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L odz

Biokonserwacja i biokonwersja zywnosci i paszy jest istotnym dzialem nowoczesnej bio-
technologii, wydaje sie nawet, ze o ciggle rosngcym znaczeniu. W procesach tych bakterie mle-
kowe sg obok drozdzy drobnoustrojami najczesciej wykorzystywanymi w praktyce przemy-
stowej. Ich stosowanie umozliwia produkcje wielu fermentowanych artykutéw zywnosciowych,
takich jak: sery twarogowe i dojrzewajgce, masto, Smietana, mleczne napoje, kiszonki roslinne,
pieczywo na zakwasach, niektore rodzaje wedlin oraz catlej gamy orientalnych produktéw
spozywczych Z udziatem bakterii mlekowych przygotowuje sie rowniez kiszonki paszowe, sta-
nowigce istotne Zrodto odzywcze dla zwierzat. Bakterie wykorzystywane w tych technologiach
nalezg do rodzajéw Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Streptococcus.
Wielokierunkowos$¢ aplikacji bakterii mlekowych w rozmaitych procesach przetwérczych, z pod-
kresleniem dominujacej mikroflory odpowiedzialnej za koricowg jakos¢ produktu ilustruje tab. 1.

Tabelal
Bakterie mlekowe wykorzystywane w przetworstwie spozywczym
Przetworstwo Dominujace gatunki bakterii

fermentowane produkty mleczarskie Lactococcus lactis ssp. lactis
Lactococcus lactis ssp. cremoris
Lactococcus lactis ssp. lactis var. diacetylactis
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
Leuconostoc lactis
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei

fermentacja warzyw Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum
Pediococcus pentosaceus

fermentacja miesa i ryb Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus leichmani

napoje; Leuconostoc oenos
- alkoholowe Lactobacillus delbrueckii
- kawa, kakao rézne gatunki bakterii mlekowych
sSosy sojowe Lactobacillus delbrueckii
Pediococcus soyae
fermentowane pieczywo Lactobacillus plantarum

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus sanfrancisco
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Fermentacja mlekowa nadaje zywnosci nie tylko korzystny smak i aromat, hamuje lakze roz-
woj mikroflory przetrwalnikujacej i chorobotwérczej. Nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢ fermento-
wanych produktow zawiera zywe bakterie mlekowe, ktérych terapeutyczne wtasciwosci sg udo-
kumentowane w leczeniu schorzen jelitowych, zwiekszaniu odpornosci organizmu, kecntroii
poziomu cholesterolu we krwi, uznawane sa réwniez za czynnik pi“zeciwnowotwoiowy.

Pomimo nie kwestionowanego znaczenia bakterii fermentacji mlekowej wiedza o ich fizjolo-
gii, metabolizmie i budowie genetycznej jest jeszcze dalece niewystarczajgca Obecnie ponad
40 osrodkéw naukowych na Swiecie prowadzi badania z tego zakresu. W 1989 r. w rarnac.h tzw
,Laboratorium bez granic” (European Laboratory Without Walis-ELV\A/V) sponsorowanego p;zez
Wspodlnote Europejskg zostat utworzony zesp6t badawczy wspoétpracujacy w dziedzinie biotech
nologii bakterii fermentacji mlekowej. Podstawowe zagadnienia, ktérych rczwazanie ,ost piano
wane w ramach ELWW, obejmujg poznanie systerr.6w naturalnego u'ze.noszonc'i gendw,
funkcjonalnej i molekularnej charakteystyki plazmidéw, sposobdéw stabi':z3c;i .Dziakéw metaboli-
cztiych kodowanych przez geny plazmidowe, a takze czynnikéw kontrolujacycti ekspre.*.e ge-
néw u bakterii mlekowych.

Najbardziej zaawansowane badania systeméw przekazywania infori'nacji genetycznej u ba
kterii mlekowych dotycza probleméw najistotniejszych dla praktyki przemystowej a miancwicio
kodowania kataboiizmu weglowodanéw, metabolizowania biatek i cytrynianu w mleku, mechani-
zmow opornosci na bakteriofagi, zdolnosci wytwarzania i opornosci na substancje antybioiycz-
ne oraz wrazliwosci na jony metali Intensyfikacji wymagaja natomiast badania zmierzajgce do
wyjasnienia mechanizmoéw genetycznego kodowania zdolnosci pewnych szczepdw L. acidophi-
lus i B. bifidum do kolonizacji przewodu pokarmowego cztowieka i zwierzat, zdolnosci deioksyfi-
kacji prokancerogendw i kancerogenéw, braku wrazliwosci na aglutynacje oraz zdolnosci pro-
dukcji polimerow (6,68).

1, Aparat genetyczny bakterii fermentacji mlekowej

Niejednorodnosc¢ diagnostyczna bakterii mlekowych znalazta odbicie w ich budowie genety
cznej. Geny bakterii Lactococcus laclis ssp. lactis i ssp. cremoris sg ukonstytuowano w
czasteczke DNA chromosomalnego o wielkosci od 2,3 do 2,6 Mb (1500-1700 MDa), przy czym
wyzsze masy czasteczkowe sg charakterystyczne dla genomoéw L lactis ssp. cremoris (44),
Rozmiar genomoéw badanych szczepdw S. salivarius ssp. thermophilus wynosi od 1690 do 2012
kb, zazwyczaj ok. 1900 kb, (44,56).

Poza DNA chromosomalnym geny bakterii mlekowych sg bardzo czesto zlokalizowane
w DNA plazmidow\'m. Genetyka bakterii mlekowych w znacznie wiekszym stopniu zajmuje sie
plazmidowym niz chromosomalnym DNA. Wynika to z faktu, ze wiekszos¢ genéw kodujgcych
wiasciwosci istotne dla przetwoérstwa spozywczego jest zlokalizowana wiasnie w plazmidach
Prezentowany przeglad osiggnie¢ w badaniach genetyki bakterii fermentacji mlekowej jest
gtéwnie poswiecony tym zagadnieniom.

Liczba plazmidéw w komodrkach bakterii z rodzaju Lactococcus moze sie wahac zaleznie od
szczepu od 2 do 11, najczesciej spotyka sie od 4 do 7 plazmidéw (26,49,50,75). Masa czastecz-
kowa plazmidéw wynosi od 1 do 90 MDa, czes¢ z nich ma charakter kryptyczny, a v/iec dotad
nie znamy ich funkcji. Profil plazmidowy szczepdw jest wykorzystywany do identyfikacji sktadu
mieszanych populacji (10,75) oraz wskazuje na stopiefh pokrewieristwa bakterii mlekowych
(10,16).
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2. Genetyczne determinanty metabolizmu bakterii
z rodzaju Lactococcus

2.1. Metabolizm laktozy

Zdolnos$¢ bakterii mlekowych do fermentowania laktozy jest ich podstawowa wiasciwoscig
technologiczna. Juz w latach trzydziestych w warunkach przemystowych obserwowano poja-
wianie sie spontanicznych odmian niezdolnych do wzrostu w mleku. Czesto$¢ ich wy-
stepowania jak wykazali McKay i wsp. (52), zwieksza sie podczas hodowli w obecnosci barwni-
kéw akrydynowych lub w podwyzszonej temperaturze, wskazuje to na role plazmidowego DNA
w kodowaniu tej cechy. Obecnie istniejg juz fizyczne dowody, ze za zdolnos¢ paciorkowcow
mlekowych do fermentowania laktozy odpowiedzialne sg geny zlokalizowane w DNA plazmido-
wym o wysokiej masie czgsteczkowej, od ok. 30 do 67 MDa (26,38,50) (tab. 2). Wykazano

ponadto (rys. 1), ze sa to geny kodujgce dwa specyficzne biatka systemu transportu laktozy za
pomoca fosfotransferazy zaleznej od fosfoenolopirogronianu (PEP:PTS), a mianowicie E II'®"
oraz F llI'“, a takze fosfo™-galaktozydaze, enzym rozszczepiajacy laktoze (1,49).

Rys. 1. Transport laktozy do komé-
rek bakterii mlekowych przy udzia-
le systemu PEP:PTS (wg Thompso-
na, (74)).

Goloktozo-S-fosforan
Gol-b-izomeraza

Tagatozo - 6 -fosforan
TQgQto20-6-P-kinQ2Q

Tagatozo-1,6-difosfOran

TQg-1.6-P-QldolQ2Q Rys. 2. Metabolizm galaktozy przez

paciorkowce mlekowe (wg Kandle-
fosfohydroksyaceton aldehyd-3-fosfoglicerynowy  ra. (31)).
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Crow i wsp. (14) stwierdzili, ze réwniez geny odpowiedzialne za synteze trzech kluczowych
enzymow szlaku tagatozy, tj. izomerazy galaktozofosforanowej, 6-fosfotagatozokinazy oraz al-
dolazy tagatozobisfosforanowej (rys. 2) zlokalizowane sg u szczepdw L. lactis ssp. lactis CIO,
HI i 133 w plazmidzie laktozowym. Interesujace jest to, ze odmiany nie zawierajgce plazmidu lac
zdolne sa do wykorzystywania galaktozy, w znacznie jednak wolniejszym stopniu; sg to tzw. od-
miany Lac" Gal*. Wyjasniono, ze szczepy L. lactis ssp. lactis poza specyficznym dla galaktozy
systemem PEPPTS (63) moga transportowac ten cukier réwniez przy udziale permeazy zalez-
nej od ATP (szlak Leloira) (42,51,74), prawdopodobnie kodowanej genami zlokalizowanymi w
chromosomalnym DNA (26).

2.2. Aktywnos¢ proteolityczna

Bakterie fermentacji mlekowej cechujg sie wysokimi wymaganiami pokarmowymi, szczegol-
nie w stosunku do zrddta azotu. W mleku, w ktérym stezenie wolnych aminokwasoéw jest niskie,
zaledwie rzedu 70 /rg/ml (57), mozliwe jest osiagniecie gestosci komérek wynoszace ok. 3-16%
w poréwnaniu z warunkami nielimitowanymi. Taki poziom bakterii jest niewystarczajacy dla za-
bezpieczenia odpowiedniej dla celéw technologicznych produkcji kwasu mlekowego. Wiasciwy
rozwoj bakterii mlekowych w mleku jest zatem w znacznym stopniu zalezny od ich zdolnosci
rozktadu biatek mleka, przede wszystkim kazeiny, a zatem od wyposazenia komérek w enzymy
proteolityczne.

System enzymoéw proteolitycznych bakterii mlekowych jest trudny do zdefiniowania ze
wzgledu na duzg liczbe enzymdéw oraz znaczne ich zr6znicowanie w komérkach poszczegél-
nych gatunkéw, a nawet szczepow. Obejmuje zaréwno proteinazy jak i peptydazy, przy czym
niektére z nich moga by¢ wydzielane pozakomoérkowo.

Proteinazy bakterii mlekowych zlokalizowane w Scianie komoérkowej hydrolizujg biatka mleka
do polipeptydéw. Polipeptydy sg nastepnie degradowane przez peptydazy do mniejszych jed-
nostek, ktére moga juz by¢ transportowane do wnetrza komérek (41,73). Wielko$¢ tych pepty-
doéw nie moze przekracza¢ 4-6 jednostek aminokwasowych (72). Funkcjonowanie systemu pro-
teolitycznego bakterii mlekowych przedstawiono na rys. 3.

Badania biochemiczne proteinaz paciorkowcow mlekowych wykazaty, ze sg to biatka o ma-
sie od 80 do 145 kDa i optymalnym pH dziatania w zakresie 5,5-6,5, aktywowane badz stabilizo-
wane jonami Ca (38,73).

Rys. 3. Wykorzystanie kazeiny przez bakterie mlekowe (wg Thomasa i Pritcharda, (73)).
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Tworzenie proteinaz u bakterii z rodzaju Lactococcus jest cecha niestabilng. Obserwuje sie
czesto pojawianie spontanicznych odmian Prf niezdolnych do ukwaszenia mleka w ciagu 24
godzin; sa to tzw. odmiany slow. Szczepy dzikie (Prt®, tzw. szczepy fast) dajg skrzep mleka juz
po 16-18 godzinach. tatwos¢ utraty zdolnosci trawienia bialek, szczegdlnie po traktowaniu ba-
kterii barwnikami akrydynowymi, bromkiem etyoyny oraz po hodowli w podwyzszonej tempera-
turze, wskazuje na plazmidowe kodowanie cechy prl. Identyfikacja plazmidéw proteinazowych
wykazata, ze ich rozmiary moga sie waha¢ od ok. 2,2 do 62 MDa. U czesci szczepéw geny de-
cydujace o aktywnosci proteolitycznej sa zlokalizowane w plazmidzie, w ktérym znajduja sie
réwniez geny odpowiedzialne za metabolizm laktozy (tab. 2).

Tabela2

Umiejscowienia gendw laktozowych i proteinazowych u Lactococcus sp.
(wg Gasson i Davies (26) oraz Kok (38))

. Rozmiar plazmidu (MDa)
Podgatunek i szczep

Lac Prt Lac/Prt

lactis Cc2 18/12,5 45
712 37,3
ML3 33,0
763 36,7
010 40,0
M18 45,0
DRC1 31,0
uCc317 46,0
DR1251 32
Hi 33
18-16 41
DRC3 52
11007 32

cremoris HP 9
ML1 2.2
wg2 16,0
Skll 48,0
uC205 23,0
uc411 20.0
P8/2/47 9,3
H2 63
SD8,SD9,SD11 62
V16 62,7
V18 62,0
1200 14
M12R 13
Bl 37
03 34/27
R1 34
EB7 42

Uwaza sie, ze wystepowanie gendw prt i lac w oddzielnych plazmidach moze wynikac
z fragmentacji duzego plazmidu, kodujgcego zaréwno metabolizm laktozy, jak i aktywnos¢ pro-
teolityczng. Dowodem jest podobieristwo map genetycznych otrzymanych technika trawienia
endonukleazami restrykcyjnymi odmian Prt® Lac™ i PrT Lac”; u tych ostatnich wykazano jedy-
nie delecje pewnego regionu DNA (26).
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Poréwnujac ponadto mapy gendw proteinazowych L. lactis ssp. lactis 712, 763 i ssp. cre-
moris Wg2, Skll, E8, MLI i UC317 wida¢ ich duze podobienstwo (17,34,38,39). Wydaje sie za-
tem, ze u wielu, a by¢ moze u wszystkich paciorkowcéw mlekowych te same geny sa odpowie-
dzialne za synteze proteinaz zwigzanych ze $ciang komérkowsa.

W proces degradacji peptydéw uwalnianych z kazeiny pod wptywem dziatania proteinaz
wilaczony jest zespo6t peptydaz zlokalizowanych zaréwno w $cianie komérkowej jak i w cytopla-
zmie. Do tej pory wyizolowano z réznych gatunkéw i szczepdw bakterii fermentacji mlekowej
aminopeptydazy (EC 3.4.11.11), dipeptydazy (EC 3.4.13.11), aminopeptydaze tripeptydowa (EC
3.4.11.4), aminopeptydaze P (EC 3.4.11.9), iminopeptydaze prolinowg (EC 3.4.11.5), dipepty-
daze prolinowg (EC 3.4.13.8), dipeptydaze prolinowag (EC 3.4.13.9), peptydazy dipeptydylowe
0 specyficznosci X-Pro oraz metalokarboksypeptydazy (EC 3.4.17.1, EC 3.4.17.2) (38).

Wiedza na temat lokalizacji genetycznych determinantéw ich syntezy jest bardzo ograniczo-
na. Ustalono jedynie, ze geny kodujace oeptydazy dipeptydylowe u szczepdéw L lactis ssp. cre-
moris i L lactis ssp. lactis 763 znajdowaly sie w plazmidzie o liczbie ok. 5-10 kopii
| zawieraty 763 kodony. Poréwnanie ich budowy wykazato prawie pelng homologie dfa obu ba-
danych szczepow (38). Uwaza sie ponadto, ze geny kodujace wiekszos¢ enzymdow systemu
peptydaz bakterii mlekowych sg zlokalizowane w DNA chromosomalnym. Przemawia za tym
fakt, ze dotad nie uzyskano odmian pozbawionych zdolnosci rozktadu peptyddv/.

2.3. Fermentacja cytrynianu

Zdolnosc¢ L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis do fermentowania cytrynianu i tworzenia dwu-
acetylu spowodowata szeroka aplikacje tych bakterii jako producentéw zwigazkéw aromatu
w wielu fermentowanych produktach mleczarskich. Tworzenie oczek w niektérych typach seréw
dojrzewajacych jest réwniez uwarunkowane szybkoscig i iloscig tworzonego przez te bakterie
CO:z2 z cytrynianu.

Rys. 4. Mapa genetyczna plazmidu
cytrynianowego (wg Gassona, (26)).
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Juz W latach szescdziesigtych wykazano, ze var.diacetylactis moze spontanicznie tracic¢
zdolnos$¢ fermentowania cytrynianu bez mozliwosci rewersji tej cechy (13). Ponadto stwierdzo-
no, ze po traktowaniu komoérek oranzem akrydyny czesto$¢ konwersji odmian Cit*do Cif jest
bardzo wysoka; moze siega¢ az do 5% (32). Wskazuje to wyraznie na plazmidowa lokalizacje
gendéw kodujacych enzymy przemiany cytrynianu u szczepéw odmiany diacetylactis. Ostatecz-
ne jednakze dowody uzyskano po wykazaniu korelacji pomiedzy utratg cechy Git i utratg plazmi-
du o masie czagsteczkowej 5,5 MDa (32).

Po eliminacji tego plazmidu z komoérek L lactis ssp. lactis var. diacetylactis obserwowano
utrate aktywnosci permeazy cytrynianowej. Odmiany Cif zachowaly jednakze aktywnosc¢ liazy
cytrynianowej. Kempler i McKay (33) z wykorzystaniem techniki trawienia endonukleazami re-
strykcyjnymi wykazat, ze 5,5 MDa plazmidy z komérek szczepéw DRC1, DRC3, 11007 18-16
i WM4 byly identyczne. Podobne wyniki uzyskat réwniez Gasson (26) dla szczepu 176. Mape
genetyczng plazmidu pCT176 przedstawiono na rys. 4.

2.4. Tworzenie bakteriocyn

Produkcja przez niektére szczepy bakterii fermentacji mlekowej substancji antagonistycz-
nych jest zjawiskiem znanym od wielu lat. Juz w 1928 r. Rogers (47) wykazal, ze L lactis ma
zdolnos¢ hamowania rozwoju L delbrueckii ssp. bulgaricus. Odpowiedzialny za ten efekt
okazat sie polipeptyd, antagonistyczny réwniez w stosunku do innych gramdodatnich bakterii
z rodzaju Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus i Clostridium. Substancja ta zostata nazwana
nizyng. Jej odkrycie spowodowato duze zainteresowanie zdolnoscig tworzenia zwigzkéw anta-
gonistycznych przez bakterie mlekowe. Zwigzki te, nazywane bakteriocynami moga by¢ produ-
kowane réwniez przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i S. saliva-
rius' ssp. thermophilus (3). Szczegdlnie wielu producentéw bakteriocyn znajdujemy wsSréd
bakterii z rodzaju Lactobacillus.

Klaenhammer (37) wyrdznia dwa typy bakteriocyn. Pierwszy - o waskim spektrum aktyw-
nosci, tylko w stosunku do pokrewnych bakterii oraz drugi - o szerokim zakresie dziatania, w
stosunku do innych bakterii gramdodatnich, w tym réwniez Clostridium botulinum i Listeria
monocytogenes. Znany jest rowniez zwigzek biatkowy (5,4 KDa) produkowany przez L. acidop-
hilus, aktywny w stosunku do bakterii gramujemnych z rodzaju Salmonella, Shigella i Pseudo-
monas (55).

Zaledwie czes$¢ tworzonych przez bakterie mlekowe bakteriocyn ma ustalong budowe che-
miczng. Najlepiej scharakteryzowang jest nizyna - peptyd o masie czasteczkowej 3500 nie za-
wierajgcy aminokwasow aromatycznych, zawierajgcy natomiast nietypowe aminokwasy siarko-
we, takie jak lantionina i /3-metylolantionina. Okreslono ponadto budowe produkowanej przez L.
acidophilus laktacyny B, substancji biatkowej o masie 6000-6500 Da (4). Sg rowniez doniesienia
o0 niskoczasteczkowych (200-700 Da), niebiatkowych substancjach antagonistycznych, w
wiekszosci o nieznanej budowie chemicznej (47). Ostatnio udato sie okresli¢ budowe produko-
wanej przez L. reuteri reuteryny aktywnej w stosunku do bakterii gramujemnych, gramdodatnich,
drozdzy, plesni i pierwotniakéw. Reuteryna jest rbwnowazng mieszaning uwodnionego mono-
meru i cyklicznego dimeru aldehydu 3-hydroksypropionowego (71).

Pierwsze informacje dotyczace lokalizacji genetycznych determinantow biosyntezy nizyny
pochodza juz z 1974 r. (40), kiedy stwierdzano wysoka, ok. 2-8%, czestos¢ tworzenia odmian
Nis" po hodowli w obecnosci akrydyny, bromku etydyny, proflawiny oraz w podwyzszonej tem-
peraturze. Dopiero jednak w latach osiemdziesiatych wykazano, ze cecha nizynotwdrczosci jest
skorelowana z 28 MDa plazmidem u L. lactis 11454 (43). Funkcje taka spetnia 30 MDa plazmid
u 8 badanych przez Gassona szczepow (24) oraz 17,5 MDa plazmid u L. lactis 7962 (76).
Zdolnos¢ biosyntezy nizyny jest genetycznie powigzana z opornoscia na nizyne i zdolnoscia do
fermentowania sacharozy (plazmid SN). Wiasciwosci te moga by¢ przenoszone na drodze ko-
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niugacji pomiedzy paciorkowcami mlekowymi (24,28,69), jak réwniez do Leuc. dextranicum
(76). Sa roéwniez wyniki wskazujgce na mozliwos¢ kodowania produkcji nizyny genami chro-
mosomalnymi (15). Szczepy te, jako bardziej stabilne, powinny by¢ stosowane w przemystowej
produkciji nizyny. W latach 88-89 dwa laboratoria doniosty o wyizolowaniu i zsekwencjonowaniu
genu nizynowego (5,30).

Uzyskano rowniez dowody genetyczne i fenotypowe na wystepowanie 88 MDa plazmidu
bakteriocynowego u L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis WM4 (53). Neve i wsp. (59) zidentyfi-
kowali 40 MDa plazmid - bakteriocynowy szczepdw L. lactis ssp. cremoris 4G6 | 9B4 oraz 75
MDa plazmid u L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis 6F7. Analiza tych plazmidéw z wykorzysta-
niem techniki trawienia endonukleazami restrykcyjnymi wykazata, ze 40 MDa plazmidy szcze-
poOw ssp. cremoris sa identyczne z czescig 75 MDa plazmidu ssp. lactis var. diacetylactis 6F7.

2.5. Opornos¢ na bakteriofagi

Jednym z gtdéwnych probleméw przemystu mleczarskiego sa zaklécenia technologiczne
zwigzane z infekcjami bakteriofagowymi. Badania z ostatnich lat wykazaly, ze bakterie mlekowe
sa wyposazone w mechanizmy obronne, z ktérych do tej pory udato sie zidentyfikowac takie sy-
stemy jak (36,64):

- restrykcji i modyfikacji (R/M),

- ochrony przed adsorpcja fagow,

- poronnej infekcji ograniczajacy reprodukcje czgstek fagowych.

Systemy restrykcji i modyfikacji wystepujace czesto u paciorkowcéw mlekowych, stanowig
nie tylko bariere przed infekcjami fagéw heterologowych, lecz réwniez sg istotnym czynnikiem
ograniczajagcym rozw6j gospodarzy dla fagéw wystepujacych w danym zaktadzie mleczarskim.
Biochemiczna charakterystyka systeméw R/M jest praktycznie ograniczona do identyfikacji en-
donukleazy restrykcyjnej typu Il Ser Fl, u L lactis ssp. cremoris F dokonanej przez Fitzgeralda
i wsp. (21). Poza tg informacja brak jest w dostepnej literaturze danych na temat enzymoéw re-
strykcyjnych i systeméw modyfikacji u paciorkowcéw mlekowych.

Znaczenie plazmidowego DNA w kodowaniu fagoopornosci paciorkowcéw milekowych
zostato po raz pierwszy zasugerowane przez Collinsa (12), ktéry wykazatl, ze 4-miesieczne pa-
sazowanie kultur w mleku powoduje stopniowe narastanie wrazliwosci na fagi. Podobnie jak
zdolnosc¢ fermentowania laktozy i aktywnos¢ proteolityczna, fagoopornos¢ bakterii mlekowych
zostata uznana za ceche niestabilng genetycznie. Réwniez Limsowtin i wsp. (45) doniesli
o szybkim pojawianiu sie fagowrazliwych odmian podczas hodowli w podiozu bulionowym MI7.
Fizyczne dowody na znaczenie plazmidowego DNA w kodowaniu mechanizméw obrony przed
atakiem bakteriofagbw uzyskano dopiero w latach 1980-1981 w zespole Klaenhammera
(36,64,65). Wyizolowane odmiany L. lactis ssp. cremoris KH wyl*azujace podwyzszong fago-
wrazliwos¢ nie zawieraty plazmidu pMEIOO o masie czgsteczkowej 10 MDa (65). Obnizony po-
ziom zaréwno aktywnosci restrykcji, jak i modyfikacji wskazywat na genetyczne powigzanie tych
dwoéch mechanizméw. Stwierdzenie jednakze pewnego poziomu aktywnosci R/M u odmian nie
zawierajacych plazmidu pMEIOO wskazywato dodatkowo na wystepowanie wiecej niz jednego
systemu R/M oraz, ze geny odpowiedzialne za te aktywnos¢ moga by¢ réwniez zlokalizowane w
DNA chromosomalnym.

Istnienie jednoczesnie kilku systeméw R/M u paciorkowcoéw mlekowych potwierdzono dla
szczepow L. lactis ssp. lactis 1L594. Uzyskane odmiany o réznej kombinacji 9 plazmidéw
wykazywalty zréznicowang wrazliwos¢ na rézne bakteriofagi, zaleznie od tego czy zawieraly pla-
zmid pIL 6 (17,5 MDa) lub pIL 7 (20,7 MDa) (9). Gautier i Chopin (27) wykazali réwniez dla
szczepu L. lactis ssp. cremoris IL964 istnienie dwu plazmidéw odpowiedzialnych za aktywnos¢
R/M, a mianowicie plL103 (3,8 MDa) i plL107 (10,1 MDa). Szczep IL964 zawieral ponadto pla-
zmid pIL 105 (5,8 MDa) odpowiedzialny za system poronnej infekcji. Odmiennie od tych szcze-
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poéw, L lactis ssp. cremoris M49 byl wyposazony tylko w jeden system R/M, kodowany przez
geny umiejscowione na 20 MDa plazmidzie pLR1020 (70).

Adsorpcja czastek fagowych na powierzchni komoérki jest niezbedna dla powodzenia infe-
kcji. System obrony przed adsorpcja jest u bakterii mlekowych réwniez kodowany genami pla-
zmidowymi. Fizyczne dowody uzyskano na istnienie plazmidéw pMEOOSO (30 MDa) i pSK112
(34 MDa) odpowiedzialnych za system ochrony przed adsorpcjg fagéw na komorkach L. lactis
ssp. lactis ME2 (66) i L. lactis ssp. cremoris SK11 (19). System blokowania adsorpcji kodowany
przez plazmid pMEOO30 byt jednym z kilku mechanizméw obronnych wykazanych dla szczepu
ME2, w przeciwienstwie do szczepu L. lactis ssp. cremoris SK11, dla ktérego byt to jedyny sy-
stem ochronny przed atakiem fagow.

Pierwsze informacje o wystepowaniu u bakterii mlekowych systemu poronnej infekcji po-
chodza z badan McKaya i Baldwina z 1984 r. (54), ktoérzy stwierdzili wystepowanie u L. lactis
ssp. lactis var. diacetylactis D65 plazmidu o masie czasteczkowej 40 MDa (pNP40) niosacego
geny opornosci na nizyne i na bakteriofagi. Kodowany przez ten plazmid system okazat sie
wrazliwy na temperature i ulegat inaktywacji w 40°C. Podobny system wykazano u L lactis ssp.
lactis ME2 (67), kodowany przez geny zlokalizowane w plazmidzie pTR2030 (30 MDa). Kultury
zawierajgce ten plazmid charakteryzowaly sie 10-krotnie nizszg wydajnoscia czastek fagowych
niz odmiany pozbawione plazmidu. Informacje o plazmidach niosacych geny kodujace systemy
ochronne przed infekcja bakteriofagow u paciorkowcéw fermentacji mlekowej zestawiono w tab. 3.

Tabela3
Plazmidy opornosci na bakteriofagi u paciorkowcéw mlekowych
(wg 9,19,25,27,36,66,70)

Plazmid Rozmiar (MDa) Mechanizm opornosci
pIL6 17,5 restrykcja/modyfikacja
pIL7 20,7 restrykcjaymodyfikacja
pTN20 20 restrykcja/modyfikacja
plL107 10,1 restrykcja/modyfikacja
PLR1020 20 restrykcja/modyfikacja
pIL103 3,8 restrykcja/modyfikacja
pNP40 40 poronna infekcja
pPTR2030 30 poronna infekcja
pCJ750 50 poronna infekcja
PCJ1829 29 poronna infekcja
pBUJ-60 40 poronna infekcja
puU105 8.7 poronna infekcja
PMEO0030 30 blokowanie adsorpcji
pSK112 34 blokowanie adsorpcji

2.6. Inne wlasciwosci

Poza szeroko prowadzonymi badaniami genetycznych determinantéw podstawowych dla
praktyki przemystowej uzdolnienn paciorkowcéw mlekowych sa réwniez w literaturze informacije
o lokalizacji w plazmidzie laktozowym u L lactis ssp. lactis C2 gendw opornosci na arseniany,
arseniny, chromiany oraz wrazliwosci na miedz (20). Chopin i wsp. (11) wykazali ponadto, ze
geny podwyzszonej opornosci szczepu L. lactis ssp. iactis IL594 na promieniowanie UV
mieszcza sie w 22 MDa plazmidzie. Uzyskano réwniez dowody na znaczenie plazmidowego
DNA w kodowaniu zdolnosci L. lactis ssp. lactis 354-07 do metabolizowania glukozy i mannozy
oraz szczepu L. lactis ssp. lactis DR1253 do wykorzystywania ksylozy (50).
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Prezentowane wyniki badarn nad systemami genetycznej regulacji metabolizmu paciorkow-
cow mlekowych wskazujg na ogromne zréznicowanie, rowniez miedzyszczepowe tej grupy bak-
terii. Moze to wyjasnic¢ ich fizjologiczng i metaboliczng zmienno$¢, umozliwiajgca jednoczesnie
wykorzystanie tych bakterii w r6znych procesach biotechnologicznych.

3. Genetyczne determinanty metabolizmu bakterii z rodzajow
Lactobacillus, Leuconostoc i Streptococcus

w przeciwienstwie do mezofilnych paciorkowcéw mlekowych termofilny S. salivarius ssp.
thermophilus jest gatunkiem ubogim w plazmidy, podobnie zreszta jak jego jogurtowy partner
L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Wiekszos¢ opisanych szczepow S. salivarius ssp. thermophilus
izolowanych zaréwno z mleka, ze szczepionek przemystowych, jak i ze szczepdw kolekcyjnych
nie zawiera plazmidéw (tab. 4).

Tabela4d
Zawarto$¢ plazmidéw w komorkach S. salivarius ssp. thermophilus (56)
Liczba badanych Liczba szczepow Liczba szczepéw Rozmiar plazmidu

szczepow przemystowych zawierajgcych plazmidy (Kb)
23 15 5 2,2-3,5
35 ) 137 2,2-14,7
10 3 1 2,2
50 20 gc) 2,9-7,6

1 - Id) 2,23,4255
30 25 4 2,2-6,9
Brak informacji; 3 z tych 13 szczepbw zawierajg wiecej niz 1 plazmid; 3 z tych 9 szczepéw za-

wierajg 2 plazmidy; zawiera 3 plazmidy (szczep IP6631).

Jedynie 33 na 149 badanych do 1990 r. szczepdw jest wyposazonych, zazwyczaj w poje-
dynczy plazmid o niskiej masie czasteczkowej, od 1,5 do 9,8 MDa (56). Wszystkie te plazmidy
maja charakter kryptyczny. Ze wzgledu na mate rozmiary jest mato prawdopodobne aby
kodowaly jakies cechy fenotypowe.

Komoérki jednego zaledwie szczepu S. salivarius ssp. thermophilus IP6631 zawierajg
wiekszy, 17 MDa plazmid pNST31 réwniez o nieznanej funkcji. Odmiany pozbawione tego pla-
zmidu nie wykazujg réznic w metabolizmie weglowodanéw i profilu opornosci na antybiotyki
w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym (56).

Mercenier i wsp. (56) okreslili sekwencje zasad w 4,6 MDa plazmidzie szczepu S. salivarius
ssp. thermophilus A033. Zwrécono uwage wiasnie na ten plazmid, poniewaz jego brak lub
obecnos¢ w komodrkach wptywata na zmiane morfologii kolonii. Mercenier uwaza, ze plazmid
pA33 ma zdolnos¢ integracji i odrywania sig¢ od DNA chromosomalnego. Woéwczas, gdy
wystepuje jako sktadnik autonomicznie replikujacy, szczep A033 rosnie w postaci matych kolo-
nii, a w podtozu bulionowym tworzy krotkie tancuszki (10-20 komoérek). Mate kolonie koagulujg
znacznie wolniej mleko niz duze, ztozone z komérek zawierajgcych plazmid pA33 w postaci zin-
tegrowanej z DNA chromosomalnym. Wykazujg réwniez zwiekszong opornos¢ na kanamycyne
oraz zmieniony profil fagoopornosci. Zaobserwowano, ze mate kolonie moga wyrasta¢ z komo-
rek pochodzacych z duzych i odwrotnie. Sa to jedyne informacje w dostepnej literaturze
wyjasniajace znaczenie plazmidéw u bakterii S. salivarius ssp. thermophilus.
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Pierwsze informacje o wystepowaniu plazmidéw w komérkach bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus pochodzg z badan Chassy i wsp. (7), ktérzy stwierdzili, ze L. casei ssp. casei 64H i L. casei
ssp. rhamnosus zawierajg po jednym plazmidzie o masach czgsteczkowych odpowiednio 23
i 19 MDa. Nie ustaiono w tych badaniach ich funkcji metabolicznych. Fenotypowy dowdd na ko-
dowanie metabolizmu laktozy uzyskat Hofer (29) dlaL. casei 1185. Szczep 1185 spontanicznie
tracit zdolnos¢ fermentowania tego cukru w podwyzszonej temperaturze lub w obecnosci akry-
flawin. Chassy i wsp. (8) réwniez stwierdzili, ze pasazowanie L. casei 64H w obecnosci barwni-
kow akrydynowych i mitomycyny C daje blisko 100% konwersje odmian Lac"* do Lac" przy
czym odmiany Lac" byly pozbawione 23 MDa plazmidu.

Wiadomo, ze transport laktozy do komdrek L. casei odbywa sie przy udziale systemu
PEP;PTS. Laktozo 6-fosforan jest nastepnie rozszczepiany, podobnie jak u bakterii z rodzaju
Lactococcus, przez fosfo-~galaktozydaze (31). Chassy i wsp. (8) wykazali, ze 23 MDa plazmid
u L. casei 64H jest miejscem lokalizacji zaréwno genéw odpowiedzialnych za system transportu
i fosforylacji laktozy, jak i za aktywnosc¢ fosfo-/3-galaktozydazy. Stwierdzili ponadto, ze miejscem
kodowania metabolizmu laktozy jest 15 MDa plazmid u L. casei ATCC 395 i 36 MDa plazmid
u L. casei ATCC 4646.

Szeroko zakrojone badania Vescovo i wsp. (78) dla 195 szczepdw nalezacych do réznych
gatunkéw Lactobacillus sp. pozwolity na okreslenie czestosci wystepowania plazmidéw w
obrebie tego rodzaju. Ustalono, ze 63% szczepow L. reuteri, 27% szczepow L. helveticus i 4%
L. casei zawiera w komoérkach plazmidy. Stwierdzono ponadto, ze zaledwie u 1 z 19 badanych
szczepow L. delbrueckii ssp. bulgaricus wystepujg plazmidy oraz nie wykazano ich obecnosci
u zadnego z 9 badanych szczepéw L. plantarum, 6 badanych L. coryneformis i 5 L. brevis.
Wystepownie plazmidéw w komérkach pateczek mlekowych jest zatem cechg szczepowag a nie
cecha gatunku. Dla nielicznych jedynie szczepéw udato sie ustali¢ cechy fenotypowe kodowane
przez te plazmidy. Wiadomo, ze 7,0 MDa plazmid u L reuteri 1063 jest odpowiedzialny za pod-
wyzszong opornos¢ na erytromycyne (>500/~g/ml) (2), za wykorzystanie maltozy sg odpowie-
dzialne geny umiejscowione w 51 MDa plazmidzie u Lactobaciiius sp. DB29 i w 42 MDa plazmi-
dzie u szczepow DB27, DB28, i DB31 (46). U L. helveticus HLM-1 utracie 3,5 MDa plazmidu
towarzyszy utrata aktywnosci proteinaz (58). Wsrod 30 badanych szczepow L. sake, izolowa-
nych z miesa i produktow miesnych, 30% bylo szczepami bezplazmidowymi, pozostate
zawieraty od 1 do 3 plazmidéw o masie czasteczkowej od 1,3 do 26,7 MDa. Plazmid o najnizszej
masie czasteczkowej wystepowat u 20% szczepdéw. Nie ustalono jednak ich fenotypowych fun-
kcji (48).

Ostatnio bardzo duze zainteresowanie towarzyszy szczepom L. acidophilus ze wzgledu na
ich znaczenie dla zdrowia cztowieka i zwierzat. Badania genetyczne tego gatunku sg jednak bar-
dzo ograniczone. Wedtug Klaenhammera i Sutherlanda (35) opornos¢ na antybiotyki, produkcja
bakteriocyn, jak rowniez zdolnos¢ do kolonizacji przewodu pokarmowego jest kodowana gena-
mi plazmidowymi. Jednakze zaledwie 1 na 8 badanych szczepdéw zawierat DNA plazmidowy.
Byt to szczep izolowany z przewodu pokarmowego $win i zawierat dwa kryptyczne plazmidy 6,3
MDa i 13,7 MDa. Vescovo i wsp. (78) stwierdzili wystepowanie plazmidéw zaledwie w 19% bada-
nych szczepéw L. acidophilus. Nalezy jednak sadzi¢, ze w najblizszym czasie gatunek ten ze
wzgledu na rosnace zainteresowanie zdrowg zywnoscia bedzie poddany doktadnej charaktery-
styce genetycznej. Roéwniez nieliczne sg informacje dotyczace szczepéw Leuconostoc sp.
O’Suilivan i Daty (61) dla 10 badanych szczepéw nalezacych do gatunkéw Leuc. lactis, Leuc.
mesenteroides i podgatunku cremoris oraz Leuc. paramesenteroides wykazali obecnos¢ DNA
plazmidowego. Liczba plazmidéw zaleznie od szczepu wahata sie od 1 do 6, a ich rozmiar od
2,5 do 40 MDa. Geny odpowiedzialne za matabolizm laktozy byly zlokalizowane u Leuc. mesen-
teroides w plazmidzie o masie czasteczkowej 34 MDa, a u Leuc. lactis w plazmidzie 16 MDa.
Odmiany nie metabolizujgce cytrynianu nie zawieraty plazmidu 10 MDa. Orberg i Sandine (60)
roéwniez stwierdzili wystepowanie plazmidéw w komérkach 14 szczepéw z rodzaju Leuconostoc.
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Jedynie 4 badane szczepy z gatunku Leuc. oenos byly pozbawione plazmidéw. Wedtug auto-
row wskazuje to na odrebno$¢ gatunku Leuc. oenos oraz na podobienstwo pozostatych kultur
do bakterii z rodzaju Lactococcus. Tsai i Sandine (77) w komdrkach 3 szczepdw Leuc. mesen-
teroides ssp. cremoris (CAF7, HT6, HT32) stwierdzili obecnos¢ 4 (CAF7) lub 6 plazmidéw o ma-
sie czasteczkowej od 4,8 do 58 MDa.

4. Podsumowanie

Pomimo ponad dziesiecioletniego gromadzenia informacji na temat genetycznych syste-
mow regulacji metabolizmu bakterii mlekowych wiele jeszcze probleméw pozostaje do
wyjasnienia. Panuje ogdlny poglad o koniecznosci zintensyfikowania badan zmierzajacych do
wyjasnienia funkcji, licznych u bakterii mlekowych, plazmidéw kryptycznych. Réwnie wazne jest
poznanie budowy genomu tej grupy bakterii. Badania z tego zakresu sg zaledwie rozpoczete
pracami Bourgeois i wsp. (44) oraz Tanksanena i wsp. (56).

Istotnym utrudnieniem w osiggnieciu zatozonego celu jest ogromne zrdznicowanie nie tylko
miedzy poszczegdllnymi gatunkami bakterii mlekowych, ale réwnie znaczace miedzy szczepami
tego samego gatunku, a nawet podgatunku.

Ostatecznym zamierzeniem osrodkéw badawczych zajmujgcych sie genetyka bakterii mle-
kowych jest stworzenie podstaw dla zastosowania metod inzynierii genetycznej i uzyskanie no-
wych, ulepszonych kultur spehiajgcych oczekiwania przemystu fermentacyjnego. Ogranicze-
niem w przemystowym wykorzystaniu skonstruowanych metodami inzynierii genetycznej
szczepow bakterii mlekowych sa stosowane w badaniach wektory oparte na markerach
opornosci na antybiotyki. Stwarza to ryzyko przeniesienia cechy opornosci na drobnoustroje
stanowigce zakazenia zywnosci. Wektory akceptowne przez przemyst spozywczy musza byé
tzw. bezpiecznymi wektorami {food grade), w ktérych markery oparte sa na naturalnych
wiasciwosciach bakterii mlekowych, takich jak: zdolnos¢ fermentowania laktozy, opornos¢ na
bakteriocyny czy metale ciezkie. Prace z tego zakresu zostaty rozpoczete w 1988 r. (18, 22)
i uwaza sie, ze beda dominujacymi w najblizszych latach, tgcznie z przemystowa aplikacjg skon-
struowanych szczepow. Interesujace sa réwniez badania, ktorych celem jest zwiekszenie
stabilnosci szczepéw przemystowych przez integracje DNA plazmidowego z DNA chromoso-
malnym.

Jednakze, aby wykorzystac techniki inzynierii genetycznej dla ulepszania szczepéw bakterii
mlekowych musza by¢ w dalszym ciagu prowadzone badania podstawowe systemoéw genety-
cznych. Bez tej wiedzy osiaggniecie efektéw jest utrudnione, jezeli w ogdle mozliwe.
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Genetic determinants of lactic acid bacteria metabolism

Summary

This review describes genetic determinants responsible for industrially important features of lactic acid

bacteria.

Special attention has been paid to plasmids that direct lactose metabolisms, oroteolytic activity, citrate

metabolisms, bacteriocin production and bacteriophage resistance.
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