treoniny i cysteiny. Zwykle hydroksy-
aminokwasy — seryna i treonina (Ser i Thr) ulegaja
dehydratacji, odpowiednio, do form didehydroalaniny
(Dha) i didehydrobutyniny (Dhb). Nastepnie o,f-nie-
nasycone reszty Dha i Dhb ulegaja reakcji substytucji
nukleofilowej grup SH z reszty cysteiny, co prowadzi
do powstania lantioniny (Lan) i 3-metylolantioniny
(MeLan), form charakterystycznych dla lantybioty-
koéw. Dodatkowo lantybiotyki w oparciu o przebieg
biosyntezy, zostaly podzielone na trzy grupy, ktore nie
maja zwiazku z opisanym wyzej podziatem na typ A
ityp B [82, 97].

Do pierwszej grupy naleza nizyna, subtilina i epi-
dermina. Biosynteza tych lantybiotykéw wymaga
obecnosci dwoch enzymow modyfikacyjnych: enzymu
LanB, bioracego udzial w reakcji dehydratacji oraz
enzymu LanC, odpowiadajacego za powstanie tioeteru
[45, 62]. Nastepnie od zmodyfikowanego prepeptydu
zostaje odcigty peptyd sygnalny (LanP), a dojrzaty pep-
tyd jest transportowany przez ABC-transpoter (LanT)
poza komorke [46, 88, 97].

Druga grupa, do ktorej naleza laktycyna 481, mu-
tacyna II i saliwarycyna A, to lantybiotyki modyfiko-
wane przez jeden enzym — LanM. Modyfikacja ta ma
miejsce rownoczesnie z transportem bakteriocyny przez
ABC-transporter [97, 98].

Do trzeciej grupy nalezy laktocyna S, stafylokok-
cyna C55 i laktycyna 3147. Ta grupa bakteriocyn row-
niez modyfikowana jest przez jeden enzym — LanM,
jednakze modyfikacja nastgpuje przed ich sekrecja, co
odrdznia je od bakteriocyn grupy drugiej [92, 97].

Bakteriocyny nalezace do klasy II, w odréznieniu
od lantybiotykow, podlegaja minimalnej modyfikacji.
Syntetyzowane sa w postaci prepeptydéw z N-konco-
wym peptydem sygnalnym, zawierajacym dwie reszty
glicynowe, odcinanym réwnoczesnie z sekrecja bak-
teriocyny z komorki przez odpowiedni ABC-trans-
porter. Wyjatek stanowia bakteriocyny klasy Ilc, ktore
wydzielane sa na drodze sekrecji przy udziale biatek
Sec [40, 84, 102].

Bakteriocyny sa czasteczkami o charakterze katio-
nowym, zawierajacymi regiony hydrofobowe Ilub/i
hydrofilowe. Wykazuja duze zréznicowanie pod wzgle-
dem dhugosci tancucha, sekwencji i sktadu aminokwa-
sOw, potranslacyjnej modyfikacji, sekrecji 1 aktywnosci
antybakteryjnej. Nie traca aktywno$ci w $rodowisku

o niskim pH, co szczegolnie dotyczy bakteriocyn kla-
sy lilla. Gonzalez i1 wsp. wykazali, ze planta-
rycyna C jest stabilna w kwasnym i neutralnym pH,
natomiast inkubacja w warunkach alkalicznego pH
powoduje jej odwracalng inaktywacje [36]. Ponadto,
bakteriocyny nalezace do wyzej wymienionych klas,
wykazuja duza termostabilno$¢ przy kwasnym pH,
ktora obniza si¢ wraz z jego wzrostem. Ze wzgledu
na swoja biatkowa nature szybko ulegaja inaktywacji
w wyniku dzialania proteaz, gldwnie trypsyny, o-chy-
motrypsyny oraz pepsyny.

8. Mechanizm dzialania bakteriocyn

Oddzialywanie bakteriocyn na komorki wrazliwe
moze mie¢ charakter bakteriobdjczy lub bakteriosta-
tyczny. Wigkszo$¢ bakteriocyn wykazuje bakterioboj-
cze dziatanie, powodujac gwaltowne zmniejszenie po-
pulacji bakterii wrazliwych.

Mechanizm dziatania bakteriocyn polega na desta-
bilizacji blony cytoplazmatycznej wrazliwych bakterii
poprzez tworzenie w niej przejsciowych kompleksow
poracyjnych i kanatow jonowych. Towarzyszy temu
bierny wyptyw matych czasteczek, takich jak: jony
potasu, magnezu i fosforu, aminokwasy i ATP. W efek-
cie dochodzi do zaburzenia potencjatu membranowe-
go, gradientu pH i zahamowania funkcji pompy proto-
nowej. Niski poziom ATP i niedobodr jonéw w komorce
prowadzi do zahamowania syntezy DNA, RNA, bia-
fek i polisacharydow. Zahamowanie aktywnego trans-
portu sktadnikow odzywczych powoduje $mier¢ ko-
morki bakteryjnej [13, 63].

Taki mechanizm dziatania zostal zaobserwowany
miedzy innymi u Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a,
bakterii wyizolowanej z brazylijskiej kietbasy wie-
przowej. Wykazano, ze bakteria ta potrafi hamowac
wzrost Listeria monocytogenes w pozywkach, sys-
temach spozywczych i w mysim przewodzie pokar-
mowym. Bakteriocyna produkowana przez ten szczep
— sakacyna P, powoduje formowanie poréw w btonie
komorkowej i rozproszenie protonowej sity motorycz-
nej wrazliwych komorek szczepu L. monocytogenes
Scott A. Dochodzi rowniez do obnizenia koncentra-
cji wewnatrzkomorkowego ATP oraz do wyplywu
5(6)-karboksyfluoresceiny z liposomow [9, 24].

Innym mechanizmem dziatania bakteriocyn na
wrazliwe komorki jest zdolno$¢ do wywotywania lizy
komorki. Ma to miejsce wowczas, gdy bakteriocyna
wchodzi w interakcje z kwasami: tejchojowym, lipo-
tejchojowym lub tejchuronowym, bedacymi sktadni-
kami $ciany komorkowej. Dochodzi do uwolnienia
i aktywacji zwiazanych z tymi kwasami enzymow
autolitycznych, co w efekcie prowadzi do autolizy
komorki. Takie dziatanie ma miejsce w przypadku
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plantarycyny C wytwarzanej przez Lactobacillus plan-
tarum LL441. W swoich badaniach Gonzdleza
i wsp. wykazali, ze bakteriocyna ta powoduje calko-
witg lizg komorek szczepu L. delbrueckii subsp. bul-
garicus LMG 13551 [36, 42]

Bakteriocyny, takie jak nizyna czy wigkszos$¢ lanty-
biotykow, dodatkowo moga zaburza¢ procesy biosynte-
zy $ciany komorkowej. Hamuja syntezg peptydoglika-
nu na poziomie transglikozylacji, przy czym biosynteza
DNA, RNA i biatek zachodzi bez zaktdcen [34, 63].

9. Bakteriocynogennosé¢ a wlasciwosci
probiotyczne bakterii z rodzaju Lactobacillus

Bakterie nalezace do rodzaju Lactobacillus sa bar-
dzo czesto stosowane w preparatach probiotycznych.
Szczepy majace potwierdzone wlasciwosci probiotycz-
ne i stosowane jako probiotyki naleza do gatunkow:
L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. helveticus,
L. lactis, L. salivarius i L. plantarum. Wszystkie wyzej
wymienione gatunki zasiedlaja przewod pokarmowy
ludzi i zwierzat. Wyjatek stanowia szczepy L. bulgari-
cus, ktore stosowane sa jako starterowe kultury bakte-
ryjne do produkcji zywnos$ci fermentowanej [31].

Termin probiotyki, z greckiego pro bios — ,dla
zycia”, po raz pierwszy zostal uzyty przez Lilly

i Stillwell’a w 1965 roku do opisania substancji
wydzielanych przez jeden mikroorganizm, ktore po-
budzaja wzrost drugiego [55, 86]. W miarg rozwoju
nauki pojawiajace si¢ w literaturze definicje probio-
tykow byty modyfikowane, rozszerzane i uzupetiane
o nowe elementy. Aktualnie za probiotyki uwaza si¢
preparaty lub produkty zywnosciowe zawierajace zywe
mikroorganizmy, ktére wywieraja korzystny wptyw na
organizm gospodarza, poprzez poprawg réwnowagi
bioty jelitowej, a co za tym idzie pozytywnie wplywaja
na wzrost i rozwo6j zwierzat [31, 37].

Glownym zadaniem bakterii probiotycznych jest
utrzymanie rownowagi mikrobiologicznej przewodu
pokarmowego, zaréwno ilosciowej, jak i jakoscio-
wej. Bakterie bedace sktadnikiem preparatow pro-
biotycznych powinny cechowa¢ si¢ nastgpujacymi
wlasciwo$ciami: zdolnoscia do szybkiego, dynamicz-
nego namnazania si¢ i do kolonizacji przewodu
pokarmowego, konkurencyjnoscia o sktadniki pokar-
mowe w stosunku do bioty patogennej, odpornoscia
na niskie pH zotadka i na kwasy zotciowe w jelitach,
zdolnoscia do wytwarzania substancji o wlasciwos-
ciach bakteriostatycznych lub bakteriobdjczych, bra-
kiem wlasciwosci patogennych lub toksycznych dla
organizmu gospodarza [31].

Mechanizm dziatania probiotykow, na ktory sktada
si¢ wiele czynnikow, nie zostat jeszcze dobrze poznany.
Na podstawie badan Fullera mozna stwierdzi¢, ze

oddzialywanie probiotykéw nastgpuje poprzez inter-
akcje zachodzace pomigdzy szczepami probiotycznymi
1 bakteriami patogennymi. Dotyczy to przede wszyst-
kim wspotzawodnictwa o sktadniki odzywcze i o miejs-
ce do adhezji. Pateczki Lactobacillus stwarzaja nie-
korzystne $rodowisko dla bakterii chorobotworczych,
poniewaz produkuja zwiazki obnizajace pH w prze-
wodzie pokarmowym i dziatajace hamujaco na wzrost
sasiadujacych bakterii. Miedzy innymi naleza do nich
opisane wyzej bakteriocyny [31, 37].

Dzialanie antybakteryjne bakteriocyn najsilniej
skierowane jest wobec mikroorganizmow blisko spo-
krewnionych ze szczepem wytwarzajacym okreslong
bakteriocyng. Definicja ta dotyczy wigkszosci bakte-
riocyn. Jednak najnowsze badania wykazuja, ze wiele
z nich moze hamowac¢ rozwoj bakterii, nalezacych do
innych gatunkow niz producent.

Ze wzgledu na zakres dziatania wyrdzniono trzy
grupy bakteriocyn: 1) o waskim spektrum aktyw-
nosci, dziatajace na szczepy wewnatrz tego samego
gatunku, 2) wykazujace umiarkowany zakres aktyw-
nosci, skierowanej rowniez na inne rodzaje bakterii
niz producent, w tym wiele organizmoéw patogennych
(np.: Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Staphylococ-
cus aureus), 3) o szerokim zakresie inhibicji, obejmuja-
cej bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne oraz spory
bakterii przetrwalnikujacych [34].

Najlepiej poznang bakteriocyna nalezaca do klasy
I jest nizyna, produkowana przez Lactococcus lactis
subsp. lactis. Nizyna charakteryzuje si¢ szerokim za-
kresem aktywnosci antybakteryjnej skierowanej zarow-
no przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, takim jak:
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylo-
coccus, Micrococcus, Pediococcus, Listeria i Myco-
bacterium, jak i bakteriom gramujemnym (E. coli
i Salmonella). Zapobiega rowniez tworzeniu przetrwal-
nikéw i hamuje rozwoj komoérek wegetatywnych bak-
terii z rodzaju Bacillus i Clostridium [1, 20, 21, 32].

Bakteriocynami wykazujacymi waski zakres aktyw-
nosci sa laktokokcyna A produkowana przez Lactococ-
cus lactis subsp. cremoris oraz acydocyna J1132 pro-
dukowana przez L. acidophilus JCM 1132, ktore
hamuja rozwoj szczepow nalezacych do tego samego
gatunku [40, 96].

Na korzystny wptyw pateczek z rodzaju Lactoba-
cillus sktada si¢ nie tylko ich zdolno$¢ do wytwarza-
nia bakteriocyn. Bakterie te produkuja rowniez inne
substancje o dziataniu antybakteryjnych, takie jak
kwasy organiczne czy nadtlenek wodoru. Antybakte-
ryjny wptyw kwasow organicznych wynika z gwal-
townego obnizenia pH w przewodzie pokarmowym,
co powoduje inhibicje aktywnos$ci biochemicznej
mikroorganizmow przez niezdysocjowane czasteczki
kwasu [91]. Natomiast nadtlenek wodoru hamuje roz-
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woj 1 zabija te bakterie, ktore nie wytwarzaja enzymow
takich jak katalaza czy peroksydaza [27].

Preparaty probiotyczne zawierajace pateczki Lacto-
bacillus wytwarzajace bakteriocyny wykazuja roéwniez
dzialanie antynowotworowe. Moga hamowac¢ wzrost
niektérych komorek nowotworowych [76], ograniczac
rozwoj bakterii syntetyzujacych enzymy (np.: B-glu-
kozydazy, B-glukuronidazy, azoreduktazy) katalizujace
przemiany zwiazkéw prokancerogennych do kancero-
gennych oraz usuwac zwiazki rakotworcze pochodzace
z diety lub tworzone przez bakterie chorobotworcze
w jelitach, poprzez skrdcenie czasu pasazu tresci po-
karmowej przez przewdd pokarmowy [16, 31, 35].
Bakterie fermentacji mlekowej zdolne sa do hamowa-
nia aktywnos$ci nitroreduktazy (odpowiedzialnej za
syntezg nitrozoamin), jak rowniez do wiazania nitro-
zoamin i innych substancji mutagennych, takich jak
azotobarwniki czy mykotoksyny [31, 35, 80]. Takie
dzialanie antynowotworowe wykazuje plantarycyna A
produkowana przez Lactobacillus plantarum CI11.
Badania Sand’a i wsp. prowadzone na rakowych
i normalnych komorkach przysadki szczura wykazaty,
ze plantarycyny A powoduje permabilizacj¢ blony ko-
morek rakowych, a co za tym idzie ich zniszczenie [83].

Bakterie probiotyczne wspomagaja rowniez specy-
ficzne i niespecyficzne mechanizmy obronne cztowie-
ka i zwierzat. Badania McCracken’a i wspolpra-
cownikow (1999) wykazaty, ze dzienne wzbogacenie
diety 0 10°-10'2 komorek bakterii probiotycznych juz
po kilku tygodniach moze spowodowaé wzrost liczby
komorek bojczych w surowicy krwi oraz zwigkszy¢
aktywnos$¢ makrofagdw i limfocytow [61]. Dodatkowo,
niektore szczepy moga indukowa¢ wytwarzanie cyto-
kin, immunoglobulin, interferonu & i § (IFN-c, IFN-f3)
oraz czynnika martwicy nowotworu (TNF-a ) [11].

Inne korzystne dziatania probiotykéw potwierdzo-
no w zapobieganiu i tagodzeniu biegunek bakteryj-
nych i wirusowych, leczeniu nawykowych zaparé¢
i chorob zapalnych jelit, alergiach pokarmowych, nie-
tolerancji laktozy, obnizaniu poziomu cholesterolu we
krwi, zakazeniach ukladu moczowego, profilaktyce
osteoporozy oraz leczeniu zaburzen rownowagi bioty
jelitowej np. po kuracji antybiotykowe;j.

10. Podsumowanie

W ostatnich latach bardzo duzo uwagi po§wigca si¢
prozdrowotnym wilasciwosciom niektorych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej, ktére tradycyjnie sto-
sowane sa do produkcji zywnosci fermentowanej,
tj. seréw, jogurtow, fermentowanych kietbas, kapusty
kiszonej, wina czy piwa. Powszechnie wiadomo, ze
dhugotrwate stosowanie antybiotykéw prowadzi do
zniszczenia naturalnej bioty jelitowej, kumulowania sig¢

w organizmie szkodliwych substancji oraz powstawa-
nia antybiotykoopornych szczepow bakterii patogen-
nych. Bakterie z rodzaju Lactobacillus maja zdolnos¢
do wytwarzania substancji dziatajacych antagonistycz-
nie na szereg drobnoustrojow, w tym wiele gatunkow
chorobotworczych. Najwazniejsze z nich sa bakterio-
cyny, ktére wytwarzane sa przez wiekszo$¢ szczepow
z rodzaju Lactobacillus.

W zwiazku z licznymi zagrozeniami wynikajacymi
z uzywania antybiotykéw, Parlament Europejski wydat
rozporzadzenie na mocy ktoérego z dniem 1 stycznia
2006 roku w krajach Unii Europejskiej wprowadzono
catkowity zakaz stosowania antybiotykow paszowych
w zywieniu zwierzat (Rozporzadzenie nr 1831/2003
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrzesnia
2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu
zwierzat). Dlatego tez alternatywa dla antybiotykow
stosowanych jako dodatki do pasz zwierzgcych staty
sig preparaty probiotyczne, ktorych efekty dzialania sa
zblizone do efektow uzyskanych podczas stosowania
antybiotykéw jako dodatkow paszowych. Jedne i dru-
gie, mimo ze ich mechanizm dzialania jest odmienny,
sa stymulatorami wzrostu i redukuja liczbg bakterii
chorobotworczych. Jednakze w przypadku stosowania
probiotykow nie wystepuja efekty uboczne, nie sa
odktadane szkodliwe substancje, jak rowniez nie ist-
nieje niebezpieczenstwo ich przedawkowania. Dlatego
z punktu widzenia zard6wno konsumenta, jak i pro-
ducenta zywnosci, jest to sposob na otrzymanie bez-
piecznej zywnosci [31, 54].
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