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Bakterie kwasu mlekowego (LAB — Lactic Acid Bacteria) fermentuja cukry z wy-
tworzeniem kwasow, szczegélnie kwasu mlekowego. Jest to grupa bakterii Gram
— dodatnich, dzielaca si¢ na rodzaje: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus i inne (1). Od wiekow sa
stosowane w wytwarzaniu produktow zywnosciowych i pasz, a dzisiaj wykorzysty-
wane w wytwarzania mleka fermentowanego, serow, masta. Bakterie LAB znalazty
réwniez istotne zastosowanie w przemysle migsnym, przy produkcji wina, kawy,
w przemysle wytworczym sokow 1 wielu innych branzach przemystu spozywczego
(2). Korzystnie wptywaja na dobre samopoczucie gospodarza w szczegdlnosci przez
kolonizowanie Sluzowki jelita, uszczelniajac Sciany nabtonka jelitowego tak, aby
nie przedostawaly si¢ przez niego do krwi szkodliwe substancje. Wygrywaja z bak-
teriami chorobotworczymi konkurencje o substancje odzywcze. Bakterie kwasu
mlekowego poprawiaja funkcjonowanie $luzowki uktadu pokarmowego, stymuluja
dziatanie uktadu odporno$ciowego, syntetyzuja substancje odzywcze i utatwiaja ich
biodostgpnos¢, tagodza objawy nietolerancji laktozy, redukuja ryzyko pojawienia
si¢ alergii u obciazonych nim 0s6b oraz zmniejszaja prawdopodobienstwo wysta-
pienia niektorych nowotworow. Specyficzna cecha tych bakterii jest ich zdolnos¢
do przedostawania si¢ w stanie zywym do jelita grubego, osiedlania si¢ w nim i roz-
mnazania (3).

Antybiotykoopornos$¢ bakterii stanowi obecnie duzy problem. Zbyt powszech-
ne, nadmierne i czgsto niewtasciwe stosowanie antybiotykow spowodowato zwigk-
szenie liczby mikroorganizmow patogennych dla cztowieka. Okreslenie obecnosci
1 sposobow przenoszenia opornos$ci u bakterii jest kluczowe dla kontroli i zapobiega-
nia antybiotykoopornos$ci (4). Przypuszcza si¢, ze LAB moga dziataé jako zbiorniki
gendéw opornosci na antybiotyki, podobnych do tych u ludzkich patogenow. Geny
kodujace opornos¢ na tetracykliny, erytromycyny i wankomycyny zostaly wykryte
u Lactococcus lactis, enterokokow, a ostatnio w rodzaju Lactobacillus wyizolowa-
nych z fermentowanych produktéw migsnych i mlecznych (5). Z tego powodu musza
by¢ one bardzo szczegdlowo badane pod wzgledem oporno$ci na antybiotyki. Bak-
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terie mlekowe, aby mogly by¢ sklasyfikowane jako pro biotyczne, musza spetniac
nastgpujace warunki: musza by¢ niepatogenne, nie moga zawiera¢ gendéw opornosci
na antybiotyki zdolnych do transferu do innych bakterii, wywiera¢ korzystny wptyw
na organizm, utrzymywac si¢ w duzej liczbie komorek w produktach spozywczych
i zachowywaé zywotno$¢ przez caly okres przydatnosci produktu, przetrwaé droge
przez przewod pokarmowy do jelita, wykazywa¢ wysoka adherencjg do nabtonka
jelita 1 zdolno$¢ do kolonizacji $wiatla przewodu pokarmowego, a takze produko-
wac¢ substancje antybakteryjne (6).

SPOSOBY NABYWANIA PRZEZ BAKTERIE
OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI

Wyrdznia si¢ dwa typy opornos$ci: naturalna, zwang tez wrodzona (ang. intrin-
sic) i nabyta. Oporno$¢ naturalna jest to stata cecha gatunku, szczepu lub catej
grupy bakterii i nie wiaze si¢ z dodatkowa zmiana genetyczna (7, 8). Jest ona
najczg$ciej wynikiem nieskutecznej penetracji antybiotyku przez $ciany i btony
komorkowe. Na przyktad bakterie z rodzaju Mycoplasma sa zawsze oporne na
antybiotyki beta-laktamowe, poniewaz nie maja $ciany komorkowej, antybiotyki
te blokuja proces syntezy peptydoglikanu §ciany. Wysoki stopien opornosci natu-
ralnej na chloramfenikol wykazuja bakterie z rodzaju Pseudomonas, szczegblnie
P. aeruginosa. Jest ona powodowana stabg penetracja btony zewngtrznej przez
antybiotyk (9).

Nabywanie oporno$ci oznacza, ze bakterie poczatkowo wrazliwe staja si¢ opor-
ne na antybiotyki. Dzieje si¢ tak w wyniku zmian zachodzacych w ich genomie na
skutek mutacji lub nabycia od innych bakterii opornych genu lub zespotu genow
determinujacych oporno$¢ (4).

Opornos¢ nabyta powstaje u organizmow, ktore poczatkowo sa wrazliwe na an-
tybiotyk, a nastgpnie staja si¢ oporne w wyniku zmian w ich genomie na skutek
mutacji spontanicznej lub poprzez nabycie od innych bakterii opornych, genu lub
zespotu gendw determinujacych oporno$¢ — horyzontalne przeniesienie genéw (5).
Horyzontalne przekazywanie genéw (HGT) jest to wymiana DNA mig¢dzy komor-
kami bakterii, natomiast wertykalne przekazywanie gendw oznacza dziedziczenie
genu przez potomstwo. Istnieja trzy rodzaje horyzontalnego przekazywania genow:
transformacja, transdukcja i koniugacja (10).

Transformacja polega na pobieraniu przez komorki kompetentne materialu gene-
tycznego uwalnianego przez inne komorki. Obcy fragment DNA po dostaniu si¢ do
komorki bakterii moze by¢ wiaczony do genomu bakterii w wyniku rekombinacji
homologicznej lub zosta¢ zniszczony (11).

Transdukcja jest to proces, polegajacy na przekazywaniu genow za posredni-
ctwem bakteriofagéw. Po przyczepieniu bakteriofaga do receptora, bgdacego na
powierzchni komorki, nast¢puje wprowadzenie DNA do wngtrza bakterii. Bakte-
riofag wykorzystuje procesy metaboliczne tej komoérki do replikacji wirusowego
DNA i produkcji biatek wirusowych. Po zlozeniu nowych bakteriofagéw komorka
ulega lizie — cykl lityczny. Fagowy DNA moze takze wlaczy¢ si¢ do chromosomu
bakteryjnego (postac profaga), co nazywamy lizogenia (11).



206 E. Rodak Nr 2

Biologiczna rola koniugacji polega gtownie na bezposrednim przenoszeniu pla-
zmidoéw i transpozonoéw koniugacyjnych miedzy komoérkami (12, 13). Plazmid
koniugacyjny koduje biatka tworzace kanal migedzy dawca i biorca (mostek ko-
niugacyjny) oraz biatka, ktore nacinaja plazmid w oriT. Po przecigciu jedna nic,
zakotwiczona w mostku koniugacyjnym zostaje przekazana do biorcy. Polimeraza
DNA replikuje, zar6wno u dawcy, jak i u biorcy, brakujaca ni¢ plazmidu. Nastgpnie,
po uwolnieniu koncéw, dochodzi do odtworzenia kolistej formy plazmidu w obu
komorkach (14). Istnieja takze plazmidy mobilizowalne, ktore nie maja genéw po-
trzebnych do utworzenia mostka koniugacyjnego. Moga one korzystac z istniejace-
go juz w komorce mostka koniugacyjnego (4).

Na plazmidach znajduja si¢ geny odpowiedzialne za wiele cech bakterii m.in.:
metabolizm weglowodanow, produkcjg bakteriocyn i egzopolisacharydow, opor-
nos$¢ na antybiotyki i jony metali cigzkich. Przyktadowymi plazmidami zidentyfi-
kowanymi w bakteriach mlekowych sa: plazmid pAMpB1 (opornos¢ na antybiotyki
grupy MLS — makrolidy, linkozamidy, streptograminy) i pRE25 (oporno$¢ na chlor-
amfenikol i erytromycyng) u Enterococcus faecalis, plazmid pGT633 (opornosé
na erytromycyng) z Lactobacillus reuteri, plazmid pK214 (wielolekowa opornos¢)
u Lactococcus lactis, plazmid pMD5057 (opornos¢ na tetracykling) u Lactobacillus
plantarum (5, 15, 16, 17).

Wsrod elementow transpozycyjnych, zdolnych do zmiany miejsca w genomie,
wyroznia si¢ sekwencje insercyjne (IS, ang. insertion sequences) i transpozony
(Tn) (14). Sekwencje insercyjne (IS) sa odcinkami DNA, ktore zawieraja gen
kodujacy transpozazg, otoczony z obu stron odwroconymi sekwencjami powto-
rzonymi. Enzym ten umozliwia elementom insercyjnym przenoszenie w dowolne
miejsce DNA (18).

Transpozony (Tn), potocznie zwane ,,skaczacymi genami”, maja bardziej ztozona
strukturg. Wyrézniamy transpozony ztozone, ktore sktadaja si¢ z dwoch sekwen-
cji insercyjnych znajdujacych si¢ po obu stronach genéw kodujacych opornos¢ na
antybiotyki lub innych gendéw nie zwiazanych z ruchem transpozonu (np. Tn10).
W transpozonach nieztozonych (typ Tn3) geny kodujace dodatkowe cechy sa oto-
czone krotkimi odwroconymi sekwencjami, a transpozycja jest replikatywna i wy-
maga produktow dwoch genow (19).

Transpozony koniugacyjne r6znia si¢ od klasycznych transpozonéw tym, ze moga
by¢ przekazywane nie tylko w obrebie DNA jednej komorki, ale tez pomigdzy ko-
morkami. Normalnie wystepuja w formie zintegrowanej z plazmidem lub chromo-
somem bakteryjnym. W odpowiedzi na niektore sygnaty transpozony te wycinaja
sig, tworzac formy koliste niezdolne do replikacji. Przekazywanie zachodzi podob-
nie jak w przypadku plazmidéw koniugacyjnych. W komorce biorcy transpozon
wlacza si¢ do genomu (4). Transpozony koniugacyjne sa obecne takze u bakterii
mlekowych. Niosa geny opornosci na roézne antybiotyki, geny zwiazane z produkcja
bakteriocyn i fermentacja sacharozy. Zostaly odkryte m.in. u Enterococcus faecalis
(Tn916, Tn918, Tn920, Tn925, Tn2702), Enterococcus faecium (Tn5233) i Lacto-
coccus lactis (Tn5276, Tn5301) (5).

Elementami genetycznymi, ktére zaobserwowano niedawno sa integrony. Sa
one zbudowane z trzech elementow koniecznych do przechowywania egzogen-
nych genéw. Sa to: odcinek kodujacy integraze (intl), miejsce rekombinacji (attl)
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oraz silny promotor. Budowa integronéow umozliwia im ,,schwytanie” genow oraz
ich ekspresj¢. Kaseta genowa ma postac¢ kolista w cytoplazmie komorki i nie ma
zdolnosci do replikacji, a ramka odczytu znajdujaca si¢ w kasecie nie posiada pro-
motora transkrypcji. Wiaczenie kasety do struktury integronu nadaje jej zdolnosé
do replikacji 1 umozliwia ekspresj¢ genow niesionych przez kasete (najczgsciej
opornosci na antybiotyki). Wszystkie wlaczone geny wyrazane sa z jednego pro-
motora obecnego w integronie (Pc). Stwarza to powazne zagrozenie, gdyz presja
selekcyjna wywotana obecnos$cia jednego antybiotyku zapobiega eliminacji calej
grupy gendéw z danego szczepu (oporno$¢ na antybiotyki niespokrewnione). Takie
zgrupowanie moze by¢ przeniesione do plazmidu lub koniugacyjnego transpozonu,
a takze do innych bakterii (13).

PARAMETRY CHARAKTERYZUJACE RELACIJE
ANTYBIOTYK — DROBNOUSTROJ

Jednym z parametréw opisujacych relacj¢ pomigdzy antybiotykiem i drobno-
ustrojem jest minimalne st¢zenie hamujace wzrost (MIC). Jest to najmniejsze
stezenie, ktore w okreslonych warunkach, catkowicie hamuje wzrost komoérek
w podtozu ptynnym lub na podlozu statym. Antybiotyk w st¢zeniu ponizej war-
tosci MIC takze dziata na bakterie, wywolujac np. zmiany ksztattu komorek czy
sktadu bialek powierzchniowych. Stezenia antybiotykéw mniejsze od wartosci
MIC moga réwniez powodowa¢ zmniejszenie liczby komorek bakterii w hodowli.
Uwzgledniajac te fakty wprowadzono dodatkowe mierniki: MBC — minimalne
stezenie bakteriobojcze, w ktoérym liczba komorek bakterii zdolnych do wytwa-
rzania kolonii, a wigc bakterii zywych, zmniejsza si¢ do 0 (w praktyce ponizej
0,1%). Inne wskazniki sa to MIC 50 lub MIC 90, okreslajace stezenia antybiotyku
hamujace wzrost 50% lub 90% badanych szczepoéw bakterii. Rzadziej spotykana
jest warto$¢ MAC — minimalne st¢zenie antybiotyku indukujace zmiany morfolo-
giczne komorek bakteryjnych (4). W tab. I przedstawiono zakres MIC dla wybra-
nych bakterii mlekowych.

TRANSFER GENOW OPORNOSCI POMIEDZY
KOMORKAMI BAKTERII

W ostatnich latach bakterie kwasu mlekowego sa badane pod wzgledem moz-
liwosci przenoszenia genéw opornosci na antybiotyki. Geny te, bedace na rucho-
mych elementach genetycznych, sa podstawa do wielu badan nad mozliwoscia
transferu do bakterii patogennych. Jednak wigkszo§¢ danych dotyczy enteroko-
kow, natomiast liczba raportéw na temat laktokokéw i pateczek kwasu mlekowe-
go jest ograniczona (20).

W ostatnim dziesigcioleciu pojawity si¢ enterokoki oporne na wankomycyng
(VRE), ktore sa czesta przyczyng zakazen szpitalnych. Enterokoki izolowane z mig-
sa surowego 1 fermentowanego mleka (szczegolnie szczepy Enterococcus faecalis
1 E. faecium) byty badane na oporno$¢ na wiele réznych antybiotykéw. Wiadomo,
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ze w wigkszo$ci byly one wrazliwe na ampicyling i wankomycyng (21). Jak wyka-
zano w badaniach, opornos$¢ bakterii z rodzajow Lactobacillus i Bifidobacterium ma
inne podtoze genetyczne niz oporno$é wystepujaca u enterokokow. Nie stwierdzono
bowiem obecnosci homologicznych genow van. Jest to dowdd na bezpieczenstwo
stosowania bakterii z rodzajow Lactobacillus 1 Bifidobacterium jako probiotykow,

pod wzglgdem opornosci na wankomycyng (22).

Tabela |. Zakres MIC dla wybranych gatunkéw bakterii

Table I. MIC range for selected bacteria species

3 5 .
Pochodzenie Gatunek bakterii Zakres MIC (ugfom) Zrodio_
Penicylina G | Amoksycylina | Cefoksytyna cytowania

Tradycyjny Lactococcus lactis <0,06-1 0,25-1 0,5- >128 Florez
hiszpanski Enterococcus durans <0,06-4 0,25 0,5-64 i wspotpr.
ser ple$niowy | Lactobacillus 0,25-16 0,25-1 32->128 2005
typu plantarum
Cabrales Lactobacillus casei <0,06-0,5 0,25-1 >128

Leuconostoc citreum | <0,06-0,25 0,25-2 16-64
Przewdéd Bifidobacterium <0,06-2 <0,25-2 0,5- 64 Delgado
pokarmowy | longum i wspotpr.
ludzi B. bifidum <0,06-0,12 <0,25 0,51 2005

Lactobacillus gasseri | <0,06-0,12 <0,25-0,5 <0,05-64

Lb. delbrueckii <0,06 <0,25 1-16

Lb. casei 0,12-2 0,51 >64

Lb. plantarum 4 0,5 32

Lb. rhamnosus 0,12-0,5 0,51 >64
Produkty Ampicylina Cefalotin D’ Aimmo
mleczne ) i wspotpr.
i preparaty Lagtoba(_:lllus 0,01-1 0,5 2 2007
farma- acidophilus
ceutyczne Lb. casei 0,01-1 2 32

Lb. bulgaricus 0,01 0,5 0,5

Streptococcus 0,01-0,5 0,01-0,5 0,1-0,5

thermophilus

Kiwaki 1 Sato (23) badali oporno$¢ na streptomycyng réznych szczepow bakterii
Bifidobacterium breve izolowanych z réznych srodowisk i probiotycznego szczepu
Bifidobacterium breve Yakult. Szczep ten wykazal najwyzsza oporno$¢ na strep-
tomycyng (MIC — 512) odbiegajaca wartoscia od pozostatych szczepoéw bakterii
gatunku B. breve. Molekularna analiza wykazata mutacj¢ w genie rpsL (odpowie-
dzialny za rybosomowe biatko S12). Zmiana jednego nukleotydu w sekwencji genu
rpsL (adenina na guaning) spowodowala zmiang aminokwasu z lizyny na argining
w miejscu aktywnym biatka rybosomowego. Opornos¢ szczepu B. breve Yakult na
streptomycyng jest wynikiem mutacji chromosomowej i jest mato prawdopodobne,
aby mogta by¢ przeniesiona do innych organizméw na drodze horyzontalnego trans-
feru genow (23).

Bakterie mlekowe z rodzajow Lactobacillus, Lactococcus 1 Bifidobacterium wy-
kazuja gldwnie opornos$¢ zwiazana z produkcja biatek chroniacych rybosom przed
dziataniem tetracykiln. U szczepoéw bakterii gatunkow Bifidobacterium longum, B.
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bifidum i B. animalis stwierdzono obecno$¢ genow tetW i tetO (21). U bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus najczgsciej wystepujacym genem opornosci jest gen tetM. De-
virgiliis i wspotpr. (24) wykazali obecnos$¢ genu fetM na plazmidzie koniugacyjnym
Tn916 u Lactobacillus paracasei izolowanego z wtoskiego sera typu mozzarella.
W szeSciu réoznych szczepach bakterii z rodzaju Lactobacillus takze stwierdzono
obecnos$¢ genow tetM, ktore nie znajdowaly si¢ na plazmidach ale prawdopodob-
nie na chromosomie. Geny oporno$ci na tetracykling znaleziono na plazmidzie
pMD5057 ze szczepu Lactobacillus plantarum 5057, a takze na plazmidzie wie-
lolekowej opornosci pK214 ze szczepu Lactococcus lactis K214 (25). Opornosé
bakterii jelitowych na tetracykliny zostata skorelowana z uzyciem tego antybiotyku,
co zasugerowalo, ze rosnaca presja antybiotykowa stwarzana przez szerokie sto-
sowanie antybiotykow w weterynarii i medycynie z pewnoscia przyczynia si¢ do
rozpowszechniania opornosci bakterii jelitowych (26).

Obecnos¢ genu erm(B) na chromosomie stwierdzono u bakterii Lactobacil-
lus johnsonii. Analiza tego genu i regionow okalajacych sugeruje, ze pochodzi on
z plazmidu pRE25 z Enterococcus faecalis, ale nieznany jest mechanizm integracji
1 rearanzacji tego genu u Lactobacillus johnsonii (21). Wysoka oporno$¢ na ery-
tromycyne (MIC > 1 mg/cm®) nadaje plazmid pLEM3, ktéry zostal wyizolowany
ze szczepu Lactobacillus fermentum LEMS89 (pochodzacego z katu §win). Region
odpowiedzialny za oporno$¢ wykazat w 98,2% homologi¢ do genu znajdujacego si¢
na koniugacyjnym transpozonie Tn/545 pochodzenia enterokokowego. U szczepdw
bakterii z rodzaju Enterococcus takze stwierdza si¢ obecnos¢ gendéw erm(B), ktore
nadaja wysoka opornos¢ typu MLS (27).

Ouoba i wspdlpr. (28) potwierdzili mozliwos¢ horyzontalnego transferu genu
erm(B) (oporno$ci na erytromycyng) z Lactobacillus reuteri 1.4:12002 do komo-
rek Enterococcus faecalis. Dowiedli, ze szczep Lactobacillus reuteri 1.4:12002 nie
moze by¢ stosowany jako probiotyczny.

Koniugacyjny plazmid pRE25 (opornos¢ na chloramfenikol i erytromycyng) jest
przekazywany z Enterococcus faecalis RE25 do Listeria innocua, E. faecalis JH2-2
i Lactococcus lactis BU2-60 z frekwencja 10”10 (16). Natomiast plazmid pAMpB1
(oporno$¢ MLS), wyizolowany z Enterococcus faecalis, jest zdolny do transferu po-
migdzy bakteriami z rodzajow Lactococcus, Lactobacillus 1 Enterococcus (16).

Gevers 1 wspotpr. (29) wykazali, ze 7 z 14 szczepoéw bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus, wyizolowanych z surowej fermentowanej kietbasy, opornych na tetracykling,
miato zdolno$¢ do transferu opornosci in vitro do komorek Enterococcus faecalis
z frekwencja od 10* do 10 transkoniugantéw na jednego biorce. Dwa z tych szcze-
poéw mogly takze przekazac¢ opornos¢ do Lactococcus lactis subsp. lactis, podczas
gdy nie znaleziono opornych transkoniugantow wsrod Staphylococcus aureus.

PODSUMOWANIE

Zbyt powszechne, nadmierne i czgsto niewltasciwe stosowanie antybiotykow, spo-
wodowato, ze dotad stosowane terapie lekowe obecnie nie daja efektow ze wzgledu
na rosnaca opornos¢ bakterii. Systematycznie wzrasta liczba badan nad opornoscia
na antybiotyki bakterii mlekowych z powodu ich szerokiego zastosowania w zywie-
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niu ludzi i zwierzat. Nie ma bariery dotyczacej opornosci nabytej pomigdzy pato-
gennymi, potencjalnie patogennymi i komensalnymi bakteriami mlekowymi. Iden-
tyczne geny odpowiedzialne za oporno$¢ np.: na tetracykliny (fef(M)), erytromycy-
n¢ (erm(AM)), chloramfenikol (cat), streptomycyng (str), znaleziono we wszystkich
tych trzech grupach bakterii. W zwiazku z tym, szczepy stosowane jako kultury
starterowe i probiotyki musza by¢ szczegodtowo badane pod wzglgdem opornosci na
antybiotyki. Nie moga one zawiera¢ gendw opornosci na antybiotyki zdolnych do
transferu do innych bakterii.

E. Rodak

ANTIBIOTIC RESISTANCE IN LACTIC ACID BACTERIA
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