ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakoé¢, 2019, 26, 3 (120), 22 — 35

DOI: 10.15193/zntj/2019/120/294

WIOLETA CHAJECKA-WIERZCHOWSKA, ANNA ZADERNOWSKA

BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ W TYM SZCZEPY
PROBIOTYCZNE JAKO REZERWUAR GENOW OPORNOSCI
NA ANTYBIOTYKI

Streszczenie

Antybiotykoopornos$¢ stata si¢ jednym z gtdéwnych probleméw dotyczacych bezpieczenstwa zdrowia
publicznego. Przez dlugi czas zjawisko opornosci bakterii na antybiotyki wiazano jedynie z presja selek-
cyjna w srodowisku szpitalnym. Dopiero wzrastajaca wiedza na temat genetycznych podstaw opornosci
oraz mechanizmow, jakie towarzysza jej przekazywaniu, ukierunkowata badaczy na kompleksowe spoj-
rzenie w jej epidemiologie. Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) zostaly uznane za bezpieczne ze statu-
sem GRAS (Generally Recognized as Safe) 1 QPS (Qualified Presumption of Safety), nadanym przez
wiadze FDA i EFSA. Jednakze badania ostatnich lat wskazuja, ze zarowno wsrod szczepoéw wchodzacych
w sktad kultur starterowych, jak i probiotycznych, wystepuja takze oporne na antybiotyki, ktéore moga
przekaza¢ t¢ opornos$¢ innym drobnoustrojom. Jesli opornos$¢ ta jest cecha wrodzona, zwiazang z informa-
cja zakodowang w chromosomie, nie ma powodu do niepokoju. Niestety coraz czgsciej obserwowane sg
szczepy z opornoscig tzw. nabyta na skutek mutacji punktowych lub transferu genéw. Oba te zjawiska
prowadza w konsekwencji do trwatego dziedziczenia opornosci, a takze do jej rozprzestrzeniania droga
transferu horyzontalnego (HGT). Wskutek transferu w komorkach pojawiaja si¢ nowe geny opornosci,
przenoszone na ruchomych elementach genetycznych, takich jak plazmidy, transpozony, sekwencje inser-
cyjne. Coraz czg$ciej pojawiaja si¢ niepokojace doniesienia wskazujace, ze LAB, w tym szczepy probio-
tyczne, wykazuja oporno$¢ nabyta na coraz wigcej grup antybiotykow, zwlaszcza na tetracykliny, makro-
lidy, glikopeptydy czy amfenikole. U wielu z tych szczepow stwierdza si¢ obecno$¢ determinant
opornosci na ruchomych elementach genetycznych, a takze potwierdza si¢ ich zdolno$¢ do przekazywania
genow na drodze HGT do innych bakterii, w tym patogennych.

Stowa kluczowe: antybiotykoopornos¢, LAB, probiotyki, horyzontalny transfer genéw

Wprowadzenie

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) podkreslita, ze problem wzrastajacej an-
tybiotykoopornosci drobnoustrojow jest na tyle powazny, ze zagraza osiggnigciom
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wspotczesnej medycyny, a infekcje spowodowane bakteriami opornymi na dziatanie
antybiotykow sg obecnie jednym z najwazniejszych probleméw zdrowotnych na $wie-
cie. Doniesienia ostatnich lat wskazuja, ze problem wystepowania szczepoéw opornych
na antybiotyki dotyczy nie tylko srodowiska szpitalnego, ale takze izolatow z innych
zrodet, w tym coraz czg$ciej obserwowany jest u szczepow izolowanych z zywnosci.
Niemniej jednak badacze skupiajg si¢ na antybiotykoopornosci bakterii chorobotwor-
czych 1 oportunistycznych wystepujacych w zywnos$ci niz bakterii fermentacji mleko-
wej (LAB — ang. Lactic Acid Bacteria), ktore maja dtuga histori¢ stosowania w prze-
mys$le spozywczym. Uzywane sa jako kultury starterowe, kultury ochronne oraz
probiotyczne. Jest to duza, heterogenna grupa drobnoustrojow, do ktorej naleza pa-
teczki z rodzajow Lactobacillus, Bifidobacterium, Carnobacterium oraz ziarniaki Lac-
tococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus 1 Enterococcus.

Dla kilku rodzajow bakterii fermentacji mlekowej Europejski Urzad ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci (EFSA) zaproponowal wartosci graniczne (ang. breakpoint) okre-
slajace warto$¢ MIC (ang. minimal inhibitory concentration) lub wielkos¢ strefy za-
hamowania wokol krazka z antybiotykiem, ktore kwalifikujg szczep do kategorii:
wrazliwy, $rednio wrazliwy lub oporny. W zwiagzku z tym nalezatoby zwracaé szcze-
g0lng uwage na oporno$¢ na antybiotyki wskazane przez EFSA, aby oceni¢ bezpie-
czenstwo 1 skuteczno$¢ nie tylko nowych gatunkow i szczepow przed wprowadzeniem
ich do produktow spozywczych, ale i zweryfikowac¢ od lat stosowane w przemysle
kultury starterowe i probiotyczne. Najwazniejszym czynnikiem decydujgcym o kwestii
bezpieczenstwa danego szczepu jest mozliwo$¢ przeniesienia opornosci, a nie samo jej
wystepowanie. Konieczne jest zatem okreslenie, czy geny opornosci znajdujg si¢ na
mobilnych elementach genetycznych, czy tez jest to cecha wrodzona. Naturalna opor-
no$¢ LAB i probiotykéw na antybiotyki sama w sobie nie jest niebezpieczna, a wrecz
pozadana. Zagrozeniem moze sta¢ si¢ tylko wtedy, gdy jest mozliwa do przeniesienia.

Wiekszos¢ probiotykow jest wprowadzana do organizmu konsumenta w duzych
ilosciach, zatem obecnos¢ determinant opornosci na antybiotyki w ich genomie musi
by¢ systematycznie badana [33]. Aby zapobiec niepozadanemu przenoszeniu oporno-
$ci do mikroflory endogennej, probiotyki nie powinny charakteryzowac si¢ oporno$cia
nabyta. Oporno$¢ nabyta zwigzana jest najczesciej ze zmianami w genomie jako skutek
mutacji punktowych (losowych), ktére sg nastepstwem bledow w sekwencji nukleoty-
dowej materialu genetycznego lub mogg by¢ wynikiem nabywania genu albo zespotow
gendw determinujacych opornos$¢ na antybiotyki od innych bakterii opornych. To dru-
gie zjawisko zachodzi znacznie czg¢$ciej, natomiast oba prowadza w konsekwencji do
trwatego dziedziczenia opornosci, a takze do jej rozprzestrzeniania drogg transferu
horyzontalnego [45]. Na skutek horyzontalnego transferu genéw w komorkach poja-
wiaja si¢ nowe geny opornosci przenoszone na ruchomych elementach genetycznych,
jak plazmidy, transpozony lub sekwencje insercyjne. Niejednokrotnie prowadzi to do
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powstania tzw. szczepdéw wieloopornych (MDR — ang. Multi Drug Resistance), czyli
wykazujacych niewrazliwos¢ na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wigcej klas,
aktywnych wobec danego gatunku drobnoustrojow. Pojawianiu si¢ szczepdw wielo-
opornych sprzyja jednoczesne kodowanie kilku réoznych genéw opornosci na tym sa-
mym elemencie genetycznym.

Mechanizm horyzontalnego transferu genéw

Narastajgca oporno$¢ LAB na antybiotyki wigzana jest m.in. z wyksztalceniem
przez nie efektywnych mechanizméw transferu genow. LAB wykazuja niezwykty po-
tencjal w wymianie materiatu genetycznego pomiegdzy sobg, jak i z innymi gatunkami
[28]. Stanowig one mikroflore zywnos$ci i rownoczesnie wykazuja zdolnos¢ do prze-
zywania w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego, co powoduje, ze maja kontakt
z wieloma rodzajami bakterii, zatem majg warunki, aby przekazywa¢ im wtasny mate-
riat genetyczny. W przekazywaniu genow biora udziat ruchome elementy genetyczne,
ktére moga by¢ transferowane pomiedzy réznymi gatunkami, a nawet rodzajami bakte-
rii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [11]. Horyzontalny transfer genéw (HGT) po-
zwala bakteriom na szybkie nabywanie kompleksu nowych cech i jest kluczowym
elementem ich ewolucji. Transfer genow LAB najczgsciej odbywa si¢ w wyniku ko-
niugacji oraz transdukcji (rys. 1).

Koniugacja jest procesem, podczas ktorego element koniugacyjny (transpozon lub
plazmid) jest przenoszony pomigdzy bakteriami podczas bezposredniego kontaktu
w procesie semikonserwatywnej replikacji. Najbardziej powszechnym mechanizmem
horyzontalnego transferu genow jest koniugacja z udziatem plazmidéw. Plazmidy to
najczesciej koliste, samoreplikujace si¢ czasteczki DNA. W LAB wyodrebniono pla-
zmidy koniugacyjne, ktore kodujg wszystkie niezbedne do mobilizacji biatka oraz pla-
zmidy niekoniugacyjne. Wérdd koniugacyjnych wyodrebniono trzy klasy plazmidow
zdolnych do replikacji: koliste, Inc18 oraz zalezne od feromonéw [21]. W LAB najcze-
$ciej stwierdzanymi sg plazmidy o szerokim zakresie gospodarzy: pAMB1, pIP501
1pVA797:Tn917, ktorych horyzontalne przenoszenie mi¢dzy drobnoustrojami przy-
czynia si¢ do rozprzestrzeniania si¢ opornosci [23]. Mozna tu wymieni¢ m.in. plazmid
pMD5057 niosgcy geny opornosci na tetracykliny, plazmid pLME300 L. plantarum
Zwigzany w opornoscig na erytromycyne i streptogramine A, ktérego obecnos¢ stwier-
dzono w L. fermentum oraz plazmid pRE25 naturalnie wystepujacy w Enterococcus
faecalis, ale wystepujacy tez wsrod szczepow Lactococcus lactis, kodujacy opornosé
na erytromycyne i chloramfenikol [15, 34]. Wsrdéd LAB szczepy nalezace do rodzaju
Lactobacillus czgsciej wymieniane sg jako donory, a szczepy Lactococcus jako akcep-
tory plazmidow niosgcych oporno$¢ na antybiotyki.
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Objasnienia / Explanatory notes:

Oporno$¢ bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki / antibiotic resistance of lactic acid bacteria; wro-
dzona / intrinsic; nabyta / acquired; kodowana chromosomalnie / chromosomally coded; niskie ryzyko
przeniesienia opornosci lub brak ryzyka / low risk of resistance transfer or no risk; mutacje / mutations;
horyzontalny transfer gendow / horizontal gene transfer; transformacja / transformation; koniugacja /
conjugation; martwa komoérka dawcy / dead donor cell; transfer wolnego DNA / free DNA transfer; gen
opornosci / resistance gene; transfer gendw do plazmidu albo chromosomu / gene transfer to a plasmid or
chromosome; komorka biorcy / recipient cell; komorka dawcy / donor cell; plazmid / plasmid; fagi / pha-
ges; transdukcja / transduction; komorka dawcy zainfekowana fagami / donor cell infected with phages.

Rys. 1. Mechanizmy opornosci LAB na antybiotyki i horyzontalny transfer genéw (HGT)
Fig. 1. Mechanisms of LAB antibiotic resistance and horizontal gene transfer (HGT)
Zrédto / Source: opracowanie wiasne / the author’s own study

Koniugacja moze takze zachodzi¢ z udzialem transpozondéw. Potocznie zwane sg
one ,,skaczgcymi genami”. Najwicksza role odgrywaja transpozony koniugacyjne,
ktoére mogg by¢ przekazywane pomigdzy komoérkami. Wystepujg w formie zintegro-
wanej z chromosomem bakteryjnym lub plazmidem. Przekazywanie transpozonow
zachodzi podobnie jak plazmidéw koniugacyjnych. Transpozon wiacza si¢ do genomu
w komorce biorcy. Wystepuja one najczesciej w szczepach Lactococcus (Tn5276
1 Tn5301), Lactobacillus (Tn916/Tnl545) i Streptococcus (Tn3701) [34]. Najczesciej
przenoszone sg na nich geny determinujgce opornos¢ na tetracykliny, gtownie tet(M),
chloramfenikol (caf) i kanamycyng¢ (aphA3) [41].

Warunkiem niezbednym do procesu koniugacji z udziatem plazmidéw lub trans-
pozonéw jest obecnos¢ czynnikow powodujacych agregacje komorek przy wysokiej
koncentracji mieszaniny dawcy i biorcy. Wytworzenie agregacji, czyli specyficznego
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srodowiska, w ktorym koniugacyjne przekazywanie plazmidow jest ulatwione, jest
istotnym warunkiem w Srodowisku ptynnym. Transfer mi¢dzy komoérkami przylegaja-
cymi do powierzchni wspomagany jest przez biatka powierzchniowe [11].

Transfer gendw opornosci w LAB moze takze zachodzi¢ na drodze transdukcji
i transformacji. Transdukcja jest procesem polegajagcym na przenoszeniu materiatu
genetycznego z komorki do komorki za posrednictwem bakteriofaga, a wigc nie wy-
maga bezposredniego kontaktu pomiedzy dawcg i biorcg. Niemniej jednak zaréwno
transformacja, jak i transdukcja sa3 mechanizmami zdecydowanie rzadziej wystepuja-
cym w LAB niz koniugacja. Jednym z powoddw jest udziat w koniugacji catego wa-
chlarza mobilnych elementéw genetycznych. Istnieje takze hipoteza, ze koniugacja
pozwala na wymian¢ materialu genetycznego migdzy gatunkami i rodzajami, podczas
gdy transformacja i transdukcja ograniczona jest do wymiany materiatu genetycznego
w obrgbie tego samego gatunku [23].

Antybiotykooprono$é wybranych gatunkow bakterii fermentacji mlekowej

Najwigksza grupa wsrod bakterii kwasu mlekowego i prawdopodobnie najpow-
szechniej stosowang jako probiotyki w roznych produktach spozywczych sg szczepy
nalezace do rodzaju Lactobacillus. Najlepiej scharakteryzowany jest ich fenotyp wyni-
kajacy z naturalnej (wrodzonej) opornosci na wankomycyne¢ nalezaca do glikopepty-
dow. Antybiotyk ten wchodzi w kontakt z prekursorami peptydoglikanu po stronie
$ciany komorkowej blony cytoplazmatycznej 1 wiaze si¢ z koncem D-alanylo/
D-alaniny pentapeptydu, zapobiegajac polimeryzacji prekursorow peptydoglikanu.
W kilku gatunkach LAB koncowa reszta D-alaniny jest zastgpiona przez D-mleczan
lub D-seryn¢ w muramylopentapeptydzie, zapobiegajac wigzaniu wankomycyny [13].
Potwierdzono wrodzong opornos¢ na wankomycyne takich gatunkéw, jak Lb. paraca-
sei, Lb. salivarius 1 Lb. plantarum.

Wsrod LAB odnotowano takze naturalng oporno$¢ na inhibitory syntezy kwasow
nukleinowych, takie jak: trimetoprim, a takze bacytracyne, ciprofloksacyng, czy kwas
fusydowy [3]. Gatunki nalezace do tego rodzaju wykazujg wrazliwo$¢ na antybiotyki,
ktérych mechanizm dziatania polega na hamowaniu syntezy $ciany komorkowej, m.in.
penicyling i ampicyline [16]. Sa one podatne takze na chloramfenikol, erytromycyne
1 klindamycyne, czyli antybiotyki hamujace synteze biatek [12]. W badaniach prowa-
dzonych na izolatach z produktow mleczarskich wykazano oporno$¢ na erytromycyne,
tetracykling, chloramfenikol i wankomycyne [30, 43, 44]. Ponadto wigkszo$¢ bada-
nych szczepow wykazuje oporno$¢ na metronidazol, co wynika z ich naturalnej opor-
nos$ci na sulfonamidy i trimetoprim, podczas gdy zazwyczaj sa wrazliwe na piperacyli-
n¢ oraz piperacyling z tazobaktamem. Czgsto obserwowana jest tez oporno$¢ na
aminoglikozydy, jak: neomycyna, kanamycyna, streptomycyna i gentamycyna [12,
15].
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Tabela 1.  Genetyczne determinanty oporno$ci LAB na antybiotyki
Table 1.  Genetic determinants of antibiotic resistance identified in LAB

Geny Oporno$é Mechanizm Lokalizacja Literatura
Genes Resistance Mechanism Localisation Literature
aac(6)-aph(2) Aminoglikozydy modyfikacja
ant(6) Aminoel d enzymatyczna - [38]
aph(3)-Illa minogiycosides enzymatic modyfication
blaZ f-laktamy hydroliza antybiotyku chromosom 5]
@ B-lactams antibiotic hydrolysis chromosome
. hamowanie biosyntezy .
cat Amfenikole biatka / inhibition of plazmid [26]
Amphenicols o . plasmid
protein biosynthesis
erm(A) plazmid, transpozon
erm(B) metylacja rybosomowa chromosom
erm(C) MLS ribosomal methylation | plazmid, transposon [26, 42]
erm(T) chromosome
InuAd Linkozamidy erl?;cir};gkigsa plazmid / plasmid 39, 47]
InuG Lincosamide ymaty . | transpozon / transposon ’
enzymatic modyfication
Makrolidy
mef 4 Macrolides efflux ) [10]
Makrolidy, linkozaminy,
streptograminy )
mrs € Macrolides, lincosamides, efflux [42]
streptogramines
tet(K Tetracyklin . .
tetEL; Tetracy}f]cling; efflux plazmid / plasmid [42]
tet(W)
tet(M) plazmid, transpozon
h
iei ((OS; Tetracykliny ochrona rybosomu ¢ r;)a r;l::izm 4.5]
¢ Tetracyclines ribosom protection P ?
tet(Q) transposon
tet (36) chromosome
tet(Z)
Chinuprystyna- . .
vat(E) dalfoprystyna acett.}l/)l.actj'a ant};bllottyku - [37]
Quinupristin-dalfopristin antibiotic acetylation

Z kolei oporno$¢ nabytg szczepy Lactobacillus najczesciej wykazujg na tetracy-
kling [31]. Stwierdzono u nich co najmniej 11 réznych genow odpowiedzialnych za
oporno$¢ na ten antybiotyk, w tym: tet(W), tet(M), tet(S), tet(O), tet(Q), tet(36), tet(Z),
tet(W/O) oraz pompy efflux kodujace geny tet(K) oraz tet(L) [33]. Geny kodujgce
oporno$¢ na chloramfenikol — cat stwierdzano u Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii
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subsp. bulgaricus [26], Lb. johnsonii [37], Lb. reuteri oraz Lb. plantarum [1]. Wsrdd
genow kodujacych opornos$¢ na erytromycyng najczesciej stwierdzanym u Lactobacil-
lus jest gen erm(B), rzadziej pozostate, takie jak erm(A), erm(C), erm(T) kodujgce
oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy (MLS) [37, 44]. Gen erm(B) byt
stwierdzany m.in. u takich gatunkow jak Lb. fermentum, Lb. vaginalis, Lb. plantarum,
Lb. salivarius, Lb. acidophilus, Lb. animalis 1 S. thermophilus. Wérod gendéw koduja-
cych oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe dominujg aac(6)-aph(2), ant(6)
1 aph(3)-1lla [38]. Czesto stwierdza si¢ takze geny kodujace oporno$¢ na linkozamidy
nu(A) 1 Inu(G) [26, 29, 39, 47]. Z kolei za opornos¢ na streptograminy odpowiada
najczesciej gen vat(E) [37] (tab. 1).

W szczepach bakterii probiotycznych stwierdzano m.in. obecnos¢ genow erm(B)
i/lub tet(W), tet(M) [30]. Geny opornosci tet(W) i Inu(A) stwierdzono m.in. w komer-
cyjnym szczepie probiotycznym Lb. reuteri ATCC 55730 [29]. Ponadto Hummel
i wsp. [26] w szczepie probiotycznym Lb. salivarius BFE 7441 stwierdzili obecnosé¢
genu erm(B) na chromosomie. W innych badaniach dowiedziono, ze probiotyczny
szczep Lb. plantarum CCUG 43738 wykazywat fenotypowa opornos¢ na tetracykling
i minocykling, stwierdzono takze obecnosc tet(S) na plazmidzie [27].

Paleczki nalezace do rodzaju Bifidobacterium sp. charakteryzuja si¢ wrazliwos$cia
na ampicyling, cefotaksym i erytromycyng. Natomiast oporno$¢ przy wysokich warto-
$ciach MIC stwierdzono wobec streptomycyny i gentamycyny [35]. Szczepy izolowa-
ne z zywnos$ci wykazywaly opornos¢ na aminoglikozydy, cykloseryng, kwas nalidyk-
sowy 1 opornos¢ na kanamycyne, polimyksyne B oraz aztreonam [14]. Bifidobakterie
sg tez naturalnie oporne na mupirocyn¢ oraz duze st¢zenia aminoglikozydow [36, 40].

W szczepach Bifidobacterium (B. animalis subsp. lactis i1 B. thermophilum) ziden-
tyfikowano m.in. gen kodujacy biatko zabezpieczajace rybosom oraz transpozon
Tn5454 [43]. Czgsto obserwowana opornos¢ rodzaju Bifidobacterium na tetracykling
kodowana jest zazwyczaj przez geny tet(W), tet(M), tet(O), tet(W/32/0) i tet(O/W), co
stwierdzono u kilku gatunkoéw Bifidobacterium, w tym B. longum (subsp. infantis
i subsp. longum), B. breve, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. pseudocatenulatum
i B. thermophilum [2, 3, 19, 24, 43]. Gen tet(W) oznaczono w szczepach B. longum
1 we wszystkich szczepach B. animalis subsp. lactis [2, 3, 24] izolowanych z fermen-
towanych produktow mlecznych. Wiele z wyzej wymienionych determinant genetycz-
nych wystepuje na ruchomych elementach, takich jak transpozony i plazmidy, ktore
moga rozprzestrzenia¢ geny opornosci na antybiotyki gldwnie za pomocg mechani-
zméw koniugacyjnych.

W porownaniu z liczbg doniesien dotyczacych antybiotykoopornosci bakterii
zrodzaju Lactobacillus, informacji na temat Lactococcus jest stosunkowo niewiele.
Moze to wynika¢ z faktu, ze sposrod wszystkich gatunkéw nalezacych do rodzaju Lac-
tococcus jedynie L. lactis subsp. lactis 1 L. lactis subsp. cremoris majg zastosowanie
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w przemysle spozywczym. Dane literaturowe wskazuja, ze bakterie z rodzaju Lacto-
coccus wykazuja naturalng opornos$¢ na metronidazol, trimetoprim, gentamycyng
i kanamycyne [20]. Wrazliwe sg z kolei na rifampicyne, chloramfenikol, antybiotyki
B-laktamowe oraz erytromycyneg, wankomycyne, linkomycyne i teikoplaning [17].
Najczescie] wskazywana jest opornos$¢ na tetracykliny, kodowana glownie przez gen
tet(M). Stwierdza si¢ takze obecnos¢ szczepow opornych na erytromycyng, za co od-
powiedzialny jest gen erm(B) [18]. W literaturze znajduja si¢ takze pojedyncze donie-
sienia dotyczace opornosci Lactococcus na inne antybiotyki, na przyktad trimetoprim,
za co odpowiedzialny jest gen dfrA, rifampicyng, czy kloksacyling. Na podstawie ana-
lizy danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze antybiotykooporno$¢ szczepow Lac-
tococcus nie jest powszechnie wystepujacym problemem.

Biorac pod uwage, ze niektore szczepy nalezace do rodzaju Enterococcus sa zali-
czane do patogendéw oportunistycznych, nadal dyskusyjne jest ich stosowanie jako
probiotykow u ludzi. Dotychczas jedynie gatunek E. faecium znalazt zastosowanie jako
probiotyk i to gléwnie dla zwierzat. Paciorkowce z rodzaju Enterococcus charaktery-
zuja si¢ opornoscig wrodzong na: cefalosporyny (wszystkich generacji), trimeto-
prim/sulfametoksazol, linkozamidy (klindamycyn¢), mate stezenia aminoglikozydow
[25]. Za szczegoblnie niebezpieczng uwaza si¢ oporno$¢ enterokokow na wankomycy-
ng, ktora jest lekiem ostatniej szansy w zakazeniach enterokokowych. U enterokokow,
w odroznieniu od szczepoéw nalezacych do rodzaju Lactobacillus, opornos¢ na wan-
komycyne jest cechg nabyta, kodowang na mobilnych elementach genetycznych. Pod
wzgledem opornosci na wankomycyne enterokoki charakteryzuja si¢ duza niejedno-
rodnoscig zarowno fenotypows, jak i genotypowa. Szczepy wytwarzajace prekursory
peptydoglikanu konczace si¢ dipeptydem D-Ala-D-Lac wykazujga oporno$¢ na duze
stezenia wankomycyny i teikoplaniny, natomiast zakonczone D-Ala-D-Ser — jedynie
na male stezenia wankomycyny [13]. Ze wzgledu na szybko$¢ oraz czesto$¢ rozprze-
strzeniania si¢ najwicksze znaczenie majg fenotypy VanA i VanB, ktorych geny zloka-
lizowane s3 na ruchomych elementach genetycznych. Fenotyp VanA indukowany
przez wankomycyng i teikoplaning charakteryzuje enterokoki oporne na duze st¢zenia
tych antybiotykow. Przenoszenie genow vanA odbywa si¢ przez transpozon Tn/546
znajdujacy si¢ na plazmidzie lub fragmencie chromosomu. Paciorkowce z rodzaju
Enterococcus o fenotypie VanB wykazuja oporno$¢ na roézne stezenia wankomycyny
oraz wrazliwo$¢ na teikoplaine. Induktorem tego fenotypu jest wytacznie wankomycy-
na. Geny vanB przekazywane sg migdzy komoérkami drobnoustrojéw za pomocg du-
zych koniugacyjnych elementéw genetycznych, takich jak transpozon: Tn/549,
Tni547, Tn5382, ktore moga by¢ przenoszone mi¢dzy chromosomami [22].

Mobilne elementy genetyczne mogg by¢ przenoszone migdzy szczepami bakterii
fermentacji mlekowej do komodrek innych bakterii Gram-dodatnich, a takze Gram-
ujemnych. Oprocz transferu wewnatrzgatunkowego stwierdza si¢ takze mozliwos¢
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przekazywania genow szczepom Lactobacillus, Staphylococcus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, a nawet Listeria monocytogenes [34]. Z drugiej strony, pateczki kwa-
su mlekowego sg w stanie pozyska¢ determinanty opornosci od innych bakterii Gram-
dodatnich [23]. Poza badaniami in vitro, potencjalne ryzyko zwigzane z mozliwoscia
transferu genow od LAB wykazano rowniez na eksperymentalnych modelach zwierze-
cych [33]. Wszystkie te badania potwierdzajg hipoteze, ze wprowadzanie do przewodu
pokarmowego LAB, be¢dacych rezerwuarami genéw kodujacych oporno$¢ na antybio-
tyki, stwarza ryzyko przeniesienia tych genéw do mikroflory jelitowe;.

Opornos¢ bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki moze by¢ zwigzana takze
z mutacjami chromosomalnymi. W bakteriach szczepu L. rhamnosus zidentyfikowano
m.in. mutacje genu 23S rRNA zmniejszajaca powinowactwo erytromycyny do rybo-
somu [18]. Mutacje sa jednak bardzo rzadko zwigzane z mozliwoscig przeniesienia
oporno$ci pomiedzy szczepami [9].

Analizy molekularne, sekwencjonowanie genéw i analiza bioinformatyczna
w badaniach antybiotykoopornos$ci LAB

Zastosowanie metod molekularnych, takich jak analiza mikromacierzy czy inne
techniki molekularne jest niezwykle pomocne w okreslaniu podstaw genetycznych
nabytych fenotypow opornosci. Co wigcej, rosnaca dostepnosé sekwencji genomowych
i redukcja kosztow urzadzen do sekwencjonowania genomu stwarzaja nowe mozliwo-
$ci badan przesiewowych gendéw opornosci na antybiotyki [7].

W ostatnim roku pojawita si¢ praca zespotu badaczy z Wtoch i Irlandii, w ktorej
autorzy — Campedelli i wsp. [8] ustalili wzorce wrazliwo$ci na antybiotyki 182 szcze-
pow z rodzaju Lactobacillus 1 porownali ich fenotypy z genotypami na podstawie se-
kwencjonowania catego genomu. Zaskakujace byto to, ze wiele gatunkow wykazywato
poziom opornosci na antybiotyki przekraczajacy poziom zalecany przez EFSA. Auto-
rzy zasugerowali, ze wartosci definiujace MIC powinny zosta¢ ponownie zweryfiko-
wane. Dostarczyli tym samym dowodow na konieczno$¢ zmian wytycznych regulacyj-
nych dotyczacych oceny bezpieczenstwa szczepow probiotycznych.

Wartosci MIC dla szczepow LAB definiuje EFSA. Gdy MIC obserwowany
u szczepu probiotycznego jest wyzszy niz zdefiniowana warto$¢ graniczna, wowczas
nalezy przeprowadzi¢ badania genetyczne celem oznaczenia obecnosci gendw antybio-
tykoopornosci. Powinna to by¢ praktyka bezwzgledna, zanim probiotyk bedzie mozna
bezpiecznie stosowaé w zywnosci. Nie ma jednak standardow dotyczacych wykrywa-
nia i identyfikacji gendw oporno$ci na antybiotyki ani standardow badania mozliwosci
ich transferu miedzy ré6znymi izolatami i gatunkami. Dzieje si¢ tak dlatego, ze geny
opornosci sg liczne, co utrudnia standaryzacj¢ metod, a ich wykrywanie wymaga izola-
tow referencyjnych i sekwencji gendw, ktore nadal sg nieliczne lub niekompletne.
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Postepy w technologiach sekwencjonowania nowej generacji umozliwiajg se-
kwencjonowanie catego genomu oraz $ledzenie powstawania zmian w populacji i ana-
lizowanie r6znic genomicznych mi¢dzy osobnikami w obrebie populacji pod rdéznymi
presjami selekcyjnymi lub srodowiskami [6, 32]. Zsekwencjonowanie genomu Szczepu
referencyjnego pozwala na wykrycie mutacji poprzez poréwnanie sekwencji badanych
izolatow poddanych stresom $rodowiskowym z sekwencjg szczepow referencyjnych.
Zhang i1 wsp. [46] zbadali mechanizmy opornosci na streptomycyne¢ probiotycznego
szczepu L. plantarum ATCC 14917. Autorzy pasazowali szczep w podiozach ze
zwigkszajacym si¢ stezeniem streptomycyny. Po 25 dniach osiggni¢to minimalne ste-
zenie hamujace (MIC) o 8,192 razy wyzsze niz MIC pierwotnego izolatu macierzyste-
go L. plantarum ATCC 14917. Nastgpnie z zastosowaniem sekwencjonowania zbada-
no mechanizmy adaptacji i odpornosci tego szczepu. U opornego mutanta stwierdzono
mutacje w 5 genach zwigzanych z bialkiem rybosomalnym S12, biatkiem LPXTG,
biatkiem rodziny LrgA, biatkiem rodziny fosfatazy Ser/Thr i hipotetycznym biatkiem,
ktore moze korelowac z opornoscig na streptomycyng. Po pasazu w pozywce wolnej
od streptomycyny pozostat tylko zmutowany gen kodujacy rybosomalne biatko S12.
Chociaz warto$¢ MIC L. plantarum ATCC 14917 byla zmniejszona przy braku presji
selekcyjnej pozostawata 128-krotnie wyzsza niz wartos¢ MIC macierzystego izolatu,
wskazujge, ze biatko rybosomalne S12 moze odgrywa¢ wazng role¢ w opornosci na
streptomycyne. Badania te wskazujg, ze zamiast bada¢ transfer gendw za pomocg me-
tod in vivo lub in vitro, skutecznym sposobem kompleksowej oceny potencjalnych
genOw opornosci na antybiotyki i ich mobilno$ci szczepow probiotycznych moze by¢
sekwencjonowanie calego genomu i analiza bioinformatyczna.

Podsumowanie

Bakterie fermentacji mlekowej, w tym szczepy probiotyczne, moga stanowié re-
zerwuar gendw opornosci na antybiotyki. W zwigzku z niebywata zdolnoscia tej grupy
drobnoustrojow do wymiany materialu genetycznego niezbedne jest ciagle monitoro-
wanie nie tylko fenotypu, ale takze genotypu opornosci oraz okreslanie lokalizacji
determinant opornosci i mozliwosci ich przekazywania w warunkach in vivo.

Publikacja zostala napisana w wyniku odbywania przez autorki stazu w Pan-
stwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pulawach, wspdfinansowanego przez
Unie Europejskq w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego (Program Opera-
cyjny Wiedza Edukacja Rozwoj), zrealizowanego w projekcie Program Rozwojowy
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (POWR.03.05.00-00-Z310/17).
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LACTIC ACID BACTERIA INCLUDING PROBIOTIC STRAINS AS A RESERVOIR
OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES

Summary

Antibiotic resistance has become one of the major issues pertaining to public health safety. For a long
time the phenomenon of bacterial resistance to antibiotics has been associated exclusively with selective
pressure in the hospital environment. It was only the increasing knowledge of the genetic basis of re-
sistance and the mechanisms accompanying its transmission that shifted the focus of researchers to com-
prehensively approach its epidemiology. Lactic acid bacteria (LAB) have been recognised as safe with the
GRAS (Generally Recognized as Safe) and QPS (Qualified Presumption of Safety) status granted by FDA
and EFSA. However, the recently conducted studies have shown that among the strains of the starter
cultures and probiotic strains, there are also those resistant to antibiotics, which can transmit their antibi-
otic resistance to other microorganisms. If the resistance is innate, associated with information encoded in



BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ W TYM SZCZEPY PROBIOTYCZNE JAKO REZERWUAR... 35

the chromosome, it is not a cause for concern. Unfortunately, increasingly often, there are reported strains
with the so-called acquired resistance resulting from the spot mutations or gene transfer. As a consequence
those two phenomena lead to permanent resistance inheritance and to its propagation by horizontal gene
transfer (HGT). Owing to that gene transfer, in cells appear new resistance genes, which are transferred on
mobile genetic elements, such as plasmids, transposons and insertion sequences. More and more worrying
reports appear, which indicate that LAB including probiotic strains exhibit the acquired resistance to
a growing number of antibiotic groups, especially to tetracyclines, macrolides, glycopeptides and amphen-
icols. A number of those strains have been found to contain determinants of resistance on mobile genetic
elements and their ability has been confirmed to transfer genes by HGT to other bacteria including patho-
gens.

Key words: antibiotic resistance, LAB, probiotics, horizontal gene transfer
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