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AKTYWNOSC KERATYNOLITYCZNA ORAZ
TWORZENIE BIOFILMU PRZEZ MONOKULTURY
I KULTURY MIESZANE BAKTERII I DROZDZY

Grzegorz Szczepaniak, Anna Rodziewicz, Katarzyna Baranowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Streszczenie. W badaniach wykorzystano 3 szczepy bakterii: Bacillus subtilis B3, B. cereus
B7e, Flavobacterium multivorum P1 oraz jeden szczep nalezacy do drozdzy Geotrichum
candidum PHI. Obserwacje mikroskopowe wykazaly, iz wszystkie badane szczepy zarow-
no w monokulturach, jak i w hodowlach skojarzonych wykazywaty tendencj¢ do adhezji na
powierzchni szkta, a nastgpnie tworzyly biofilm. Ponadto, w podlozu zawierajacym piora
kurze jako zrodto C i N, syntetyzowaly i wydzielaly pozakomorkowe keratynazy, ktorych
najwyzsze aktywnosci oznaczono w hodowli B. cereus B7c (21,7 J.K.) oraz F. multivorum
P1 (18,25 J.K.). Hodowle mieszane bakterii B. cereus x F. multivorum i bakteryjno-droz-
dzowe B. cereus x G. candidum, podobnie jak monokultura drozdzy G. candidum PH1
charakteryzowaty si¢ nizsza aktywnoscia keratynaz, wynoszaca 13 jednostek.

Slowa kluczowe: biofilm, adhezja, keratynazy, kultury mieszane

WSTEP

Wsréd mikroorganizmoéow wykazujacych zdolnosé do degradacji keratyny pior, oprocz
bakterii z rodzajow Bacillus i Micrococcus, wyrézni¢ mozna drozdze Geotrichum sp.
i Rhodotorula sp., jak i1 grzyby strzgpkowe: Mucor sp., Fusarium sp., Penicillium sp.
i inne [Rodziewicz i Laba 2005]. Wigkszo$¢ syntetyzowanych przez te drobnoustroje
keratynaz to enzymy indukcyjne, wykazujace specyficzno$¢ gatunkowa w zakresie me-
chanizmu dzialania oraz optymalnego pH i temperatury [Gupta i Ramnani 2006]. Wyka-
zano, ze podczas hodowli w srodowisku, w ktorym keratyna jest jedynym zrodtem wegla
1 azotu, keratynoliz¢ poprzedza zjawisko adhezji komdrek do powierzchni pior. Ponadto,
nadmiar wegla w stosunku do azotu (C:N 3,4:1) spowalnia wzrost drobnoustrojéw i po-
woduje, ze nadwyzka zasymilowanego wegla, nie zuzyta na budowg sktadnikéw cytozolu
lub w procesach oddechowych, zostaje przeksztalcona w pozakomoérkowa macierz (EPS)
[Sutherland 2001]. Za agregacj¢ bakterii, prowadzaca w konsekwencji do uformowania
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4 G. Szczepaniak i in.

licznych mikrokolonii tworzacych btong biologiczna, odpowiedzialny jest m.in. system
quorum-sensing. Mechanizm ten umozliwia petliejsze wykorzystanie potencjatu gene-
tycznego mikroorganizméw, poprzez wydzielanie induktorow ekspresji genow charakte-
rystycznych tylko dla osiadtych form komoérkowych. Zdaniem Baj i Markiewicz [2006]
taka zmiana fenotypu zalezy gldwnie od charakteru kolonizowanej powierzchni.

Bakterie z rodzaju Bacillus to jedna z najczgsciej wykorzystywanych w przemysle
grup mikroorganizmow. Degradacja takich biopolimerdéw jak np.: keratyn, kolagenu, ela-
styny czy skrobi, poprzez sekrecje odpowiednich egzoenzymow, a takze biosynteza anty-
biotykow, insektycydow to tylko niektore przyktady swiadczace o ich biotechnologiczne;j
przydatnosci. Wielu badaczy sugeruje, iz rozktad odpadéw keratynowych przy udziale
Bacillus licheniformis moze by¢ ekologiczna i taniag metoda recyklingu tego uciazliwego
materiatu organicznego, przy jednoczesnym uzyskaniu wysokoazotowych nawozow czy
materiatu opatowego [Burtt i Ichida 1999].

Doskonalenie procesu rozktadu keratyny przez drobnoustrojowe enzymy polega nie
tylko na optymalizacji warunkéw ich uzyskiwania, ale takze na poszukiwaniu nowych
zrddet keratynaz wsrdd innych mikroorganizméow glebowych lub tez izolowanych bez-
posrednio z surowcow keratynowych. W ten sposoéb w kregu zainteresowania badaczy
znalazty si¢ bakterie z gatunku Flavobacterium multivorum oraz drozdze Geotrichum
candidum. Badania procesu keratynolizy w warunkach tworzenia biofilmu, z udzialem
monokultur zaréwno bakterii, drozdzy, jak i grzybow strzgpkowych pozwalaja okresli¢
aktywno$¢ produkowanych przez nie keratynaz oraz ich udziat w biodegradacji keratyny.
Jednak w przyrodzie rzadko spotykane sa monogatunkowe btony biologiczne. Warstwo-
wa budowa biofilmu generujaca gradienty chemiczne umozliwia koegzystencj¢ roznych
rodzajow drobnoustrojow i tworzenie multigatunkowych, wspoétpracujacych ze soba ze-
spotow mikroorganizméw.

Celem pracy byta ocena zdolnosci formowania biofilmu przez pojedyncze i mieszane
kultury drozdzy Geotrichum candidum i bakterii: Bacillus cereus, B. subtilis, a takze Fla-
vobacterium multivorum na powierzchni szkla oraz piér kurzych. Ponadto w pracy oce-
niano potencjalny synergizm w rozktadzie keratyny przez mieszane kultury ww. drozdzy
i bakterii w warunkach tworzenia biofilmu na powierzchni degradowanych pior.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. Materiat badawczy stanowity 4 szczepy mikroorganizmow, w tym
trzy zaliczone do bakterii: Bacillus subtilis B3 (izolat pochodzacy z gleby), B. cereus B7c
(izolat z odpadéw keratynowych), Flavobacterium multivorum P1 (izolat pochodzacy
z gleby) oraz jeden szczep drozdzy — Geotrichum candidum PHI (izolat z odpadow kera-
tynowych). Wszystkie badane szczepy znajduja si¢ w kolekcji wlasnej Katedry Biotech-
nologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Bakterie
przechowywane sa w temperaturze 4°C, na skosach bulionowych, natomiast drozdze na
skosach YM.

Interakcje drozdzy i bakterii badano metoda ptytkowa na podlozach statych:
1) YM (g'dm™): glukoza 20, bactopepton 5, ekstrakt drozdzowy 3, ekstrakt stodu 3, agar
20; 2) BG (g'dm™): glukoza 10, bulion odzywczy 8, agar 20. Wzajemne interakcje okre-
slono pomigdzy: A) G. candidum PH1 a B. subtilis B3; B) G. candidum PH1 a B. ce-
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reus B7c C) G. candidum PH1 a F. multivorum P1. Na pierwszym etapie wykonano
posiew powierzchniowy pojedynczych szczepow: drozdzy na podtoze YM, bakterie na
podtoze BG. Plytki inkubowano przez 24 h w temperaturze 30°C az do uzyskania jedno-
litej murawy. Nastepnie z obu ptytek sterylnie wycigto korkoborem stupki o $rednicy 1
cm i przeniesiono na ptytke z jatowym podlozem BG. Plytki inkubowano przez 3 doby
w temperaturze 30°C. Wzrost szczepoéw i wzajemne interakcje oceniano makroskopowo
w celu wyboru par mikroorganizmoéw nie wykazujacych antagonizmow.

Hodowle bakterii i drozdzy w monokulturach i kulturach mieszanych prowadzo-
no w trzech roznych podtozach w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 0,25 dm?. Dodat-
kowa powierzchni¢ adhezji stanowity umieszczone w kazdej kolbie dwie ptytki szklane
o0 tacznej powierzchni 4 cm?. Stosowano podtoza: 1) YM; 2) SG (g'dm™): glukoza 20;
K,HPO, 5,2; KH,PO, 3,18; (NH,),SO, 0,6; CaCl, 0,5; ekstrakt drozdzowy 0,5; MgSO,
- 7H,0 0,3; 3) LB (g-dm™): hydrolizat kazeiny 10; NaCl 10; ekstrakt drozdzy 5; pH —
7,5. Réwnolegle prowadzono dwu- i pigciodobowe hodowle przy wstrzasaniu 168 obr./
min w temperaturze 28°C. Po zakonczeniu kazdej z hodowli przemywano plytki sterylna
woda destylowana w celu usunigcia niezwiazanych komorek. Nast¢pnie w mikroskopie
$wietlnym obserwowano powstate struktury bton biologicznych przy 625-krotnym po-
wigkszeniu. Uzyskane obrazy dokumentowano przy uzyciu aparatu typ Kodak EasySha-
re CX6330 oraz kamery CCD CAMERA z wykorzystaniem programu komputerowego
USB AV CAPTURE.

Ocena zdolnosci bakterii i drozdzy do biodegradacji keratyny pior drobiowych.
Prowadzono hodowle wglebne pojedynczych i mieszanych kultur bakterii oraz drozdzy
w kolbach o pojemnosci 0,5 dm?®, zawierajacych 0,1 dm® podtoza SP o skladzie iden-
tycznym jak ww. podloze SG z wyjatkiem glukozy, ktéra zastapiono jednym procen-
tem (m/v) pior drobiowych stanowiacych jedyne zrodto wegla i azotu. Kolby wstrzasano
w temperaturze 28°C przez 8 dob. Proby ptynu pohodowlanego pobierano co 24 godziny,
wirowano w temperaturze +4°C, a nastgpnie w otrzymanych supernatantach oznaczano
wskazniki keratynolizy: 1) aktywno$¢ keratynolityczna (AK) w temperaturze 40°C,
w czasie 20 min i w pH 7,5 wobec keratyny rozpuszczalnej 2 mg/ml przygotowanej we-
dtug Wawrzkiewicz i in. [1987]. Jednostkg aktywnos$ci (AK) definiowano jako przyrost
absorbancji (A, ) 0 0,01 w przeliczeniu na 1 cm? ptynu pohodowlanego na 1 min; 2) ak-
tywnos$¢ proteolityczng wobec 2% substratu kazeiny w temperaturze 30°C, w czasie 20
miniw pH 7,5. Jednostke aktywnosci definiowano jako wzrost absorbancji (A,) 0 0,01
w przeliczeniu na 1 cm? ptynu pohodowlanego na 1 minute [Laba i Rodziewicz 2004];
3) uwalniane aminokwasy na podstawie przyrostu wolnych grup aminowych w plynie
hodowlanym metoda z uzyciem kwasu trojnitrobenzenosulfonowego (TNBS) [Snyder
i Sobocinski 1975]; 4) obecno$é zwigzkow sulthydrylowych oznaczano koloryme-
trycznie metoda Ellmana za pomocg DTNB (kwasu 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowego)
z cystaming [Riener i in. 2002]. Biofilmy tworzone przez bakterie na powierzchni pior
badano metoda mikroskopii §wietlnej przy powigkszeniu 625-krotnym.

Biotechnologia 8(2) 2009
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WYNIKI I OMOWIENIE

1. Wzajemne interakcje drobnoustrojow w kulturach mieszanych

Podstawa dwuorganizmowych hodowli drobnoustrojéw sa pozytywne interakcje po-
miegdzy poszczegdlnymi szczepami. Przeprowadzono 3 dwuorganizmowe hodowle na
podtozu statym, a mianowicie: 1) G. candidum PH1 i B. subtilis B3; 2) G. candidum PH1
i B. cereus B7e; 3) G. candidum PHI1 i F. multivorum. Makroskopowa ocena wzrostu
i stref jego inhibicji pomigdzy koloniami bakterii i drozdzy wykazata jedynie konku-
rencj¢ o przestrzen i sktadniki pokarmowe w przypadku hodowli numer 11 2 (fot. 1A
i B). Hamowanie wzrostu bakterii F. multivorum P1 przez drozdze z G. candidum PH1
zdefiniowano jako antybiozg (fot. 1C). Zatem badania interakcji pomigdzy wybranymi
szczepami drozdzy i bakterii nie wykluczyty zadnej pary z dalszych badan w hodowlach
mieszanych.

Fot. 1. Wzajemne interakcje drozdzy i bakterii na podtozu statym: A) G. candidum PH1 (goéra)/
B. subtilis B3 (dot) ; B) G. candidum PH1 (géra)/F. multivorum P1 (dot); C) G. candidum
PH1 (gora)/B. cereus B7e (dot)

Phot. 1. Interaction tests between yeasts and bacteria on Petri plates: A) G. candidum PH1 (top)/
B. subtilis B3 (bottom); B) G. candidum PH1 (top)/ F. multivorum Pl (bottom);
C) G candidum PH1 (top)/B. cereus B7e (bottom)

2. Tworzenie biofilméw przez pojedyncze oraz mieszane kultury drozdzy i bakterii

Zdolnos¢ adhezji komoérek do powierzchni statych jest jednym z poczatkowych,
a zarazem kluczowych etapéw formowania biowarstwy. Mechanizm ten zalezy $cisle
od rodzaju powierzchni, jak i czynnikéw $rodowiskowych. Obserwacje mikroskopowe
powierzchni plytek szklanych dowiodly, iz na intensywno$¢ tworzenia aglomeratow ko-
morkowych duzy wptyw wywiera rodzaj stosowanego medium hodowlanego. Ponadto,
sktad podtoza prawdopodobnie indukowat rowniez zmiany w morfologii komorek bakte-
rii i drozdzy. Bakterie B. subtilis B3 w podtozu YM charakteryzowaty si¢ bardzo stabym
wzrostem. Prawdopodobnie, brak sprzyjajacych warunkow wzrostu skutkowal wyzsza
adhezja do powierzchni szkta juz w drugiej dobie hodowli (fot. 2A). Intensywniejszy
wzrost szczepu B. subtilis B3 zaobserwowano na podtozu syntetycznym z glukoza (SG),
gdzie uformowaly si¢ mniej upakowane aglomeraty komorkowe po pigciu dobach trwa-
nia hodowli (fot. 2B). W przypadku bakterii B. cereus B7c zarowno podtoze YM, jak
i SG zapewnialo podobny poziom wzrostu komoérek oraz zblizony stopien adhezji (fot.
2C i 2D). Bakterie F. multivorum P1 réwniez ulegaty adhezji do powierzchni abiotycznej,

Acta Sci. Pol.
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tworzac mniej (podtoze LB) lub bardziej zbite skupiska komorek (podtoze YM) (fot. 2E
i 2F). Obserwacje powierzchni plytek szklanych pochodzacych z hodowli drozdzy G.
candidum PH1 wykazaly znacznie wigksze roznice w morfologii komorek, a takze
w stopniu ich upakowania i adhezji, w zalezno$ci od stosowanego medium. Podloza SG
oraz LB wyraznie sprzyjaty formowaniu cylindrycznych artrospor, natomiast YM — dhu-
gich i septowanych strz¢pek (fot. 3).

B. subtilis

B

E F

Fot. 2. Mikroskopowy obraz adhezji komorek bakterii do powierzchni szkta: A, C, E — podtoze
YM; B, D — podtoze SG, F — podloze LB

Phot. 2. Microscopic pictures of bacterial adhesion to a glass plate surface: A, C, E — YM culture
medium; B, D — SG culture medium; F — LB culture medium

Biotechnologia 8(2) 2009
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Fot. 3. Mikroskopowy obraz adhezji komorek
drozdzy G. candidum do powierzchni
szkla podczas ich hodowli na podto-
zach YM, LB oraz SG

Phot 3. Microscopic picture of G. candidum
and its adhesion to a glass plate surface
in culture in different culture media:
YM, LB and SG

W przypadku hodowli mieszanych: B. subtilis B3 z G. candidum PH1 oraz B. ce-
reus B7e z G. candidum PH1, nie zaobserwowano wspoélnej adhezji drobnoustrojow do
powierzchni szklanych ptytek. Natomiast skojarzone kultury bakterii £ multivorum P1
i drozdzy G. candidum PH1 wykazywatly nie tylko zdolno$¢ do koegzystencji, ale i do
wspodlnego formowania btony biologicznej (fot. 4A i 4B). Komorki drozdzy, jak i bakte-
rii otoczone egzopolisacharydowa macierza ulegly wyraznemu skroceniu i pogrubieniu
w poréwnaniu do form planktonicznych.

Fot. 4. Mikroskopowy obraz adhezji komorek drozdzy G. candidum i bakterii F. multivorum do
powierzchni szkta w hodowli mieszanej na podtozach: A—YM, B—-LB

Phot. 4. Microscopic picture of G. candidum and F. multivorum and their adhesion to a glass plate
surface in mixed culture in diffrent culture media: A—YM, B - LB

Acta Sci. Pol.
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3. Biodegradacja keratyny pior drobiowych

Wigkszo$¢ badan biodegradacji pidr kurzych prowadzona byta z udziatem pojedyn-
czych szczepow bakterii lub grzyboéw strzgpkowych i w mniejszym stopniu drozdzy
[Ichidaiin. 2001, Kimiin. 2001, Rodziewicz i Laba 2006]. W badaniach wtasnych stoso-
wano mieszane kultury bakterii oraz bakterii z drozdzami Geotrichum. Kontakt komorek
mikroorganizmoéw z keratyna mogt si¢ odbywaé w wyniku adhezji, a ta z kolei wymagata
odpowiednich warunkéw hodowlanych. Wybor podtoza syntetycznego, w ktorym zrodto
wegla 1 azotu stanowit dodatek keratyny pidr, byt efektem wczesniejszych badan, pro-
wadzonych przez Rajak i in. [1991] oraz Kaul i Sumbali [1999]. Degradacj¢ keratyny
przez monokultury (B. cereus B7e z G. candidum PH1, F. multivorum P1) jak i kultu-
ry mieszane (B. cereus B7e — G. candidum PH]1 oraz F. multivorum P1 — G. candidum
PH1) oceniano na podstawie kilku parametréw kontrolnych: wzrostu mikroorganizmow
i zmian odczynu Srodowiska (rys. 1A i B), a takze przyrostu grup tiolowych i aminowych
aminokwasow w ptynie pohodowlanym (rys. 2A i B). Ponadto, oznaczano poziom biatek
rozpuszczalnych i aktywnosci enzyméw proteolitycznych oraz keratynolitycznych wy-
dzielonych do srodowiska hodowlanego (rys. 3 i 4).

Najwyzsze aktywnosci proteolityczne wykazane w monokulturach G. candidum PH1,
B. cereus B7e 1 F. multivorum P1 na syntetycznym podtozu z keratyna pidr wynosity
odpowiednio 62,25 JP (w 1 dobie), 82 JP (w 3 dobie) oraz 39,75 JP (w 7 dobie). W ho-
dowlach mieszanych poziom proteolizy byt wyréwnany. Najwyzsza warto$¢ 47 JP osia-
gnat on w pierwszej dobie dla hodowli B. cereus 1 F. multivorum oraz w drugiej dobie
dla hodowli B. cereus 1 G. candidum (rys. 4A). W miar¢ uptywu czasu — aktywnosci te
obnizaly si¢ (z wyjatkiem pojedynczej hodowli F. multivorum P1). Zalezno$¢ tg rowniez
zauwazyla w swoich badaniach Kornittowicz [1995], ktora za gldwna przyczyng inhibicji
aktywnosci proteolitycznej uznata nagromadzenie produktéw rozktadu keratyny.

Ogolnie, najwyzsza aktywnoS$cia charakteryzowaly si¢ enzymy proteolityczne synte-
tyzowane przez bakterie B. cereus B7e — 82 JP w 3 dobie hodowli. Odczyn $srodowiska
w tym czasie oscylowal w granicach pH 7,5-8,0. Badania Rodziewicz i Laby [2006]
wskazuja, ze jest to optymalny odczyn dla enzyméw proteolitycznych wydzielanych
przez bakterie B. cereus. Enzymy proteolityczne w ptynie pohodowlanym uzyskanym
z pojedynczej hodowli drozdzy G. candidum PH1 juz w pierwszej dobie wykazywaty
wysoka aktywnosc¢ (62,25 JP). Maksymalne aktywnosci proteolityczne oznaczone w ho-
dowlach mieszanych (B. cereus B7e 1 G. candidum PH1) okazaty sig¢ nizsze. Widoczny
jest zatem negatywny wptyw drozdzy na zdolnosci proteolityczne bakterii (rys. 4A). Po
asymilacji tatwiej dostepnych zrodet wegla i azotu we wszystkich hodowlach wyraznie
podwyzszato si¢ stezenie wskaznikéw postepujacej keratynolizy. Na pierwszym etapie
zgodnie z mechanizmem keratynolizy doszto do deaminacji uwolnionych aminokwasow,
co wptynglo na podniesienie odczynu Srodowiska [Kornittowicz 1995]. W pierwszych
dobach hodowli najwyzsze stezenie grup aminowych oznaczono w ptynie pohodowla-
nym mieszanej kultury G. candidum PH1 x B. cereus B7e (215 pgecm), co w porow-
naniu z monokulturami bylo wyzsze i sugeruje wspotdziatanie keratynaz obu szczepow
(rys. 2B). W ostatniej, tj. 6smej dobie najwyzsze stgzenie grup NH, zanotowano jednak
dla hodowli pojedynczej kultury B. cereus B7e. Kolejna faza degradacji keratyny to sul-
fitoliza, polegajaca na denaturacji substratu przez usuwanie mostkow dwusiarczkowych
[Onifade i in. 1997]. Produktami sulfitolizy byty m.in. grupy sulthydrylowe, ktérych naj-
wyzsze stezenie oznaczono w skojarzonych kulturach G. candidum PH1 x B. cereus B7e

Biotechnologia 8(2) 2009
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(118 pgrem) (rys. 2A). Najnizsze stezenia grup SH pod koniec o$miodobowej hodowli
oznaczono w pojedynczych hodowlach bakterii F. multivorum P1 i drozdzy G. candidum
(rys. 2A). W wyniku dalszej proteolizy nastapito przeksztalcenie czgSciowo zdegrado-
wanej keratyny do rozpuszczalnych produktéw, czego potwierdzeniem byto rosnace ste-
zenie biatka w ptynach pohodowlanych wszystkich hodowli zar6wno pojedynczych, jak
i mieszanych (rys. 3).

| =3 B7e OD [IPH1 OD E==B7e-PH1 OD
= —B7e pH e===<PH1pH = B7e-PH1 pH
2,5
- 8
2 4+ T amccccccancae >
- 6
£° ] 5
£ L
<4
3
05 2
- 1
0 . F 0
1 2 3 4 5 6 7 8
doba/day
A
E===3B7e OD mmmP1 OD E=3B7e-P1 OD
= ==B7ec pH eeeesP| pH e B7-P1 pH
25 10
doba/day
B

Rys. 1. Wzrost bakterii i drozdzy (OD) oraz zmiany odczynu ptynéw pohodowlanych w proce-
sie biodegradacji pior kurzych przez pojedyncze i mieszane kultury: A — B. cereus B7e
i G. candidum PH1; B — B. cereus B7e i F. multivorum P1

Fig. 1. Bacterial and yeast growth (OD) and changes in pH of culture medium during the bio-
degradation of chicken feathers keratin by single and mixed cultures: A — B. cereus B7e
i G. candidum PH1; B — B. cereus B7e i F. multivorum P1
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Rys. 2. Wydzielanie grup sulthydrylowych i aminowych przez pojedyncze i mieszane kultury
drozdzy 1 bakterii w procesie biodegradacji pior kurzych: A — grupy SH; B — grupy NH2

Fig.2. SH and NH2 groups released during the biodegradation of chicken feathers keratin
by single and mixed cultures of yeasts and bacteria: A — SH groups; B — NH2 groups
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Rys. 3. Poziom biatek rozpuszczalnych w ptynach pohodowlanych pojedynczych i mieszanych
kultur drozdzy i bakterii

Fig. 3. Amount of soluble protein in culture media of single and mixed cultures of yeasts
and bacteria

Aktywnos$¢ keratynaz wyrazona w jednostkach JK jednoznacznie okreslita, ktore
mikroorganizmy moga by¢ stosowane do degradacji keratyny pior. Przeprowadzone ba-
dania wykazaty, ze szczep B. cereus B7e najwyzsza aktywno$¢ uzyskal w szostej do-
bie, osiagajac aktywnos¢ 21,7 JK (rys. 4B), przy odczynie srodowiska wynoszacym pH
8,3 (rys. 1A 1 B). Jednoczes$nie byla to najwyzsza aktywno$¢ keratynolityczna uzyskana
w badaniach. Maksymalna aktywno$¢ keratynaz wydzielanych pozakomoérkowo przez
bakterie F. multivorum P1 oraz drozdze G. candidum PH1 oznaczono rowniez w szo-
stej dobie hodowli, kiedy wynosity one odpowiednio 18,25 JK i 12.75 JK (rys. 4B). Na
uwage zastuguje jednak fakt, iz enzymy syntezowane przez drozdze osiagngly wysoka
aktywnosc juz w trzeciej dobie hodowli. Wydzielane byly wigec wezesniej niz bakteryjne.
Brak podobnej aktywnosci w trzeciej dobie hodowli mieszanych kultur G. candidum PH1
X B. cereus B7c sugeruje inhibicyjne oddziatywanie bakterii na komorki drozdzy, przy-
puszczalnie wywotane konkurencja o tatwo przyswajalne sktadniki podtoza oraz czyn-
niki wzrostowe. Mieszane hodowle drobnoustrojow B. cereus B7c x F. multivorum P1,
jak i B. cereus B7c x G. candidum PH]1 nie sprzyjaty zwigkszonej syntezie pozakomor-
kowych keratynaz, ktérych najwyzsza aktywno$¢ (uzyskana takze w 6. dobie) ustalita
si¢ na poziomie 12 JK (rys. 4B). Jednak przyrosty st¢zenia rozpuszczalnych produktow
deaminacji i sulfitolizy byly wyzsze niz w pojedynczych hodowlach F. multivorum P1
i G. candidum PH1.
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Rys. 4. Biosynteza proteaz (A) i keratynaz (B) przez badane mikroorganizmy w monokulturach
i kulturach mieszanych

Fig. 4. Biosynthesis of proteolytic (A) and keratinolytic (B) enzymes by single and mixed cultures
of yeasts and bacteria

Czgséciowo zdegradowane piora, ktore nie ulegly jeszcze catkowitemu uptynnieniu
podczas o$miodobowej hodowli, obserwowano pod mikroskopem $wietlnym. Rejestracja
obrazu mikroskopowego w postaci fotografii ukazuje wysoki stopien adhezji bakterii na
powierzchni pior oraz zaawansowany proces formowania biofilmu. Najbardziej zaawan-
sowane, trojwymiarowe biofilmy obserwowano w hodowli mieszanych kultur bakterii
B. cereus B7e 1 F. multivorum P1 (fot. 5B, C, D). Komorki bakterii niemal z kazdej stro-
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ny otaczaly promien pidra, tworzac gruba biowarstwg EPS. Znacznie mniej rozwinigty
biofilm zaobserwowano w przypadku monokultury B. cereus B7e (fot. 5A). Monokultury
drozdzy G. candidum PH1 (fot. S5E ) i bakterii F. multivorum P1 (fot. 5F) oraz hodowle
skojarzone tych szczepow (brak zdjgcia) wykazaly rowniez mniej rozwinigte struktury
biofilmu na badanych powierzchniach biologicznych w postaci pior kurzych.

B. cereus B. cereus i F. multivorum

G. candidum F. multivorum

E F

Fot. 5. Mikroskopowy obraz biofilméw uformowanych na powierzchni pior kurzych przez
komorki drozdzy i bakterii w hodowlach pojedynczych i mieszanych

Phot. 5. Microscopic picture of yeast and bacterial biofilms formed on the surface of poultry
feather rachis in single and mixed cultures
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PODSUMOWANIE

Bakterie z rodzajow Bacillus i Flavobacterium oraz drozdze Geotrichum tworzyty
biofilm na powierzchni pior w monokulturach i kulturach mieszanych w podtozu synte-
tycznym. Wydzielaty one pozakomorkowe enzymy keratynolityczne, ktore degradowaty
keratyng pior, bgdaca zrodlem wegla i azotu. Najwyzsza aktywnoscia charakteryzowaty
si¢ keratynazy bakterii: B. cereus B7e oraz F. multivorum P1. W skojarzonych hodowlach
G. candidum PH1 1 B. cereus B7e oraz F. multivorum P1 z B. cereus B7e aktywnos¢ ke-
ratynaz degradujacych piora byta nizsza. Zatem, proba zwigkszenia wydajnosci procesu
keratynolizy w warunkach tworzenia biofilmu, przez zastosowanie mieszanych kultur
drozdzy i bakterii, nie wykazata synergistycznych oddzialywan pomigdzy zastosowany-
mi szczepami. Dalsze badania winny obejmowa¢ zréznicowana grupg drobnoustrojow
1 zmierza¢ w kierunku optymalizacji warunkoéw biodegradacji.

Wszystkie badane szczepy bakterii oraz drozdze Geotrichum tworzyty na powierzch-
ni szkta oraz na powierzchni pior btong biologiczna. Dwugatunkowy (bakteryjno-droz-
dzowy) biofilm na powierzchni szkta zaobserwowano jedynie w hodowli mieszanej
F. multivorum P1 1 G. candidum PH1. Na powierzchni piér — najbardziej rozbudowany
biofilm formowaly skojarzone gatunki B. cereus B7e i F. multivorum P1. Badania wyka-
zaty zmienno$¢ morfologiczna mikroorganizméw w warunkach tworzenia biofilmu.
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KERATINOLYTIC ACTIVITY AND BIOFILM FORMATION BY SINGLE
AND DUAL CULTURES OF BACTERIA AND YEAST

Abstract. In the present study, we used three bacterial strains: Bacillus subtilis B3,
B. cereus B7e, Flavobacterium multivorum P1 and one strain of yeast Geotrichum can-
didum PHI. Microscopic observation demonstrated, that all examined strains show adhe-
sion and biofilm formation ability to a glass plate surface, in mono- as well as dual cul-
tures. Furthermore, all strain synthetized and secreted extracellular keratinases in medium
supplemented with poultry feathers as a single source od carbon and nitrogen. The highest
keratynolityc activity was observed in single cultures of B. cereus B7c and F. multivorum
P1, 21,7 J.K and 18,25 J.K, respectively. In the same medium, mixed cultures of B. cereus
x F. multivorum and B. cereus x G. candidum as well as single culture of G. candidum PH1
showed lower keratynolityc activity (about 13 J.K.).

Key words: biofilm, adhesion, keratinases, mixed cultures
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UZDOLNIENIA LITYCZNE GRZYBOW Z RODZAJU
TRICHODERMA W OBECNOSCI BIOMASY
FITOPATOGENOW

Danuta Witkowska, Justyna Stolas, Anna Kancelista,
Michat Piegza

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W prezentowanej pracy przebadano uzdolnienia trzech szczepow grzybow
strzgpkowych z rodzaju Trichoderma w kierunku produkcji enzymoéw litycznych efektyw-
nych w degradacji $cian komoérkowych mikroorganizmow patogenicznych, a istotnych
w procesie zwanym mykoparazytyzmem. We wglebnych hodowlach wstrzasanych stoso-
wano dwa podltoza o zmiennym sktadzie, nie tylko ze wzgledu na proste sktadniki mineral-
ne, ale takze odmienne pod katem zlozonych zrodet wegla, bedacych rownoczesnie induk-
torami ocenianych hydrolaz. Stwierdzono zréznicowanie w produkcji badanych enzymow,
a najwyzszymi uzdolnieniami do biosyntezy chitynaz i 3-1,3-glukanaz charakteryzowat sig
szezep Trichoderma hamatum C1 (odpowiednio 1,17 nKat-ml', 27 nKat-ml'). Aktywne
w produkcji chitynaz i laminarynaz szczepy grzybow strzgpkowych moga by¢ przydatne
jako szczepionki w ochronie ro$lin przed patogennymi grzybami.

Stowa Kkluczowe: Trichoderma, fitopatogen, mykoparazytyzm, chitynazy, laminarynazy,
glukanazy

WSTEP

Sciana komérkowa grzybow strzepkowych stanowi kompleks zbudowany z licznych
polimeréw, m.in. B-1,3- B-1,6-glukanu, chityny, mannanu oraz biatek. Jest to struktura
bardzo dynamiczna, ulegajaca nieustannym zmianom (np. podczas morfogenezy, podzia-
tow komorkowych czy wzrostu) i rézniaca si¢ nieznacznie pomigdzy réznymi gatunka-
mi grzybow [Adams 2004]. Prowadzone w ostatnich latach badania naukowe potwier-
dzaja, ze antagonistyczne dziatanie grzybow z rodzaju Trichoderma wobec patogenow
w zwiazane jest w duzej czesci z produkcja enzymow hydrolitycznych (chitynazy, 3-1,3-
glukanazy, proteazy), niszczacych polimery $ciany komorkowe;j fitopatogenicznych grzy-
bow. Enzymy grzybow Trichoderma, poza bezposrednim udziatem w antagonistycznych

Adres do korespondencji — Corresponding author: Michat Piegza, Katedra Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw,
e-mail: michal.piegza@wnoz.up.wroc.pl
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interakcjach migdzy réznymi organizmami (mykoparazytyzmie), uczestnicza réwniez
W procesach rozwoju i réznicowania, zywienia oraz autolizy.

W hodowlach laboratoryjnych prowadzacych do oceny uzdolnien enzymatycznych
wykazano, ze najlepszymi warunkami indukcji zewnatrzkomorkowych chitynaz jest
wzrost Trichoderma w podtozu zawierajacym oczyszczona chityng, grzybni¢ lub $ciang
komorkowa jako jedyne zrodto wegla. Chitynazy pochodzace z réznych zrddet wyka-
zuja jednak inne mechanizmy indukcji, tzn. podczas zjawiska mykoparazytyzmu rodzaj
wydzielanego enzymu jest $ciSle zwiazany z grzybem-gospodarzem. Zauwazono row-
niez, ze glukoza, sacharoza albo produkty degradacji chityny moga powodowac inhibicj¢
chitynaz, co moze $wiadczy¢ o regulacji ich biosyntezy na poziomie represji katabo-
licznej. Dalsze badania chitynaz wskazaty, ze niektore z nich (chociaz w niewielkich
ilosciach) sa produkowane konstytucyjnie, np. CHIT 42, CHIT 33 czy N-acetylo-p-D-
-glukozoaminidaza (102 kDa). Chitynazy moga by¢ syntetyzowane takze w warunkach
stresowych lub glodowych, obnizajac sztywnos¢ $ciany komorkowej, a dodatkowo an-
tybiotyki inhibuja powiazane z btona komérkowa syntetazy sktadnikow §ciany komor-
kowej, co uniemozliwia fitopatogenowi naprawe litycznego efektu dziatania hydrolaz
[Kubicek i in. 2001, Chugh i Wallace 2001, Patil i in. 2000].

Obok chitynaz istotny udzial w degradacji biopolimeréw $cian komoérkowych grzy-
bow patogenicznych majq takze B-1,3-glukanazy. Szczepy 7. harzianum produkuja od
1 do 7 typéw B-1,3-glukanaz. Stwierdzono rowniez wystgpowanie synergistycznego dzia-
fania migdzy B-1,3-glukanazami a antybiotykami peptydowymi (peptabole) w procesie
parazytyzmu 7. harzianum wobec fitopatogenow. Peptabole lub trichorzianine A i B maja
zdolno$¢ inhibicji syntetaz B-glukanu (enzym odpowiedzialny za syntezg -glukanu $cia-
ny komoérkowej) izolowanych z plazmalemmy B. cinerea. Efekt dziatania peptaboli moze
by¢ potegowany poprzez dodatek [3-1,3-glukanaz 7. harzianum, co powoduje wzrost ich
skutecznosci antygrzybowej [Markovich i Kononova 2003].

Celem prezentowanej pracy byta ocena uzdolnien trzech szczepow grzybow z rodzaju
Trichoderma do wytwarzania gtéwnie p-1,3-glukanaz i chitynaz, tj. enzymdéw waznych
w zwalczaniu fitopatogenicznych grzybdéw. Dodatkowo oceniono réwniez aktywnosci
enzymow towarzyszacych celulo- i ksylanolitycznych. Najbardziej aktywne sposrod ba-
danych szczepéw moga by¢ przydatne jako komponenty mikrobiologicznych szczepio-
nek stosowanych w ochronie roslin.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. Grzyby strzgpkowe pochodzace z kolekcji czystych kultur Kate-
dry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocta-
wiu nalezace do rodzaju Trichoderma reprezentowane byty przez 3 szczepy: Trichoder-
ma hamatum T2, T. hamatum C1, T. harzianum T33.

Podloza hodowlane. Wykorzystano trzy rézne podtoza hodowlane: MGP (KH,PO,
2,0 g1, MgSO, 1,0 g1, CaCl, 1,0 g1, (NH,),SO, 3,0 g, pepton 2,0 g'I"', glukoza
5,0 g'I'") uzupetiane wyttokami kukurydzianymi (2% WK), inaktywowana termicznie
biomasa drozdzy paszowych (2% BDP) i/lub inaktywowana biomasa trzech szczepow
rodzaju Fusarium — F. culmorum M292, F. graminearum KF¥375, F. avenaceum 1 (2%
BF3), podtoze MGP uzupetniane 6% BF3 oraz podtoze Saunders’a (KH,PO, 0,20 g1,
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K,HPO, 0,15 g1, NaH,PO, 2,00 g-1", Na HPO, 1,50 g'1"", NH,NO, 0,60 g'I"', NaNO, 3,80
g'l', MgSO, 0,30 g'I", pepton 5,00 gl", glukoza 5,00 g'I'') z dodatkiem BF3 (tab. 1).
Biomasa grzybow, szczegélnie biopolimery $cian komérkowych stanowity zrodio wegla
i jednocze$nie dziataly jako induktor badanych enzymow.

Tabela 1. Wykaz stosowanych podtoz
Table 1. Index of media used in the study

Skrot Nazwa podtoza Komplementacja
Abbreviation Medium designation Complementation
. 2% WK
Podtoze | Pl MGP 2% BDP
u 2% BF3
Podtoze 2 o
Medium 2 PII MGP 6% BF3
Podtoze 3 Pl SAUNDERS 3% BF3
Medium 3

Przebieg hodowli. Hodowle zaszczepiano 0,5 ml zawiesiny zarodnikow grzybow
Trichoderma (~10% kom'ml"), a nastepnie inkubowano na wytrzasarce typu G10 Gyroto-
ry® Shaker przez 7 dni w temperaturze 28°C przy ~170 rpm. Podczas 7-dniowej hodowli,
codziennie kontrolowano pH, korygujac jego warto$¢ do ~5,5. Po 7 dobach odwirowano
biomas¢ w wiréwce Sigma 3-16K (5444 x g, 20 min, 5°C). Otrzymane supernatanty sa-
czono przez filtr o §rednicy poréw 0,20 um, zapewniajac tym samym ich jalowos¢.

Metody analityczne. W otrzymanych z hodowli grzyboéw supernatantach oznaczano
nastepujace aktywnosci: -1,3-glukanazy, chitynazy, ksylanazy oraz celulazy [Witkow-
ska 1 Maj 2002, Witkowska i Piegza 2006]. AktywnoS$ci enzymow wyrazano w jednost-
kach aktywno$ci enzymatycznej nKat-ml™', wykorzystujac uwolnione w wyniku reakcji
enzymatycznej zwiazki redukujace kwas 3,5-dinitrosalicylowy do kwasu 3-amino-5-
-nitrosalicylowego, w wyniku czego tworzy si¢ barwny kompleks. Intensywnos¢ zabar-
wienia mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 530 nm [Miller 1959].

Hodowle dwuorganizmowe. Porownanie wzajemnych interakcji pomigdzy grzy-
bami z rodzaju Trichoderma a wybranymi grzybami patogennymi wykonano na podto-
zu PDA. Krazki ($rednica 10 mm) sterylnie wycigte korkoborem z 7-dobowej hodowli
ptytkowej uktadane byly na §wiezym agarowym podtozu w odlegtosci 20 mm migdzy
soba. Po 7-dobowej inkubacji w temperaturze 25°C oceniano wzajemny wptyw badanych
mikroorganizméw na swoj wzrost [Piegza i in. 2002].

WYNIKI I OMOWIENIE

Przeprowadzono hodowle wstrzasane w podtozach mineralnych z r6znymi ztozonymi
zrddtami wegla. Wérod testowanych grzybow Trichoderma w podtozu MGP z dodatkiem
2% WK, 2% BDP, 2% BF3 najlepszym producentem aktywnych laminarynaz byt 7. ha-
matum C1 (27,17 nKat'-ml"') (rys. 1). Szczep T. harzianum T33 wykazywal o potowe
nizsze aktywnosci 3-1,3-glukanaz (14,0 nKat-ml"), natomiast aktywnos$¢ T. hamatum T2
byta znikoma.
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Rys. 1. Aktywnos¢ enzymow hydrolitycznych w podlozu MGP z dodatkiem: WK (2%), BDP
(2%), BF3 (2%)

Fig. 1. Hydrolases activity in MGP medium supplemented with: WK (corn waste) 2%, BDP (feed
yeasts biomass) 2%, BF3 2%

Aktywnosci enzymow chitynolitycznych byly na nizszym poziomie w poréwnaniu do
B-1,3-glukanaz. Wsrod grzybow testowanych najaktywniejszym ich producentem okazat
sig szczep T. hamatum T2 (0,125 nKat-ml') oraz 7. harzianum T33 (0,117 nKat-ml™").
Pomimo ze w oddziatywaniach migdzy grzybami gtowna rolg¢ odgrywaja chitynazy
i B-1,3-glukanazy, jednak interesujacym zagadnieniem wydata si¢ ocena poziomu bio-
syntezy innych enzymow wplywajacych na mozliwo$¢ kolonizowania srodowiska zawie-
rajacego czgsci roslinne, zwlaszcza ze w podtozu hodowlanym znajdowaty si¢ wyttoki
kukurydziane zawierajace elementy celulozy i ksylanu. Dlatego tez dodatkowo oceniono
syntezg enzymow towarzyszacych, tj. celulaz i ksylanaz. Pierwsze z nich najwydatniej
biosyntetyzowane byty przez szczep C1 (0,37 nKat'-ml'), natomiast drugie przez szczep
T2 (5,4 nKat-ml™").

Zmiana sktadnikow pozywki na korzys¢ wigkszej liczby biopolimeréw §cian komor-
kowych w inaktywowanej termicznie biomasie grzybow Fusarium w zréznicowany spo-
sob wplyngta na biosyntezg hydrolaz przez trzy badane szczepy. Szczego6lnie wyraznie
zareagowat szczep C1, zwigkszajac prawie 14-krotnie aktywnos¢ chitynaz. W przypadku
pozostatych szczepdw osiagnigto wyniki nieznacznie nizsze niz w poprzedniej hodowli,
co moze $wiadczy¢ o mniejszych mozliwosciach tych szczepow do korzystania z okreslo-
nych substratow w podtozu jako zrodta wegla i induktoréw syntezy chitynaz. Szczep Cl,
podobnie jak w poprzedniej hodowli, wyrdznit si¢ takze sposrod testowanych szczepow
najwyzsza aktywnoscia -1,3-glukanaz. Pozostale szczepy, czyli T2 i T33 syntetyzowaty
ten enzym na poziomie 5—20-krotnie nizszym w poréwnaniu do Cl1.
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Uzdolnienia do produkcji pozostalych enzymoéw, tj. celulaz i ksylanaz, badanych
szczepow w zmodyfikowanej pozywce (z dodatkiem tylko BF3) byly na ogo6t znacznie
nizsze (rys. 2). Mozna sadzi¢, ze zabrakto induktora, ktérym w poprzedniej hodowli byty
wyttoki kukurydziane. W zwiazku z tym osiagnigto 1,5- i 3,4-krotnie nizszy poziom ak-
tywnosci dla celulaz biosyntetyzowanych przez szczepy C1 i T2 oraz 1,5-; 4-; i 6,8-krot-
nie nizszy poziom aktywnosci ksylanaz odpowiednio dla szczepow T33, C1, T2.
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Rys. 2. Aktywnos$¢ enzymow hydrolitycznych w podtozu MGP z dodatkiem BF3 (6%)
Fig. 2. Hydrolases activity in MGP medium supplemented with BF3 (6%)

Nie tylko rodzaj zrddta wegla i induktoréw maja wptyw na poziom aktywnosci produ-
kowanych enzymow, ale takze sktadniki pozywki mineralnej. Stosujac w kolejnym eks-
perymencie podtoze wg Saundersa (zrodto azotu NaNO, i NH NO,), a w obu jako zrodto
wegla oraz induktor BF3 (biomasa grzybow Fusarium), uzyskano inny obraz aktywnosci
[-1,3-glukanaz i chitynaz dla trzech badanych szczepow Trichoderma.

Najwigksze zmiany w kierunku zwigkszenia aktywnosci enzymatycznej dotyczyty
chitynaz. Osiagnigto w tych warunkach hodowlanych najwyzsze aktywnos$ci tych en-
zymow u wszystkich badanych szczepow grzybow strzgpkowych, w poréwnaniu do
poprzednich hodowli. Szczep C1 uzyskat ok. 30-krotny wzrost aktywnosci chitynaz
w stosunku do hodowli w podiozu PI, a dwukrotnie w stosunku do hodowli w podtozu
PII. Szczep T33 produkowal chitynazy o ok. 7-krotnie wyzszej aktywnosci w porowna-
niu do hodowli PI i PII, a szczep T2 3-krotnie wyzszej w stosunku do hodowli I i 7-krot-
nie wyzszej niz w hodowli PII (rys. 3).

Mniejsze zmiany w aktywno$ciach syntetyzowanych enzyméw zaobserwowano
w przypadku B-1,3-glukanaz, ale tylko w przypadku szczepéw C1 i T2. Natomiast dla
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szczepu T33 pozywka PIII okazala si¢ bardzo sprzyjajaca, gdyz osiagnigto 2-krotny
wzrost aktywnosci tego enzymu.
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Rys. 3. Dynamika biosyntezy (3-1,3-glukanaz i chitynaz produkowanych przez szczepy testowane
w podtozu Saunders’a z dodatkiem BF3

Fig. 3. Dynamics of -1,3-glucanase and chitinase biosynthesis by the tested strain in Saunders
medium with BF3

Badano takze hodowle dwuorganizmowe, wskazujac na wyrazne ograniczenie wzro-
stu grzybow patogenicznych przez grzyby z rodzaju Trichoderma (fot. 1 i 2).

Fot. 1. Efekt wzajemnego oddziatywania Fot.2. Efekt wzajemnego oddziatywania

na siebie grzybow 7. harzianum T33 na siebie grzybow T. hamatum Cl1
(z prawej) 1 F. poae KF617 (z lewej) po (z prawej) 1 F. avenaceum 1 (z lewej)
7-dniowym okresie wspdlnego wzrostu po 7-dniowym okresie wspolnego
na podtozu PDA (25°C) wzrostu na podtozu PDA (25°C)

Phot. 1. Interaction between T. harzianum T33 ~ Phot 2. Interaction between 7. hamatum Cl
(right) and F. poae KF617 (left) after (right) and F. avenaceum 1 (left) after
7 days of dual culture on PDA me- 7 days of dual culture on PDA me-
dium dium
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Badania innych autoréw [El-Katatny i in. 2000, Noronha i in. 2000, De Marco i in.
2003] dowodza takze szerokich mozliwosci produkcji B-1,3-glukanaz i chitynaz przez
grzyby Trichoderma iich roli w mykoparazytyzmie, czyli jednym z wazniejszych mecha-
nizmoéw wykorzystywanych przez grzyby strzgpkowe w biokontroli fitopatogenow. Wie-
lu autoréw [El-Katatny i in. 2000, Noronha i in. 2000, De Marco i in. 2003, Markovich
i Kononowa 2003] zwraca uwage na indukowany charakter biosyntezy tych enzymoéw,
stosujac w hodowlach zrodta wegla bedace induktorami, takie jak biomasa grzybow
strzgpkowych (z obecnymi w $cianach komoérkowych biopolimerami) lub nawet czyste
oczyszczone $ciany komodrkowe.

El-Katatny i in. [2000] w poszukiwaniu aktywnych pod wzgledem produkcji chitynaz
i laminarynaz szczepdw Trichoderma przebadali 24 izolaty, stosujac minimalne podtoza
mineralne z dodatkiem chityny lub laminarynu — jako jedyne zrédto wegla, a jednocze-
$nie induktor badanych enzymow. Najwyzsze aktywnos$ci uzyskiwane przez tych auto-
réw wynoszace 5,95 nKat-ml! B-1,3-glukanaz i chitynaz 29,3 pKat'ml' byly znacznie
nizsze, w poréwnaniu do warto$ci aktywnosci tych enzymdéw osiaganych w prezentowa-
nej pracy, odpowiednio 28 nKat'ml' i 1,1 nKat-ml'. Autorzy tej pracy wykazali takze,
ze zastgpujac w hodowli chityng i laminaryn przez rozdrobniong i wysuszona grzybni¢
fitopatogenow, mozna osiaggnac¢ podobny poziom aktywnos$ci enzymow.

Noronha i in. [2000] zastosowali natomiast w podtozach hodowlanych Trichoderma
harzianum $ciany komorkowe réznych fitopategendow (Pythium sp., R. solani, S. rolfsii)
jako zrodto wegla i induktor badanych enzymoéow. W wyniku hodowli prowadzonych
w takich podtozach uzyskali zmienny poziom aktywnos$ci biosyntezowanych enzymow,
tj. odpowiednio 10,8; 7,91; 4,61 U-ml'. Efekt ten ttumaczyli zaleznoscia aktywnoS$ci
[-1,3-glukanaz od réznej zawartos$ci induktora, czyli glukanu, w $cianach komoérkowych
fitopatogenow. Wraz ze zwigkszeniem ilo$ci B-glukanéw w ogolnej masie §ciany komor-
kowej grzyba — obserwowano réwnolegly wzrost aktywnosci enzymow.

Inni autorzy [De Marco i in. 2003, Vazquez-Garciduenas i in. 1998] w wyniku ba-
dan nad synteza 3-1,3-glukanaz wysnuli podobne spostrzezenia, sugerujac rownoczesnie
wyrazng zalezno$¢ w poziomie biosyntezy laminarynaz i chitynaz od obecnos$ci $ciany
komorkowej grzyba strzgpkowego, a szczegdlnie od jej sktadu procentowego biopoli-
merow.

Inne badania wskazuja na to, ze oczyszczone chitynazy skutecznie hamuja szeroka
gamg fitopatogendw poprzez lizg ich Scian komdrkowych, a takze inhibicj¢ kietkowania
zarodnikow [Markovich i Kononowa 2003]. Dowodzi to waznej roli enzymow syntety-
zowanych przez grzyby strzgpkowe Trichoderma w procesach oddzialywania z grzybami
patogennymi roslin i uzasadnia celowos¢ badan zmierzajacych do opracowania odpo-
wiednich szczepionek skutecznych w ochronie roslin przed patogennymi grzybami.

WNIOSKI

1. Sposrod badanych szczepow grzybow Trichoderma hamatum C1 charakteryzowat
si¢ najwyzszymi uzdolnieniami do produkcji 3-1,3-glukanaz, bez wzgledu na zastosowa-
ne podtoze hodowlane.
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2. Podloza mineralne zawierajace wytacznie polimery §cian komoérkowych biomasy
grzyboéw z rodzaju Fusarium efektywniej sprzyjaty biosyntezie chitynaz szczepow z ro-
dzaju Trichoderma.

3. Aktywnosci enzymdéw towarzyszacych, tj. celulaz i ksylanaz byly wyzsze w ho-
dowlach z dodatkiem wyttokéw kukurydzianych (précz biomasy) niz wytacznie z dodat-
kiem biomasy grzybow.

4. Aktywne w produkcji chitynaz i B-1,3-glukanaz szczepy grzybow strzepkowych
moga by¢ przydatne jako szczepionki w ochronie roslin przed patogenami.
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LYTIC CAPABILITY OF TRICHODERMA MOULDS
IN THE PRESENCE OF PHYTOPATHOGENIC BIOMASS

Abstract. In the present work the ability of three Trichoderma mould strains to lytic en-
zymes biosynthesis, effective in degradation of pathogenic microorganisms cell walls, was
examined. These enzymes play a very important role in the mycoparasitism process. In
shaking cultures two different media types were used, in regard not only in case of mineral
components, but also different kind of carbon source, which was simultaneously an in-
ductor for the synthesis of hydrolases. The differentiation in biosynthesis of enzymes was
confirmed. The highest capability to produce chitinases and -1,3-glucanases characterized
the Trichoderma hamatum C1 strain (1,17 nKat-ml!, 27 nKat-ml, respectively). The mould
strains, active in biosynthesis of chitinase and laminarinase, could be useful as microbio-
logical vaccines in plant protection against pathogenic moulds.

Key words: Trichoderma, phytopathogenic, mycoparasitism, chitinases, laminarinases,
glucanases
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WYSTEPOWANIE BAKTERII FERMENTACJI
MLEKOWEJ AKTYWNYCH WZGLEDEM LISTERIA
W SERACH REGIONALNYCH WYTWARZANYCH
W OKREGU TATRZANSKO-BESKIDZKIM*

Anna Sip, Michat Wieckowicz, Agnieszka Olejnik-Schmidt,
Anna Gardo, Roksana Gorlas, Wiodzimierz Grajek

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Streszczenie. Celem pracy byto wyizolowanie z seréw regionalnych bakterii fermentacji
mlekowej oraz przeprowadzenie ich selekcji pod katem zdolnosci do antagonistycznego
oddziatywania na Listeria. Dokonano rowniez wstepnej charakterystyki czynnikow odpo-
wiedzialnych za antagonizm wzgledem Listeria oraz zidentyfikowano bakterie o najsil-
niejszej listeriobojczej aktywnosci. Bakterie te przebadano ponadto w kierunku obecnosci
gendw bakteriocyn klasy Ila (bakteriocyn listeriobdjczych). Materiatem izolacyjnym byto
pie¢ rodzajow seréw regionalnych: bundz, bryndza, gotka niewedzona, gotka wedzona
oraz warkocze. Jako podloza izolacyjne stosowano pozywke MRS i M17. Antylisteryj-
na aktywnos$¢ pozyskanych izolatdow oznaczano metoda punktowo-dyfuzyjna wzgledem
bakterii Listeria innocua. 1dentyfikacji wybranych bakterii fermentacji mlekowej doko-
nywano metoda analizy sekwencji genu kodujacego 16S rRNA, a geny bakteriocyn kla-
sy Ila wykrywano, stosujac zdegenerowane startery oligonukleotydowe. W wyniku prac
izolacyjnych pozyskano 1000 czystych kultur bakterii fermentacji mlekowej. Co trzecia
z nich wykazywata antagonistyczna aktywno$¢ wzgledem Listeria. Najwigcej bakterii
zdolnych do antylisteryjnego dziatania wykryto w obrgbie populacji LAB wyizolowanych
z bryndzy i gotki niewedzonej. Wérdd kultur aktywnych wobec Listeria dominowaty kultury
o dziataniu bakteriobdjczym. Dziatanie to bylo przede wszystkim nastgpstwem konkurencji
oraz syntezy kwasow organicznych i H,O,. Jedynie niecaly 1% badanych kultur, oprécz
wymienionych zwiazkow, syntezowat takze inne metabolity o dzialaniu antylisteryjnym.
Byly nimi bakteriocyny. Zdolno$¢ do ich syntezy posiadaty bakterie, ktore zidentyfikowa-
no jako Lactococcus garvieae, Leuconostoc mesenteroides oraz Lactobacillus plantarum.

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego wtasnego nr 2044/B/P01/2008/35 finansowane-
go przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego.

Adres do korespondencji — Corresponding author: dr inz. Anna Sip, Katedra Biotechnologii i Mi-
krobiologii Zywnoéci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627

Poznan, e-mail: aniasip@up.poznan.pl
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W genomie bakterii Lactobacillus plantarum wykryto ponadto obecno$¢ genow bakterio-
cyn klasy Ila. W chwili obecnej badana jest struktura, mechanizm dzialania i genetyczne
podstawy biosyntezy listeriobdjczych bakteriocyn bakterii Le. garvieae, Leu. mesentero-
ides oraz Lb. plantarum.

Stowa kluczowe: polskie sery regionalne, Listeria monocytogenes, bakterie fermentacji
mlekowej, antylisteryjna aktywnosé, bakteriocyny klasy Ila

WSTEP

W ostatnich latach olbrzymi niepokdj wywotuja informacje o wystgpowaniu w zywno-
$ci bakterii chorobotworczych, takich jak: Salmonella, Listeria, Campylobacter, Yersinia
i enterotoksycznych E. coli [Tauxe 2002]. Sposréd wymienionych grup drobnoustrojow
szczegolne zagrozenie dla cztowieka stwarzaja bakterie Listeria monocytogenes. Bakterie
te moga by¢ przyczyna poronien, uszkodzen ptodow, przedwczesnych porodow oraz wo-
dogtowia noworodkow. Moga wywolywac takze zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych,
zoladka, jelit i stawow oraz prowadzi¢ do posocznicy [Faber i Peterkin 1991, Doganay
2003, McLauchlin i in. 2004]. W grupie chorob bakteryjnych przenoszonych droga pokar-
mowag infekcje wywotywane przez L. monocytogens, czyli tzw. listeriozy, maja najwyz-
szy wspotczynnik §miertelnosci, ktory czgsto przekracza 20% [CDC 2000, McLauchlin
iin. 2004, Orndorffi in. 2006]. Dla poré6wnania, $miertelnos¢ salmonelloz wynosi 0,38%,
a infekcji wywotywanych przez Campylobacter jest zwykle nizsza niz 0,1% [Mead i in.
1999]. Minimalna dawka infekcyjna L. monocytogenes nie zostata doktadnie ustalona.
Z raportow medycznych wynika jednak, ze dla zdrowego dorostego cztowieka wynosi
ona prawdopodobnie co najmniej 10%tk-g™!, natomiast dla 0s6b z grupy podwyzszonego
ryzyka moze by¢ ona nawet nizsza niz 10%tk-g™'. Do grupy podwyzszonego ryzyka naleza
kobiety w ciazy, noworodki, ludzie o obnizonej odpornosci immunologicznej oraz osoby
po 55 roku zycia [Lovett 1989, Schlech 1996, 2000, Liu 2008].

Ryzyko zakazen zywnosci L. monocytogenes jest bardzo duze, gdyz drobnoustroj ten
powszechnie wystgpuje w wodzie, glebie, na powierzchni roslin, a takze w przewodzie
pokarmowym 5-10% ludzi i zwierzat [Guerra i in. 2001, Okutani i in. 2004, Liu 2008,
Wagner i McLauchlin 2008]. L. monocytogenes czgsto sa takze izolowane z pomiesz-
czen produkcyjnych [Silva 1998, 2003, Noves i in. 2008]. Prawdopodobienstwo wyste-
powania L. monocytogenes w zywnosci zwigksza jeszcze fakt, ze drobnoustrdj ten jest
bardzo odporny na dzialanie czynnikow fizykochemicznych. Przezywa w $rodowisku
o pH dochodzacym do 3,3, a, do 0,83 oraz wytrzymuje nawet 30% stgzenie NaCl [Cole
i in. 1990, Gandhi i Chikindas 2007, Liu 2008, Wagner i McLauchlin 2008]. Z powyz-
szych wzgledow L. monocytogenes wystgpuje w ok. 10% produktow zywnosciowych
wytwarzanych w warunkach przemystowych oraz w az 30% produkowanych metodami
chatupniczymi. W wigkszosci z nich liczebnos¢ L. monocytogenes nie przekracza jednak
10%jtk-g' [Loncarevic i in. 1995, Cordano i Rocourt 2001, Gameiro i in. 2007, Durmaz
2008, Little i in. 2008]. Zakazenie na takim poziomie nie stanowi zagrozenia zdrowotne-
go, ale fakt, ze drobnoustrdj ten moze namnazac si¢ w trakcie przechowywania chlodni-
czego, budzi uzasadnione obawy.

Niszczenie komorek bakterii L. monocytogenes klasycznymi metodami takimi jak:
zamrazanie, solenie, suszenie, zakwaszanie czy utrwalanie chemiczne jest malo efek-
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tywne [Liu 2008, Wagner i McLauchlin 2008]. Dlatego tez w laboratoriach na catym
$wiecie prowadzone sa intensywne badania nad opracowaniem lepszych metod ograni-
czania rozwoju tych bakterii. Obecnie olbrzymim zainteresowaniem cieszy si¢ mozli-
wos¢ wykorzystywania bakterii fermentacji mlekowej (LAB; ang. lactic acid bacteria) do
zwalczania Listeria. Wiele bakterii fermentacji mlekowej jest bowiem zdolnych do syn-
tezy zwiazkow dziatajacych bakteriobdjczo na L. monocytogenes. Naleza do nich m.in.:
kwasy organiczne, H,0, zwiazki systemu laktoperoksydazy, diacetyl, aldehyd octowy
i bakteriocyny [Daeschel 1989, Abee i in. 1995, Cleveland i in. 2001, O’Sullivan 2002,
Grajek i Sip 2004, Galvez i in. 2007].

Sposrod wymienionych zwiazkow najsilniejsza bakteriobdjcza aktywnosé wzgledem
chorobotworczych dla cztowieka L. monocytogenes maja bakteriocyny klasy Ila. Ich ak-
tywno$¢ determinuje obecnos¢ konserwatywnego motywu aminokwasowego YGNGV-C
na koncu aminowym. Charakterystyczng cecha listeriobojczych bakteriocyn klasy Ila jest
réwniez obecno$¢ w tancuchu polipeptydowym przynajmniej dwoch czasteczek cyste-
iny potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym [Ennahar i in. 1999, 2000]. Najbardziej
znanymi przedstawicielami bakteriocyn klasy Ila sg pediocyny (pediocyna AcH/PA1/
SJ-1). Do klasy tej naleza takze enterocyny (enterocyna A i enterocyna P), leukocyny
(leukocyny A/705 i leukocyna B), bawarcyny (bawarcyna A i bawarcyna MN), sakacyny
(sakacyna A, P i 604), bakteriocyny Carnobacterium (diwercyna V41, piscikolina 126,
karnobakteriocyny B2 i BM1) oraz mundticyna [Sip i in. 2009]. Bakteriobojcza aktyw-
no$¢ wzgledem Listeria wykazuja takze niektore bakteriocyny klasy I, czyli bakteriocy-
ny lantybiotykowe. Najlepiej opisana z nich jest nizyna [Hansen 1994, Sorbino-Lopez
i Martin-Belloso 2008] .

Zrédlem drobnoustrojow aktywnych wobec Listeria sa czesto produkty fermen-
towane w sposob spontaniczny [Casia i in. 1996, Ferchichi i in. 2001, Alvarado i in.
2005, Todorov i Dicks 2006, Topisirovic 2006, Belgacem i in. 2008]. Przyktadem takich
produktow sa sery wytwarzane w okregu tatrzansko-beskidzkim. Mimo ze sposéb ich
produkcji sprzyja wystgpowaniu Listeria, jak dotad nie odnotowano zadnego przypadku
listeriozy bedacego efektem ich konsumpcji. W zwiazku z tym istnieje uzasadnione przy-
puszczenie, ze mikroflora czynna w procesie fermentacji dobrze zabezpiecza je przed
rozwojem Listeria. Dlatego tez w ramach niniejszej pracy postanowiono przebada¢ naj-
popularniejsze w Polsce sery regionalne pod katem wystgpowania w nich LAB zdolnych
do oddzialywania na Listeria. Zidentyfikowanie bakterii skutecznie niszczacych Listeria,
doktadne zbadanie ich wlasciwosci oraz ustalenie, jakie zwiazki sa odpowiedzialne za ich
dzialanie antylisteryjne, moze przyczynic si¢ do opracowania na ich bazie nowych kultur
starterowych lub ochronnych.

MATERIAL I METODY

Izolacja bakterii fermentacji mlekowej

Materiatem izolacyjnym byty sery takie jak: bundz, bryndza, gotka niewgdzona, gotka
wedzona oraz warkocze. Wszystkie badane sery zostaty wyprodukowane w warunkach
chalupniczych w okregu tatrzansko-beskidzkim. W ramach pracy przebadano 25 préob
serdéw, po 5 z kazdego rodzaju.
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Proby seréw o masie 10 g zawieszano w 90 ml cytrynianu tréjsodowego, homogeni-
zowano, rozcienczano w wodzie peptonowej metoda rozcienczen dziesig¢tnych i posie-
wano na ptytki Petriego, ktore zalewano dwoma pozywkami: pozywka MRS i pozywka
M17. Obie pozywki zawieraty 2% agaru. Posiane plytki inkubowano w temp. 30°C przez
72 h, a nastegpnie izolowano z nich wyraznie oddzielone kolonie o morfologii charaktery-
stycznej dla bakterii fermentacji mlekowej. Z kazdej proby sera izolowano po 40 kolonii
(po 20 z kazdego podtoza). Wyizolowane kolonie przenoszono do pltynnych pozywek,
analogicznych do podlozy izolacyjnych, i hodowano w temperaturze 30°C przez 24 h.
Otrzymane kultury wstegpnie identyfikowano, stosujac metody fenotypowe. Czyste kultu-
ry LAB zabezpieczano. W tym celu 24-godzinne ich hodowle odwirowywano (5,5 tys. g,
10 min), otrzymana biomas¢ przemywano, zawieszano w §wiezej pozywce hodowlanej
z dodatkiem 2% (v/v) glicerolu i zamrazano w temp. -20°C.

Badanie antylisteryjnej aktywnoSci

Zabezpieczone czyste kultury bakterii fermentacji mlekowej tagodnie rozmrazano
w temperaturze pokojowej i przenoszono do $wiezych pozywek hodowlanych (1 ml za-
wiesiny bakterii/10 ml pozywki MRS lub M17). Posiane podtoza inkubowano w temp.
30°C przez 14h. Otrzymane kultury stosowano jako inokulum do zaszczepienia §wiezych
pozywek. Pozywki zaszczepiano 2% (v/v) inokulatami, inkubowano w temp. 30°C przez
24 h, a nastegpnie testowano aktywno$¢ otrzymanych plynéw hodowlanych. Aktywno$¢
badano metoda punktowo-dyfuzyjna wobec bakterii Listeria innocua (ATCC 19111).

W celu oznaczenia antylisteryjnej aktywnosci badanych kultur 20 pl préby przygo-
towanych ptynéw hodowlanych nanoszono na powierzchnig plytek Petriego z podtozem
BHI+1% agaru zaszczepionym 10%tk-ml! bakterii wskaznikowych. Ptytki inkubowano
w temp. 37°C przez 14 h. Po inkubacji mierzono w mm $rednice powstatych stref przeja-
$nien (calkowitych lub czgéciowych). Catkowite przejasnienia (catkowite zahamowanie
wzrostu) traktowano jako wyznacznik dziatania bakteriobdjczego, a cz¢§ciowe objawia-
jace sig jedynie zmniejszeniem ggstosci murawki — jako efekt dziatania bakteriostatycz-
nego.

W celu okreslenia jakie czynniki sa odpowiedzialne za antagonizm wzgledem L. in-
nocua, aktywny ptyn hodowlany rozdzielano poprzez wirowanie (5,5 tys. g, 10 min)
na dwie frakcje — biomasy i supernatantu. Frakcja biomasy (B) zawieszanej w wodzie
peptonowej stuzyla do badania zjawiska konkurencji, a frakcja supernatantu (S) byta wy-
znacznikiem aktywnosci wszystkich zewnatrzkomorkowych metabolitow wytworzonych
przez badane kultury. Supernatanty ptynéw hodowlanych poddawano tez dodatkowej ob-
robee. Czg$¢ z nich (Sn) doprowadzano do pH 6,5 za pomoca | N NaOH w celu wyelimi-
nowania dziatania kwasow organicznych, a czg$¢ (Snk) poddawano jeszcze dodatkowo
dziataniu katalazy (68000 IU - ml"), by roztozy¢ H,O, W zneutralizowanych supernatan-
tach oznaczano aktywnos$¢ innych niz kwasy organiczne pozakomadrkowych metabolitow.
W celu wyeliminowania aktywno$ci enzymow proteolitycznych supernatanty, po spraw-
dzeniu termoodpornosci zawartych w nich zwiazkéw aktywnych wobec Listeria, ogrze-
wano w temp. 80°C przez 10 min. Frakcj¢ Sno za innymi autorami nazywano ekstraktem
aktywnym lub ekstraktem bakteriocyn [Parente i in. 1995, Sip i in. 2009].
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Identyfikacja wybranych bakterii fermentacji mlekowej

Z wybranych kultur bakterii fermentacji mlekowej (kultur o najsilniejszej antylisteryj-
nej aktywnosci) izolowano genomowe DNA. Izolacje prowadzono za pomoca gotowych
zestawow Genomic Mini (A&A BIOTECHNOLOGY) w sposob zgodny z protokotem
podanym przez producenta.

Wyizolowane genomowe DNA wykorzystywano jako matryce do reakcji PCR, w kto-
rej amplifikowano sekwencje 16S rDNA. Analiz¢ PCR prowadzono z wykorzystaniem
starterow: S-D-Bact-0008-a-S-20, S-*-V-Univ-1492-b-A-21. Profil termiczny reakcji
PCR (15 cykli) charakteryzowat si¢ nastepujacymi warunkami: etap wstgpnej denaturacji
(95°C, 5 min), etap przytaczania starteréw (48°C, 1 min), elongacja (72°C, 1,5 min) oraz
etap syntezy koncowej (72°C, 3 min). Produkty reakcji PCR oczyszczano nastgpnie za
pomoca zestawu GenElute™ (SIGMA). Po oczyszczeniu produkty amplifikacji nanoszo-
no na 1% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (0,5 ug-ml!) i rozdzielano elektro-
foretycznie (fot. 1). Elektroforez¢ prowadzono w buforze TBE (1x) przy statym natgze-
niu 60 mA przez 45 minut. Réwnolegle oznaczano stezenie badanych produktow (DNA).
Pomiardéw stezenia dokonywano za pomoca spektrofotometru NanoDrop. Oczyszczone
amplikony 16S rDNA wysytano do pracowni sekwencjonowania (Genomed, Warszawa).
Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomoca programu VectorNTI (Invitrogen)
oraz serwisu BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) i na ich podstawie dokonywano identyfi-
kacji wytypowanych bakterii.

Wykrywanie obecno$ci genow bakteriocyn klasy I1a

Fragmenty genow kodujacych syntezg listeriobojczych bakteriocyn klasy Ila am-
plifikowano, stosujac zdegenerowane startery. Jako matryce do reakcji ich wybiorczej
amplifikacji stosowano DNA wytypowanych kultur bakteryjnych. Startery oraz warunki
reakcji PCR sa przedmiotem zgloszenia patentowego.

Badanie wrazliwos$ci bakteriocyn na dzialanie enzymoéw, temperatury i pH

Ekstrakty bakteriocyn (frakcja Snk) inkubowano z 1 mg- ml! pronazy E, proteinazy
K, pepsyny, trypsyny, a-chymotrypsyny, a-amylazy, katalazy i lipazy (Sigma). Inkubacje
prowadzono przez 2 h w warunkach optymalnych dla dziatania stosowanych enzymow.
Po inkubacji oznaczano aktywno$¢ badanych prob i wyrazano ja w AU-ml! ml, czyli
jednostkach oznaczajacych odwrotnos¢ najwyzszego rozcienczenia zdolnego jeszcze do
bakteriobdjczego dziatania na L. innocua. Do oznaczen aktywnosci stosowano metodg
krytycznych rozcienczen.

W celu zbadania wrazliwosci bakteriocyn na dziatanie temperatury przygotowane
ekstrakty ogrzewano w temp. 80 1 100°C przez 10, 20 1 30 min oraz w temp. 121°C przez
15 min. Po ogrzewaniu oznaczano ich aktywno$¢ w sposob analogiczny do przedstawio-
nego powyze;j.

W celu okreslenia wplywu pH na aktywno$¢ bakteriocyn ich ekstrakty doprowadzano
do pH w zakresie od 2,0 do 10,0 (A =0,5) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
2 h. Korekty pH dokonywano za pomoca 1 N NaOH lub 1 N HCI. Po inkubacji — pH
wszystkich proéb doprowadzano do poziomu wyjsciowego, czyli wartosci 6,5. Aktywnos¢
tak przygotowanych prob oznaczano metoda krytycznych rozcienczen.
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WYNIKI I OMOWIENIE

Wystepowanie w serach regionalnych bakterii aktywnych wobec Listeria

Przedmiotem badan byly sery regionalne, takie jak: bundz, bryndza, gotka wedzona
i niewedzona oraz warkocze. Wszystkie badane sery zostaly wytworzone w warunkach
chatupniczych w okregu tatrzansko-beskidzkim i stanowily efekt spontanicznych fer-
mentacji. W fermentacjach tych braty udziat mikroorganizmy wprowadzone wraz z za-
kwasem oraz obecne zardwno w surowcu, jak i calym otoczeniu produkcyjnym. Wybrane
do badan sery przebadano szczegdlowo pod katem wystepowania bakterii aktywnych
wobec Listeria. W tym celu wyizolowano z nich 1000 czystych kultur bakterii fermen-
tacji mlekowej (po 200 z kazdego rodzaju sera). Kultury te reprezentowaty dominujace
w nich grupy bakterii fermentacji mlekowe;.

Sposrod 1000 badanych kultur az 355 (35,5%) byto zdolnych do antagonistycznego
oddziatywania na Listeria (tab. 1). Ponad polowa z nich zostata wyizolowana z bryndzy
i golki niewgdzonej. Wymienione sery stanowity wigc najbogatsze zrodto LAB aktyw-
nych wobec Listeria. Przecigtnie co druga pozyskana z nich kultura dziatata antagoni-
stycznie na Listeria. Najmniej kultur zdolnych do antylisteryjnego dzialania stwierdzono
w obre¢bie populacji LAB z warkoczy serowych. Aktywne wobec Listeria kultury stano-
wity bowiem jedynie 4,5% wyizolowanych z nich LAB.

Tabela 1. Aktywno$¢ bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z seréw regionalnych
wzgledem Listeria
Table 1. Antilisterial activity of lactic acid bacteria isolated from regional cheeses

Liczba kultur Odsetek kultur
aktywnych wzgle- Percentage of cultures [%]
dem Listeria/ dziatai h
Zrédto liczba badanych dziataiacych Z1a1a)acyc
izolacji kultur aktywnych bardz? aktyw- bak terig) Bt‘) (')}J{ 70 bakteriosta-
Isolation Number of iso- wzgledem nych’ wzgle- na Listeria tycznie
source lates with anti- Listeria dem Listeria with bacteri- na Listeria
listerial activity/ with antiliste- ~ with high antili- cidal activit with bacterio-
number of cul- rial activity sterial activity” acainst Lis te;?;'a static activity
tures examined & against Listeria
bundz 81/200 40,5 8,5 21,5 19,0
bryndza 94/200 47,0 10,5 32,0 15,0
_eolka 93/200 46,5 27,5 23,0 23,5
niewgdzona
gotka 78/200 39,0 10,0 24,0 15,0
wedzona
warkocze 9/200 4.5 0 0 4.5
Lacznie 355/1000 355 113 20,1 154
Total

* kultury bardzo aktywne — kultury dajace sfery przejasnienia o $rednicy ponad 12 mm
cultures with high antilisterial activity — cultures with inhibition zones above 12 mm in diameter
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Analizujac antylisteryjng aktywno$¢ wybranych LAB, ktérej wyznacznikiem byta
wielko$¢ stref przejasnien, stwierdzono, ze jest ona wyraznie zréznicowana. Najsilniej-
sza aktywnos¢ wzgledem Listeria wykazywaty LAB wyizolowane z gotki niewgdzonej.
Prawie co trzecia pozyskana z nich kultura byta bardzo aktywna w stosunku do Listeria
i w tescie punktowo-dyfuzyjnym dawata stref¢ przejasnienia o srednicy ponad 14 mm.
Kultury o takiej aktywnosci stanowity jednocze$nie prawie 60% wszystkich aktywnych
wobec Listeria kultur pozyskanych z tego sera. W pozostalych serach dominowaty na-
tomiast kultury o niskiej antylisteryjnej aktywnosci, ktorych ptyny hodowlane dawaty
przejasnienia o $rednicy ok. 11 mm.

W obrebie kultur aktywnych wzgledem Listeria znajdowaly sig izolaty o dziataniu
zardwno bakteriobdjczym, jak i bakteriostatycznym. Wigkszos¢ kultur wyizolowanych
z bundzu, bryndzy i gotki wedzonej dziatalo na Listeria bakteriobdjczo. Kultury bak-
teriobdjcze wobec Listeria wyizolowane z wymienionych seréw stanowity od 53,1 do
68% wszystkich pozyskanych z nich kultur o dzialaniu antylisteryjnym (tab. 1 i 2).
W przypadku gotki wedzonej udziat izolatéw bakteriobdjczych i bakteriostatycznych
w populacji kultur aktywnych byt zblizony. Jedynie wsrdd izolatow z warkoczy serowych
nie wykryto kultur o dziataniu bakteriobdjczym.

Tabela 2. Zestawienie wynikow badan aktywnosci 355 izolatéw zdolnych do antylisteryjnego
dziatania
Table 2. Various test results regarding activity of 355 isolates capable of antilisterial action

Udziat kultur
Percentage of cultures [%)]
zdolnych do
Eznglzolmw}zl; zdolnych do dziatajacych
Zrodto dziatajacych dziatajacych metabolitow Syntfi?é bjkte- 21i1éang:121i tt}e/ffzc;
IZOIa?Jl bakteriobojczo  bakteriostatycz- aktywnych akt WI}I ch W nast ls tw;e
Isolation na Listeria nie na Listeria wzglgdem wzyl d}e/m konkl?rinc‘i
source with bacteri- with bacterio- Listeria L itzrt’a with anta (J) )
cidal activity static activity able to synthe- . 18
. L . L . able to synthe- nistic activity
against Listeria  against Listeria  tize extracellu- X P "
lar metabolites tize antl}lst_erlal (cqmpetmon)
with antilisterial bacteriocins against Listeria
activity
bundz 53,1 46,9 49,4 (20,0) 0 54,3 (22,0)
bryndza 68,1 31,9 44,7 (21,0) 0 36,0 (17,0)
ry
niefv‘;%‘;ona 495 50,5 53,8 (25,0) 5.4(2,5) 21,5 (10,0)
wigf;i . 61,5 38,5 69,2 (27,0) 10,3 (4,0) 93,6 (36,5)
warkocze 0 100 0 0 77.8 (3.5)
serowe
L%‘;f:l‘e 56,6 43,4 52,4 (18,6) 2,5(0,9) 50,1 (17,8)

Wyniki w nawiasach dotycza catej badanej populacji LAB
Results in brackets relate to the whole studied population of LAB

Biotechnologia 8(2) 2009



34 A. Sip i in.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan stwierdzono wigc, ze w badanych
serach wystgpuje wiele bakterii fermentacji mlekowej aktywnych wobec Listeria. Usta-
lono réwniez, ze najwigkszy potencjat antylisteryjny maja LAB uczestniczace w procesie
produkcji gotek i bryndzy. Uzyskane wyniki wykazaty jednoczesnie, ze mikroflora na-
szych seré6w ma znacznie wigkszy potencjat antylisteryjny niz mikroflora innych opisa-
nych w literaturze produktow regionalnych [Gurira i Buys 2005, Topisirovic i in. 2006].

Analiza antylisteryjnej aktywnoS$ci bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z serow
regionalnych

355 aktywnych wobec Listeria kultur wyizolowanych z badanych seréw poddano
dalszym szczegdétowym badaniom. Badania te miaty na celu ustalenie przyczyn ich anta-
gonizmu wzgledem Listeria. Ich wyniki w syntetyczny sposob zebrano w tabeli 2.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze aktywnos$¢ wigkszo$ci badanych LAB byta
nastepstwem konkurencji i/lub syntezy pozakomoérkowych metabolitow, ktorymi byty
glownie kwasy organiczne i H,O,. Jedynie 13 izolatow, czyli zaledwie 2,5% aktywnych
kultur byto zdolnych do syntezy innych metabolitow dziatajacych na Listeria. Metabolity
te nadawaty aktywno$¢ zneutralizowanym i poddanym obrobce katalazg supernatantom
ich ptynow hodowlanych. Na podstawie doswiadczen innych autorow oraz wynikéw ko-
lejnych badan stwierdzono, ze zwiazkami aktywnymi wobec Listeria byly bakteriocyny
[Parente i in. 1995, Sip i in. 2009]. Obecno$¢ kultur zdolnych do ich syntezy wykryto
tylko w obrgbie populacji LAB wyizolowanych z gotek.

Identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej o najsilniejszej aktywnosci wobec Listeria

Do identyfikacji wytypowano 15 kultur o najsilniejszej bakteriobdjczej aktywnosci
wzgledem Listeria (fot. 1). 13 z nich byto zdolnych do syntezy bakteriocyn. Dwa po-
zostate izolaty ograniczaty natomiast wzrost Listeria jedynie w nastgpstwie konkurencji.

{ e I e el & 9 10 etz i s s

e - e .

1-15 amplikony 16S rDNA izolatow o najsilniejszej aktywnosci wobec Listeria
1-15 16S rDNA amplicons of isolates with superior antilisterial activity

Fot. 1. Elektroforetyczny rozdziat amplikonéw 16S rDNA
Phot. 1. Electrophoretical pattern of 16S rDNA amplicons

Bakterie zdolne do syntezy bakteriocyn zidentyfikowano jako Lactococcus garvieae,
Leuconostoc mesenteroides oraz Lactobacillus plantarum. Ustalono réwniez, ze LAB,
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ktérych biomasa miata najsilniejsze dzialanie antylisteryjne, byty bakteriami Lactococ-
cus lactis subsp. cremoris oraz Lactococcus lactis subsp. lactis (tab. 3). Wszystkie zi-
dentyfikowane bakterie wyizolowano z gotek. Analizujac wyniki oznaczen aktywnos$ci
(testow dyfuzyjnych), stwierdzono rowniez, ze sposrdd wszystkich przebadanych prob
najsilniej na Listeria dziataly ekstrakty bakteriocyn bakterii Lactococcus garvieae. Fakt
ten potwierdzaja zataczone zdjgcia (fot. 2).

Tabela 3. Charakterystyka filogenetyczna bakterii fermentacji mlekowej o najsilniejszej aktyw-
no$ci wzgledem Listeria
Table 3. Phylogenetic characterization lactic acid bacteria isolates with superior antilisterial

activity
Obecnosé¢
genow Dthugose
Ozna- . . . . . . .
. Morfologia Produkcja bakteriocyn  analizowane;j Wynik filogenetycznej
czenie . . " .
rby komorek bakteriocyn klasy Ila sekwencji identyfikacji
P Cell mor- Bacteriocin pro- Presence Length of Phylogenetic
Sample : . . . .
phology duction of class Ila analyzed identification result
number .
bacteriocin sequence
coding gene
paciorkowce
1 G(+) ) ) " 1500 pz Lactococcus la?tls subp.
streptococcl cremoris
G(+)
paciorkowce
2 G . + - 1500 pz Lactococcus garvieae
streptococci
G(h)
paciorkowce
3 G(+) . _ 4 1500 pz Lactococcus l.actls subp.
streptococci lactis
G(+)
paciorkowce
G(+) :
4 . + - 1500 pz Leuconostoc mesenteroides
streptococci
G(H)
paleczki
5 G(+) + + 1500 pz Lactobacillus plantarum
rods G(+)

‘w oparciu o pordwnanie sekwencji amplikonow 16S rDNA
on the basis of sequence analysis of 16S rDNA amplicons

Zidentyfikowane w pracy bakterie Lc. garvieae pod wzgledem fizjologicznym przy-
pominaja bakterie Lc. lactis [Elliot i in. 1991, Rodrigues i in. 1991]. W odréznieniu od
nich moga by¢ jednak chorobotwércze dla ryb stodkowodnych i bydta rogatego [Cagiran
2004]. Lactococcus garvieae dobrze namnazaja si¢ w srodowisku wodnym, zwtaszcza
w zanieczyszczonych zbiornikach. Ich rozwojowi sprzyja gwaltowny wzrost temperatury
do poziomu powyzej 15°C. Ze wzgledu na to, ze bakterie te moga by¢ przyczyna infekcji
ryb stodkowodnych i powodowa¢ masowe ich $nigcia, zwlaszcza w okresach letnich,
stanowia one duzy problem dla hodowcow ryb. Szczegdlnie wirulentne sa one dla pstraga
teczowego (LD, =10) [Eldar i in. 1996, Kav i Erganis 2008]. Lactococcus garvieae moga
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powodowac takze mastitis u bydta rogatego. Ich wptyw na organizm cztowieka nie zostat
jeszcze doktadnie zbadany. Ustalono juz jednak, ze hemolizujace serotypy Lc. garvieae
w organizmie czlowieka moga wywotywac objawy zblizone do infekcji Staphyloccocus
aureus. Z tego tez wzgledu bakterie te przez niektorych autoréw sa uznawane za poten-
cjalnie chorobotworceze [Elliot i in. 1991, Kav i Erganis 2008].

Fot. 2. Strefy przejasnien powstate w wyniku dziatania ptynu hodowlanego (P), biomasy (B) oraz
zewnatrzkomorkowych metabolitow (S, Sn, Snk) bakterii:1) Lactococcus lactis subp. cre-
moris, 2) Lactococcus garvieae, 3) Lactococcus lactis subp. lactis, 4) Leuconostoc mesen-
teroides, 5) Lactobacillus plantarum; aktywno$¢ oznaczana metoda punktowo-dyfuzyjna
wzgledem bakterii Listeria innocua

Phot. 2. Inhibition zones caused by the activity of culture liquid (P), cell biomass (B) and extra-
cellular metabolites (S, Sn, Snk) of the following bacteria ): 1) Lactococcus lactis subp.
cremoris, 2) Lactococcus garvieae, 3) Lactococcus lactis subp. lactis, 4) Leuconostoc me-
senteroides, 5) Lactobacillus plantarum; antilisterial activity was evaluated against Liste-
ria innocua by a diffusion test

Obecnos¢ Le. garvieae w surowym mleku oraz serach produkowanych w warunkach
chatupniczych zostata, jak dotad, stwierdzona zaledwie przez kilku autoréw [Villani i in.
2002]. Wedtug nich byta ona nastgpstwem niskiej higieny produkcji. W zwigzku z tym
niezbedne wydaje si¢ zbadanie zrodet obecnosci tych bakterii w analizowanych serach
oraz ustalenie, czy sa one bezpieczne dla czlowieka.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan stwierdzono rowniez, ze bakterie
Lc. garvieae odgrywaja wazna rolg w procesie produkcji gotek i ksztaltujg ich wiasciwosci
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organoleptyczne (dane nieprezentowane). Z danych literaturowych wynika ponadto, ze
niektore ich szczepy sa zdolne do syntezy bakteriocyn lub innych bakteriobdjczych pep-
tydow dzialajacych na Listeria i Clostridium. Szczego6lnie silng aktywno$¢ wobec Liste-
ria wykazuje garviecyna L1-5 —mata (M = 2,5kDa), termostabilna bakteriocyna [ Villani
i in. 2002]. Mozna zatem przypuszczaé, ze bakterie te uczestnicza takze w ksztaltowa-
niu trwalosci produktéw mlecznych. Zdolnos¢ do syntezy bakteriocyn maja tez niektore
szczepy bakterii Lactobacillus plantarum i Leuconostoc mesenteroides. Kilka wytwarza-
nych przez nie bakteriocyn (np. pediocyna AcH, bakteriocyna AMA-K, mesenterycyna
Y 105), podobnie jak bakteriocyny zidentyfikowanych w pracy bakterii, wykazuje aktyw-
no$¢ wobec Listeria [Todorov i in. 2008, Sip i in. 2009]. Z danych literaturowych wynika,
ze do syntezy listeriobdjczych bakteriocyn klasy I (np. nizyny), klasy Ila (np. laktokok-
cyny MMFII) i klasy IIb (np. laktokokcyny A, B i M) i sa zdolne takze niektore szczepy
bakterii Lc. lactis [De Vuyst 1994, Morgan i in. 1995, Ferchichi i in. 2001]. Cechy tej
nie wykryto jednak u izolatow pozyskanych w ramach pracy. Stwierdzono jedynie, ze
w nastepstwie konkurencji o sktadniki pokarmowe ograniczaja one rozwoj Listeria.

Zidentyfikowane bakterie przebadano takze w kierunku obecnosci genow listerioboj-
czych bakteriocyn klasy Ila. Wszystkie bakteriocyny tej klasy wykazuja bowiem silng
aktywno$¢ wzgledem Listeria. Aktywno$¢ tej klasy bakteriocyn wobec Listeria jest jed-
noczesnie znacznie wyzsza niz innych opisanych w literaturze bakteriocyn [Ennahar i in.
1999, 2000, Sip i in. 2009].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w genomie bakterii Lb. plantarum znajduja si¢
poszukiwane geny. Ich obecnosci nie stwierdzono natomiast u zdolnych do syntezy bak-
teriocyn bakterii Leu. mesenteroides oraz bakterii Lc. garvieae (fot. 3). Na tej podstawie
stwierdzono, ze metabolity powyzszych bakterii nie byty bakteriocynami klasy Ila. Do
klasy tej nalezaly natomiast aktywne wzgledem Listeria zwiazki wytwarzane przez bak-
terie Lb. plantarum. Nieoczekiwanie w genomie bakterii oraz Lc. lactis subsp. cremoris
i Le. lactis subsp. lactis, ktorych supernatanty ptynéw hodowlanych byty pozbawione
aktywnosci, wykryto obecno$¢ gendw bakteriocyn klasy Ila.

W $rodowisku naturalnym laktokoki bedace producentami bakteriocyn klasy Ila wy-
stgpuja prawdopodobnie bardzo rzadko. Zdolno$¢ do syntezy tej klasy listeriobdjczych
bakteriocyn zostata bowiem, jak dotad, stwierdzona zaledwie u jednego szczepu bakterii
Lec. lactis, ktoéry wyizolowano z tradycyjnych tunezyjskich fermentowanych produktow
mlecznych. Szczep ten byl producentem laktokokcyny MMFII [Ferchichi i in. 2001].
W zwiazku z tym, ze Lc. lactis sa powszechnie wykorzystywane w mleczarstwie, w wielu
laboratoriach prowadzone sa badania nad wprowadzaniem do nich genéw bakteriocyn
klasy Ila, gtownie pediocyny AcH (nad otrzymywaniem na drodze rekombinacji bakte-
riocynopozytywnych listeriobdjczych laktokokéw) [Revirigo i in. 2004, Rodriquez i in.
2005]. W pracy pozyskano natomiast naturalne bakteriocynogenne Lc. lactis. Bakterie te
moga wigc mie¢ olbrzymi potencjat aplikacyjny i by¢ w przyszto$ci wykorzystywane do
otrzymywania zabezpieczonych przed Listeria fermentowanych produktéw mlecznych.
W chwili obecnej niezbgdne jest jednak wyjasnienie przyczyn braku ekspresji genow
listeriobdjczych bakteriocyn u wyizolowanych Lc. lactis.
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1 — Lactococcus lactis subp. cremoris, 2 — Lactococcus garvieae, 3 — Lactococcus lactis subp. lactis,
4 — Leuconostoc mesenteroides, 5 — Lactobacillus plantarum
produkty amplifikacji genow bakteriocyn klasy Ila maja masg ok. 165 i/lub 80 pz
amplicons of a class Ila bacteriocin gene coding fragment have approximately 80 bp and/or 165 bp

Fot. 3. Elektroforetyczny rozdziat produktow amplifikacji genow bakteriocyn klasy Ila
Phot. 3. Gel electrophoresis of amplified class Ila bacteriocins gene coding fragments

Wstepna charakterystyka bakteriocyn aktywnych wzgledem Listeria

W pracy dokonano réwniez wstepnej charakterystyki aktywnych wobec Listeria bak-
teriocyn produkowanych przez bakterie Lc. garvieae, Lc. mesenteroides 1 Lb. plantarum.
Charakterystyka bakteriocyn obejmowata badania ich wrazliwos$ci na dzialanie enzy-
moéw, temperatury i pH.

Przeprowadzone testy wykazaly, ze listeriobdjcze bakteriocyny wszystkich badanych
bakterii byly wrazliwe na dziatanie enzymow proteolitycznych (tab. 4). Podobnie jak
wigkszo$¢ bakteriocyn ulegaly catkowitej inaktywacji pod wptywem dziatania prona-
zy E, proteinazy K, pepsyny, trypsyny oraz a-chymotrypsyny. Obrébka katalaza, lipaza
i a-amylaza nie wplywala natomiast na ich aktywnos¢. Na tej podstawie stwierdzono, ze
badane bakteriocyny byty prostymi biatkami.

Wszystkie badane bakteriocyny aktywne wobec Listeria bylty jednoczes$nie zwiazka-
mi o wysokiej termoopornosci. Wytrzymywaty 10-minutowe ogrzewanie w temperaturze
100°C. Czgsciowo tracity aktywnos$¢ w trakcie dluzszego ogrzewania w temperaturze
100°C, a catkowitej inaktywacji ulegaty dopiero po 15 min ogrzewania w temp. 121°C.
Bakteriocyny wyizolowanych bakterii byly tez stabilne w $rodowisku o pH od 2,0 do
10,0. Pod wzgledem wiasciwos$ci fizykochemicznych przypominaty wige wigkszo$¢ opi-
sanych w literaturze bakteriocyn aktywnych wobec Listeria [Ennahar i in. 1999, 2000,
Sip i in. 2009].
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W chwili obecnej badana jest struktura wstgpnie scharakteryzowanych bakteriocyn
oraz genetyczne podstawy ich biosyntezy. Wyniki tych badan powinny dostarczy¢ da-
nych, na podstawie ktorych mozliwe bgdzie dokonanie doktadnej ich klasyfikacji oraz
ustalenie, czy sa one nowymi, czy moze juz opisanymi w literaturze bakteriocynami.

Tabela 4. Wplyw enzymow, ogrzewania i pH na aktywnos$¢ bakteriocyn bakterii Lactococcus
garvieae, Leuconostoc mesenteroides i Lactobacillus plantarum
Table 4. The effect of enzymes, heating and pH value on the activity of bacteriocins produced
by Lactococcus garvieae, Leuconostoc mesenteroides i Lactobacillus plantarum

) Aktywno$¢ *
Obrobka Activity [AU - ml"]
Treatment
Lactococcus garvieae  Leucosnostoc mesenteroides  Lactobacillus plantarum
przed obrobka

before treatment 1600 800 800
enzymy:
enzymes:
pronaza E
pronase E 0 0 0
proteinaza K
proteinase K 0 0 0
trypsyna 0 0 0
tripsin
pepsyna 0 0 0
pepsin
a-chymotrypsyna
a-chymotripsin 0 0 0
o-amylaza 1600 800 800
a-amylase
zozym 1600 800 800
isosyme
katalaza 1600 800 800
catalase
i?paza 1600 800 800
ipase
ogrzewanie:
heating:

10 min 80°C 1600 800 800
20 min 80°C 1600 800 800
30 min 80°C 1600 800 800
10 min 100°C 1600 800 800
20 min 100°C 800 400 400
30 min 100°C 400 400 400
15 min 121°C 0 0 0
pH:
2,0-8,0 (A=0,5) 1600 800 800
8,5-9,5 800 800 800
10,0 800 400 400

“aktywnos¢ oznaczana metoda krytycznych rozcieficzen wzgledem bakterii Listeria innocua
activity evaluated by a dilution method regarding Listeria innocua cultures
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PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania wykazaty, Ze sery regionalne wytwarzane w okrggu tatrzan-
sko-beskidzkim sa bogatym zrodtem bakterii fermentacji mlekowej aktywnych wobec
Listeria. Bakterie te w nastgpstwie syntezy kwasoéw organicznych, H,O, i bakteriocyn
silnie ograniczaja wzrost Listeria. Ustalono, ze sposrod wymienionych zwiazkow najsil-
niejsza aktywnos¢ wobec Listeria maja bakteriocyny, ktorych producentami sa bakterie
Lc. garvieae, Leu. mesenteroides 1 Lb. plantarum. Silna aktywno$¢ listeriobdjcza wyka-
zuje rowniez biomasa bakterii Lc. lactis subsp. cremoris 1 Lc. lactis subsp. lactis.

Badania molekularne wykazaly, ze bakteriocyna bakterii Lb. plantarum jest bakte-
riocyna klasy Ila i ma wlasciwosci zblizone do pediocyny AcH, ktora jest jednoczesnie
jedyna opisana w literaturze bakteriocyna produkowana przez Lb. plantarum [Enna-
har i in. 1998]. Bakterie te nie sa jednak typowymi jej producentami. Prawdopodobnie
w efekcie horyzontalnego transferu genow nabyty zdolnosci do jej syntezy. Mozliwe,
ze ze zjawiskiem tym mamy do czynienia rowniez w przypadku bakterii Lb. plantarum
pozyskanych z naszych serow.

Listeriobdjcze bakteriocyny bakterii Lc. garvieae i Leu. mesenteroides nie bylty na-
tomiast przedstawicielami bakteriocyn klasy Ila. W ich genomie nie wykryto bowiem
charakterystycznych dla tej klasy bakteriocyn sekwencji nukleotydowych. Sekwencje
te wystgpowaly natomiast w genomie bakterii Lc. lactic, ktore jednak w oparciu o wy-
niki testow hodowlanych uznano za bakteriocynonegatywne (nieprodukujace bakterio-
cyn). Negatywne wyniki testow aktywnosci nie sa jednak jednoznacznym dowodem na
to, ze badane bakterie byty pozbawione zdolnosci syntezy listeriobdjczych bakteriocyn
klasy Ila. Poszukiwane bakteriocyny mogly by¢ bowiem produkowane przez Lc. lactic
w stgzeniu zbyt niskim, by mozliwe byto dokonanie ich detekcji mato czutymi metodami
dyfuzyjnymi przedstawionymi w pracy. Powszechnie wiadomo réwniez, ze Lc. lactic
maja silng aktywno$¢ proteolityczna. Jezeli wige procesowi produkcji enzymow pro-
teolitycznych towarzyszy produkcja bakteriocyn, to zwiazki te moga ulec inaktywacji
w §rodowisku hodowlanym. W $wietle tych danych niezbgdne wydaje si¢ przeprowadze-
nie doktadnych badan hodowlanych i molekularnych w celu ustalenia korelacji pomigdzy
wystgpowaniem genow listeriobdjczych bakteriocyn a ich ekspresja. Zagadnienia te sa
juz przedmiotem badan prowadzonych przez autoréw pracy.

Z uwagi na niski prog detekcji metod dyfuzyjnych stosowanych jako gtowne na-
rzgdzie skriningowe celowe wydaje si¢ rowniez przebadanie wszystkich pozyskanych
w ramach pracy kultur pod katem obecnosci genow bakteriocyn klasy Ila. Badania te
powinny pozwoli¢ na pozyskanie wigkszej ilosci kultur o listeriobojczym potencjale bak-
teriocynowym.
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OCCURRENCE OF LACTIC ACID BACTERIA WITH ACTIVITY AGAINST
LISTERIA IN POLISH REGIONAL CHEESES PRODUCED IN THE
TATRZANSKO-BESKIDZKI DISTRICT

Abstract. The main objective of this study was the isolation and selection of lactic acid
bacteria capable of showing antagonistic activity against Listeria. The main factors contrib-
uting to such activity were examined and characterized and strains with superior antiliste-
rial activity were selected and identified as well. Furthermore, a PCR analysis of genomic
DNA isolated from strains with relevant antilisterial activity was performed in order to
determine, whether these bacteria are capable of producing class Ila antilisterial bacterio-
cins. Five different polish artisanal cheeses were chosen as a source of isolation of baterial
strains: bundz, bryndza, non-smoked golka, smoked golka and warkocze. The isolated mi-
croorganisms were primarily cultivated on MRS and M 17 media. The antilisterial activity
was evaluated by diffusion tests against an indicator strain — Listeria innocua. Phylogenetic
identification of the strains with highest antilisterial activity was performed by 16S rDNA
sequencing. The presence of class Ila bacteriocin coding gene within the genome of se-
lected strains was detected using a panel of degenerate PCR primers. About 1000 cultures
of lactic acid bacteria were obtained during the studies presented in this paper. Nearly one
third of these cultures showed an antagonistic activity against Listeria. The greatest number
of active strains were among the lactic acid bacteria isolated from bryndza and non-smoked
golka and these strains were able to synthetize mainly hydrogen peroxide and organic acids.
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Only less than 1% of examined bacteria showed the ability of synthesizing other metabo-
lites with antilisterial activity — the bacteriocins. Strains identified as Lactococcus garvieae,
Leuconostoc mesenteroides and Lactobacillus plantarum showed the ability to synthetize
such metabolites. Furthermore, the presence of class Ila bacteriocin coding gene within
the genomic DNA of these bacteria was also detected. The structure, modes of action and
biosynthesis pathways of bacteriocins synthetized by Lc. garvieae, Leu. mesenteroides and
Lb. plantarum are still examined by the authors.

Key words: polish regional cheeses, Listeria monocytogenes, lactic acid bacteria, anti-
listerial activity, Ila class bacteriocins
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