Farmacie 4-10

31.8.2010

8:30 Str. 155
— W=

Antimikrobne posobiace latky
produkované baktériami mlieéneho
kvasenia

KINOVA SEPOVA H., BILKOVA A., BILKA F., BEZAKOVA L.
Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra bunkovej a molekuldrnej
bioldgie lieciv, Slovenska republika

Doslo 21. ¢ervna 2010 / Ptijato 2. srpna 2010

SUHRN

Antimikrébne posobiace latky produkované baktériami mlie¢neho kvasenia

Baktérie mliecneho kvasenia zahfiiaju viaceré rody gram pozitivnych baktérii, ktoré st zname
produkciou rdoznych antimikrobnych latok. Kyselina mlie¢na a pribuzné organické kyseliny —
obligitne metabolity sacharidov, inhibuju rast niektorych inych mikroorganizmov hlavne zniZenim
pH prostredia. Bakteriociny, proteinové antimikrébne latky, si produkované ribozoméalne
a u mliecnych baktérii su pomerne dobre preskimané. Niektoré druhy ako napriklad Lactobacillus
reuteri si schopné produkovat Specifické latky roznej Struktdry. Jedna z nich, reutericyklin — derivat
kyseliny tetrdmovej — je prvym objavenym antibiotikom produkovanym mlie¢nymi baktériami.
Reuterin, komplex 3-hydroxypropiénaldehydu a jeho pribuznych foriem, je silnd antimikrébne
pOsobiaca latka, ktord produkuji viaceré druhy rodu Lactobacillus. Vdaka nepatogénnemu
charakteru baktérii mlie¢neho kvasenia, mdzu byt pouzité ako konzervanty potravin alebo ako
nadejné antimikrébne latky v terapii [udi a/alebo zvierat.
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SUMMARY

Antimicrobial substances produced by lactic acid bacteria

Lactic acid bacteria comprise several genera of Gram-positive bacteria that are known for the
production of different antimicrobial substances. Lactic acid and related organic acids, usual
metabolites of saccharide metabolism, inhibit the growth of other microbes mainly by lowering pH.
Bacteriocins, proteinaceous antimicrobial substances, are produced ribosomally and those of lactic
acid bacteria are well examined. Some species, for example Lactobacillus reuteri, are able to
produce specific substances with miscellaneous structures. One of them, reutericyclin, a derivate of
tetramic acid, is the first discovered antibiotic produced by a lactic acid bacterium. Reuterin,
a complex of 3-hydroxypropionaldehyde and its related forms, is a strong antimicrobial substance
produced by several species of the genus Lactobacillus. Because of a non-pathogenic character of
lactic acid bacteria, they can be used as food preservatives or as promising antimicrobials in human
and/or animal therapy.
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Uvod

Baktérie mlie¢neho kvasenia v ostatnom Case
nachddzaji uplatnenie v roéznych oblastiach Zivota.
V potravinarskom priemysle st vdaka produkcii anti-
mikrébnych latok vyuzivané ako prirodné konzervanty
a tieZ davaju charakteristickd chut a konzistenciu niek-
torym potravindm (napr. kefir, kysla kapusta, syr, kys-
nuté cesto, kyslé uhorky, jogurt, vino, salama). Kmene
niektorych rodov mlie¢nych baktérii sa uplatiuji
v proiotickych pripravkoch pouZivanych v huménne;j
a veterindrnej medicine pre ich prospesné ucinky na
zdravie konzumentov. Skupina mlie¢nych baktérii
zahfiia rody schopné produkovat kyselinu mlie¢nu zo
sacharidovych zdrojov. Z baktérii s nizkym obsahom
guaninu a cytozinu (G+C) v gendme su to rody Aero-
coccus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconos-
toc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weis-
sella. Okrem toho medzi mlieéne baktérie radime aj
niektoré rody s vysokym obsahom G+C pérov, a to
napr. Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia
a Parascardoviav V. Baktérie mlie¢neho kvasenia si
gram-pozitivne, netvoria spdry a zvycajne si nepohyb-
livé. Pre limitované biosyntetické schopnosti maju
zvycajne vysoké naroky na Ziviny, ziskavané z okolité-
ho prostredia 2.

Uz na zaciatku 20. storocia Ilja Mec¢nikov predpokla-
dal, Ze niektoré potraviny ako fermentované mliecko
a mlieCne produkty napomahaji eliminovat S$kodlivé
baktérie z gastrointestindlneho traktu Tudi a nahradit ich
prospes$nymi ¥. Za toto su pravdepodobne okrem iného
zodpovedné prave antimikrébne posobiace latky, produ-
kované mlie¢nymi baktériami. Jedna sa o latky rozmani-
tej chemickej povahy, mechanizmu dcinku a antimikréb-
ného spektra ucinku. Vdaka tymto latkam su baktérie
mlieéneho kvasenia schopné inhibovat rast alebo usmr-
covat iné mikroorganizmy, ktoré sa nachadzaji v ich
environmentalnom okoli.

Kyselina mliec¢na a iné organické kyseliny

Organické kyseliny — mliecna, octova, propiénova,
maslova a mravcia su produkované pocas anaerébneho
metabolizmu uhlovodikov . Antimikrébny efekt tych-
to kyselin savisi s naruSenim membranového potencié-
lu atakovanej bunky, inhibiciou aktivneho transportu
cez membranu, redukciou intracelularneho pH a inhi-
biciou réznych metabolickych funkcii bakteridlnej
bunky .

Medzi organické kyseliny produkované niektorymi
druhmi mlieénych baktérii méZeme zaradit aj kyselinu
pyroglutdamovu (kyselina 2—pyrolidéon—5—karboxylova)
pritomnu v ovoci, zelenine, travach © a réznych dru-
hoch syrov 7. Cesta jej biosyntézy nie je zatial jedno-
znacne potvrdend. Pravdepodobne sa zacina z Glu
a Gln, a to neenzymatickou alebo enzymatickou synté-
zou. Zapojenie enzymu cyklotransferazy do biosyntézy
kyseliny pyroglutimovej bolo potvrdené u Pseudomo-
nas cruciviae a Streptococcus bovis % 9. Kyselinu

e

pyroglutdimovi nachddzame vo volnej forme, ale aj
viazani na termindlny dusik proteinov 7, ktoré tak
moze chranit pred degradaciou 9. Vizba pyroglutama-
tu na rozne bioaktivne peptidy je spojend s ich biolo-
gickou aktivitou 'V, Tieto modifikované peptidy podso-
bia napriklad ako antagonisti excitaénych
aminokyselin '?, mozgové stimulatory '¥ a anxiolyti-
ka . Pri rovnakej koncentracii ma kyselina pyrogluta-
movd silnejsi antimikrébny ucinok ako kyselina mliec-
na 9. Zda sa, Ze pdsobi podobnym mechanizmom ako
ostatné organické kyseliny ©.

Peroxid vodika

Peroxid vodika je radeny k mimoriadne silnym
a biologicky aktivnym molekuldm. Reaguje s lipidmi,
proteinmi a nukleovymi kyselinami a je zodpovedny
za oxida¢né poskodenia bunky '¢. Niektoré druhy
rodu Lactobacillus st schopné produkovat peroxid
vodika do okolitého prostredia, kde hra dlohu v inhi-
bicii rastu niektorych baktérii, ktoré nedisponuju
ochrannymi mechanizmami. Medzi tieto mechanizmy
patri napriklad schopnost produkcie kataldzy alebo
peroxidazy, ktoré rozkladaji peroxid vodika. Medzi
baktérie citlivé na peroxid vodika patria prevazne
obligiatne anaerdby ako napr. Prevotella alebo Pep-
tostreptococcus ', ktoré st povodcami bakteridlnych
vagin6z . Hawes et al. '® zistili, Ze u Zien, ktoré
majui posvu osidlend kmenimi laktobacilov produkuju-
cich H,0,, je incidencia bakteridlnych vagin6z o polo-
vicu nizSia ako u Zien, ktoré nie su kolonizované
H,O,-produkujicimi kmefimi. Z hladiska spektra
ucinku peroxid vodika pOsobi na gram-pozitivne (G*)
baktérie bakteriostaticky a na gram-negativne (G’)
baktericidne'?.

Oxid uhlicity

Oxid uhlicity produkuji najmé heterofermentativne
baktérie mliecneho kvasenia pri fermentacii hexdz, ale
je tvoreny v baktéridch aj inymi metabolickymi cesta-
mi (napr. fosfopenté6zovym cyklom, alkoholovym,
propiénovym, butindiolovym, pripadne zmieSanym
octovym kvasenim) 9. Anaerébne prostredie, vytvéra-
né pritomnostou CO, je toxické pre niektoré aerébne
mikroorganizmy, u ktorych pdsobi na ich bunkovi
membranu. Za mechanizmus u¢inku sa povazuje inhi-
bicia enzymatickej dekarboxyldcie a porusSenie per-
meability membrdny nahromadenim CO, vo fosfolipi-
dovej dvojvrstve . Rgssland et al.?) detegovali
schopnost laktobacilov produkovat okrem iného oxid
uhlicity, pricom testovali schopnost vybranych kme-
nov inhibovat rast Bacillus cereus NVH 45. Kmen
Latobacillus diacetylactis 184, ktory sa vyznacoval
vyrazne vy$Sou produkciou CO, v porovnani s ostat-
nymi testovanymi kmefmi, inhiboval rast B. cereus
ucinnejsie ako ostatné kmene. Zda sa ale, Ze funkcia
CO, v inhibicii rastu vybranych baktérii je len sekun-
darna, hlavna cast ucinku sa pripisuje kyseline mliec-
nej V. Uvadza sa, ze G~ baktérie su citlivejsie na pri-
tomnost CO, ako G**2.

156

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2010, 59, &. 4

—



Farmacie 4-10

31.8.2010 8:30 sStr.

Nizkomolekulové latky
Reutericyklin

Reutericyklin (3-acetyl-1-(2-trans-decenoyl)-2-hydro-
xy-(5R)-izobutyl-A-pyrrolin-4-6n (obr. 1) je prvym
objavenym nizkomolekularnym antibiotikom, produko-
vanym baktériami mlie¢neho kvasenia 2*. Jeho molekula
s relativnou molekulovou hmotnostou 349 Da je odvode-
nd od kyseliny tetramovej *¥, ma amfifilny charakter,
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cyklinu a jeho sekréciu z producentskych buniek .
Gény, ktorych produkty si zapojené do biosyntézy tetra-
movych kyselin, zatial nie si zndme ani u baktérii ani
u huab. Taktiez biosyntetické cesty vzniku reutericyklinu
nie su zatial preskimané 2.

Reutericyklin ma Siroké spektrum ucinku voci G* bak-
téridm (Lactobacillus spp., Bacillus subtilis a B. cereus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria
innocua). G~ baktérie a kvasinky su voci nemu rezistent-
né . Mechanizmus G¢inku reutericyklinu je podobny

Obr. 1. Reutericyklin vznikad z kyseliny tetramovej (1), presny mechanizmus biosyntézy nie je dosial znamy. Reutericyklin sa
v roztokoch vyskytuje v troch keto-enol tautomérnych formdch (2, 3, 4) 27

OH

Ho\/\foﬁ

HO
HPA-hydrat -H,O HPA-dimér
+H,O
OH
glycerol 3-HPA propan-1,3-diol

Obr. 2. Syntéza a degraddacia 3-HPA

Multikomponentny systém 3-HPA je tvoreny HPA-hydrdatom, HPA-dimérom a 3-HPA.
1 - B, ,-dependentna glyceroldehydratdza, 2 — NAD*-dependentnd propdndioloxidoreduktdza

zaporny naboj a je vysoko hydrofébna 229, Holtzel et
al. 2” pri ®C NMR analyze zistili, Ze molekula reuteri-
cyklinu preSmykuje medzi troma tautomérmi, pricom
dominuje forma 2, ktora ma az 60% zastipenie (obr. 1).
Co sa tyka chemickej 3truktiry, zaujimavé je pripojenie
o, B-nenasytenej mastnej kyseliny, ktord sa v tetrdmo-
vych kyselinach prirodzene nevyskytuje 229,

Produkcia reutericyklinu bola zaznamenana u kmena
Lactobacillus reuteri LTH 2584, ktory bol izolovany
z kysnutého cesta *. Pridanie mastnych kyselin do
média mé vyrazny vplyv na zvysenie produkcie reuteri-

mechanizmu pdsobenia slabych organickych kyselin.
Predpoklada sa, Ze nespdsobuje vznik pérov v membra-
ne cielovych buniek, ale i¢inkuje ako proténovy ionofor.
Vdaka svojej hydrofébnosti sa zacleni do cytoplazmatic-
kej membrany a selektivne rozvrati transmembrianovy
pH gradient .

Reuterin

Viaceré rody baktérii st schopné za anaerébnych pod-
mienok produkovat z glycerolu latku s antimikrébnymi

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2010, 59, &. 4

157

—



Farmacie 4-10

31.8.2010 8:30 sStr. 158

vlastnostami, 3-hydroxypropiénaldehyd (3-HPA, reute-
rin (obr. 2). Reakciu katalyzuje glyceroldehydrataza
(EC 4.2.30). Spomedzi mlie¢nych baktérii maji tito
schopnost niektoré kmene piatich druhov rodu Lactoba-
cillus: Lactobacillus A 2-8 3%, L. brevis 3V, L. buchne-
ri 3V, L. reuteri 3 a L. collinoides *». 3-HPA vykazuje
Siroké antimikrobne spektrum ucinku. Zaznamenand
bola jeho antibakteridlna, antifungélna, antiprotozoalna
a antivirusovd aktivita. Ziadne negativne ¢inky reuteri-
nu na ludské bunky zatial nie st zname * 39,

Antibakteridlnu aktivitu reuterinu voci Listeria mono-
cytogenes a Escherichia coli O157:H7, ktort zistili
El-Ziney et al. 3%, je mozné vyuzit v potravinarstve, ako
biokonzervant, alebo v probiotickych pripravkoch (Bio-
Gaia®, Ewopharma s.r.o., Svajciarsko). Okrem toho
mdze mat 3-HPA uplatnenie v priemysle ako alternativ-
ny zdroj kyseliny akrylovej, monoméru pre vyrobu pla-
stov a polymérov 7.

Reuterin tvori dynamicky multikomponentny systém
(HPA systém) zahinajici 3-HPA, HPA-hydrat a dimér
HPA (obr. 2). Biologickej aktivity sa pravdepodobne
zucastiiuju viaceré formy reuterinu. Hemiacetal HPA-
-diméru ma Struktiru podobnu pentdzam, ¢ize aj D-ribo-
ze. Jednym z predpokladanych mechanizmov uUc¢inku
reuterinu moZe byt kompeticia HPA-diméru s ribonuk-
leotidmi o vidzbové miesto na ribonukleotidreduktaze,
enzyme podielajicom sa na tvorbe deoxyribonukleoti-
dov 3. Inym vysvetlenim antibakteridlneho pdsobenia
reuterinu je moznd interakcia aldehydovych a alkoholo-
vych skupin reuterinu s nestabilnymi sulthydrylovymi
skupinami ribonukleotidreduktizy a tioredoxinu *.

Bakteriociny

Okrem vysSie uvedenych antimikrébne pdsobiacich
latok st mlie¢ne baktérie vyznamné produkciou tzv.
bakteriocinov. Jedna sa o latky peptidovej povahy, kto-
ré su produkované ribozomalne. Niektoré molekuly si
tepelne a proteolyticky odolné, ¢o prispieva k ich moz-
nému vyuZitiu v praxi, ¢i uZ potravinarskej alebo kli-
nickej. NajzndmejSim a najpouZivanejSim bakterioci-
nom je nizin, ktory sa vyuZiva pri spracovani
mlie¢nych produktov a pri konzervovani potravin. Je
produkovany kmefimi Lactoccocus lactis **. Bakterio-
ciny ako skupina antimikrébnych substancii predsta-
vuji Sirokd paletu latok a zasliZia si viac priestoru
v samostatnom prehlade 0.

ZAVER

Vdaka schopnosti mlie¢nych baktérii produkovat anti-
mikrébne poOsobiace latky roznej chemickej povahy,
javia sa tieto baktérie velmi zaujimavé pre potravinirsky
priemysel ako prirodné konzervanty. Pre ich probiotické
ucinky im v ostatnom obdobi venuje velkt pozornost aj
farmaceuticky priemysel. Jednda sa predovSetkym
o schopnost mlie¢nych baktérii modifikovat mikrofl6ru
traviaceho traktu a pohlavnych orgidnov v prospech

e

komenzéalnych druhov, potlacat postantibiotické a cesto-
vatelské hnacky, modulovat imunitny systém hostitela,
zniZovat hladinu cholesterolu v krvi a i. Tieto t¢inky boli
zaznamenané u ludi aj hospodarskych zvierat 4.

Kvoli stale sa zvySujucej rezistencii patogénnych
mikroorganizmov voci antibiotikdm, pouZivanym v pra-
xi je Stddium novych antimikrébnych latok opodstatnené
a vyuzitelné ako vo farmaceutickom, tak v potravinar-
skom priemysle. Vdaka stéle sa roz§irujicemu vyskumu
antimikrébne posobiacich latok a moZnosti Specifického
vyberu medzi Siroko a tzko spektrdlnymi antimikrébny-
mi latkami je velky predpoklad, Ze nevznikne voci nim
rezistencia.
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