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CAP. 1 Introduzione

Introduzione

Le batteriocine

| microrganismi, per loro stessa natura, sono edgrdi attivare una serie di
sistemi difensivi estremamente varia. Tra questesni rientrano i classici antibiotici,
svariati agenti litici, diversi prodotti del metdisono batterico, varie tipologie di
esotossine e le batteriocine.

L’antagonismo esistente tra i microrganismi vien&to sul finire del XIX
secolo da Pasteur e Joubert, i quali osservarome cm isolato batterico fosse in grado
d’interferire sulla crescita dacillus antrachis(Jack et al., 1995Allo stesso modo, fu
osservata un azione inibitoria esercitata da ulatsali Staphylococcuspp. posto in
interazione corCorynebacterium diphyteria®uesta scoperta condusse, in quel tempo,
ad un uso terapeutico di isolati stafilococcicitt@oforma di vapore, come utile
strumento nel trattamento della difteritelorey, 1996) Gatia (1925) fu il primo a
chiarire i meccanismi d’inibizione che avvengono dquoesti processi d’interazione
microbica. Fu osservato che cellule Ei coli erano in grado di produrre, quando
cresciute in mezzo liquido, una sostanza stabite adcillazioni di temperatura e che
mostrava attivita inibitoria sulla crescita di altnicrorganismi tassonomicamente
similari. Quello, fu molto probabilmente, il prinmasso verso lo studio riguardante le
batteriocine (Jack et al., 1995)ed inizialmente queste sostanze furono chiamate
colicine, poiché la maggior parte degli studi rigievano la loro sintesi da parteli
coli.

Solo successivamente, fu scelto il nome batter@glacob et al., 1953Hopo
che la sintesi di queste molecole con azione milaif fu rilevata anche in altri batteri,
sia Eubatteri che Archebattéfiorrebranca et al., 1995)

Col termine “batteriocine”, vengono indicate queheolecole proteiche di
produzione batterica generate indifferentement&dan-positivi e da Gram-negativi e
dotate di attivita inibitoria nei confronti di cepipatterici diversi dal ceppo produttore,

ma a questo strettamente correlati.
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Le batteriocine, di fatto, furono scoperte alfio del 1928, un anno prima della
penicillina e proprio per questo motivo furono patodiate e messe da parte poiche gli
antibiotici mostrarono subito un’attivita antimitioa notevolmente superiore, anche se
questo ha determinato, in seguito ad uso eccessivoella medicina umana che in

quella animale, la comparsa di multiresistenzairmghnismi bersaglio.

Caratterizzazione e sintesi

Le Batteriocine sono state definite come sostaratefiche con la capacita
d’inibire, anche in basse concentrazioni, la mobtgzione di altri batteri
tassonomicamente vicifbtainer et al., 1986; Brock, 199%)ueste formano un gruppo
eterogeneo comprendente le specie produttrici,ifgemksione molecolare, lo spettro
antimicrobico, la stabilita, le caratteristicheidiee e chimiche, il modo d’azione ed i
meccanismi immunitari indotti. Si ritiene che venggprodotte dal 99% delle specie
batteriche presenti in natuf®avidson and Hoover, 1993; De Vuyst and Vandame,
1994) Le batteriocine prodotte dai batteri Gram neg&dno generalmente proteine ad
elevato peso molecolare con un dominio carattedstspecifico per I'adesione, la
traslocazione o I'attivita dkilling della batteriocina stessa, mentre quelle prodaite d
batteri Gram positivi sono generalmente peptidiocati, di piccole dimensioni e
termostabili, inizialmente sintetizzati come pregdi e che, in seguito a fenomeni di
scissione, si trasformano nelle molecole biologieata attive.

Potrebbero anche essere indicate per definiziongecantibiotici, anche se di
fatto presentano alcune differenze (TabellgdKlgment et al., 1990; Davis, 1999)e
batteriocine sono molecole con attivia antibiotia le piu abbondanti e diversificate
prodotte dai batteri, sia Gram positivi che Gramgatei (Riley, 1998)

Gli antibiotici vengono definiti come specie mol&rd prodotte da un
organismo e attive contro la crescita di altri. tAuia in pratica, gli antibiotici sono
generalmente considerati metaboliti secondariiattibasse concentrazioni nel bloccare
la crescita di microrganismi. Gli antibiotici sonmolecole, anche peptidiche
(penicillina), prodotte da sistemi multi-enzimateia cui biosintesi non & bloccata da

inibitori della sintesi proteica al contrario deliatteriocine.
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Tabella 1— Aspetti caratteristici delle batteriocine ediadtntibiotici convenzionali.

Caratteristiche Badtiocine Altri antibiotici
Applicazione inaénti clinica
Sintesi ribosomale metabolismo secondari
Attivita &fro limitato ampio spettro
Modalita d’azione la maggior parteaterso bersaglio specifica

la fornn@ze di canali nella
memlaantoplasmatica
Tossicita od altri assente presente
effetti nelle cellule
eucariotiche

Con il termine antibiotico si indica qualsiasi sosta di origine microbica,
animale, vegetale od ottenuta per sintesi che aebaencentrazioni deve avere le
seguenti proprieta: I) attivita inibitoria o letatentro specie microbiche; Il) abilita nel
prevenire la comparsa di forme di resistenza; dBsenza nell'ospite di effetti
indesiderati; V) stabilita chimica. In generaggi antibiotici possono essere definiti
come agenti di grande interferenza sulla cresc#alle attivitd microbiche. Le sostanze
riconosciute come antibiotiche esercitano la Idatviga in diversi modi, internamente
ed esternamente alla cellula sensibile ed agendovstsi bersagli, come:

I) danneggiando la parete cellulare; 1) destabdimdo la membrana citoplasmatica; Ill)
modificando la struttura degli acidi nucleici; I\fjiibendo lattivitd enzimatica; V)
esercitando un azione antimetabolica; VI) influerdm la sintesi degli acidi nucleici
(Pelczar et al., 1980Alcuni batteri, trovandosi a competere per i iamti e per lo
spazio, sono in grado di secernere molecole pepedidi sintesi ribosomale, le
batteriocine appunto, che possono anche essereiassa lipidi o carboidrati e che
possono portare ad una morte selettiva le altieleetompetitrici(Tagget al,1976;
Tadashi and Schnneewind, 199Questo tipo di molecole sono prodotte da un ampio
numero di organismi viventi: mammiferi, uccelli,fédon, insetti, piante e microrganismi
(Cammueet al, 1994; Sahl, 1994; Boman, 1995econdoBoman (1995, 1996)

piccoli peptidi antimicrobici quali le batteriocirno una prima linea di difesa ideale

Autore: Stefano Schirru

Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datkadi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari 4
Universita degli Studi di Sassari



Batteriocine da enterococchi isolati da latte dipra
CAP. 1 Introduzione

nei confronti dei patogeni in quanto vengono prodi@0 volte piu velocemente degli
antibiotici ed inoltre diffondono molto piu rapidamte delle grandi molecole.

L'informazione genetica che codifica per la pradae di batteriocine puo
essere contenuta sia a livello plasmidico, siav@ll cromosomico e tale produzione
puod avvenire spontaneamente oppure conseguireadtimmolazione operata da agenti
ambientali, fisici o chimici.

| geni che codificano per le batteriocine prodatte batteri Gram negativi ri-
sultano localizzati a livello plasmidico, mentrgeni che codificano per le batteriocine
prodotte dai Gram positivi possono essere pres@nt livello plasmidico che cromo-
somico, ed inoltre si localizzano specificamentstmtture multigene operone-simili; il
corredo genetico deputato alla produzione delleebatine ad opera dei Gram positivi
risulta anche estremamente piu ampio rispetto hogdel Gram negativi.

Tra le batteriocine una delle piu studiate e nota €olicina che & prodotta da
Escherichia coli ha un peso di circa 20 kDa ed inibisce un rigiraumero di batteri
(Nissen-Meyer and Nes, 1997) primi studi hanno dimostrato che la sintesilelel
batteriocine da&scherichia colie codificata in geni localizzati in plasmidi (plasia
Col in E. coli) a differenza degli antibiotici veri e propri chegme gia detto, sono
generalmente prodotti del metabolismo second@e and Tate, 1984; Hancock and
Chapple, 1999)Inoltre, sempre sul plasmide #ischerichia coli,oltre ai geni che
codificano per la batteriocina, € stato individuaoche un gene immunitario che
conferisce all'organismo produttore della tossiimarhunita verso quella sostanza. La
colicina e prodotta principalmente quando il badt@r in condizioni di “stress(Riley
and Wertz, 2002)

Successivamente, sono stati identificati i deteamii genetici di diverse
batteriocine, alcuni di essi sono correlati a plasrdi diverse dimensioni, come la
pediocina prodotta dal geneRediococcuse la lactocina prodotta ddlactococcus
lactis. Altre sono codificate da geni localizzati suim@somi come la plantaracina A e
la sakacina 674, mentre altre ancora sono corralatsposoni, come la nisina prodotta
dal L. lactis (Ray, 1996) Inoltre, per molte batteriocine sono stati induati i geni
strutturali, in altre parole, i geni codificanti ingolti nella sintesi di questi peptidi
antimicrobici. Questi geni strutturali sono, gemmente, situati in un operone, che é

direttamente coinvolto nel processamento e nepards delle batteriocine attraverso la
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membrana citoplasmatica procarioticlack et al., 1995)La molecola batteriocinica
viene trasportata attraverso la cellula batterattodorma di peptide inattivo (preptide)
contenente una porzione C-terminale ed un prapeptiader N-terminale. Durante il
processamento, il peptde leader N-terminale viemesso da peptidasi specifiche con
la conseguente attivazione della molecola che vienecessivamente riversata
nellambiente esterno all cellula. Comunque, alcba#eriocine rimangono adsorbite
sulla superficie della cellula produttrice quandaiori di pH all’'esterno sono uguali o
superiori a pH 5.0, poiché presentano cariche ipesit la tendenza a formare aggregati
(Klaenhamer, 1993)

Aspetti molecolari

Ad oggi, sono state condotte molte ricerche rigaatidla batteriocine nel
tentativo di capire le loro caratteristiche mol@eplnel significato ampio del termine.
Queste molecole presentano generalmente naturaiqgarathe varia da peptidi a basso
peso molecolare come quelli sintetizzati dalle spétopatogene dCorynebacterium
fino a grosse molecole proteiche come quelle snzme daPseudomonas seringae
(Gross and Vidaver, 1979; Stainer et al., 1986mdst et al., 1990)in contrasto con i
batteri Gram negativi (-), i batteri Gram positi¢¥) molto spesso producono
batteriocine piu piccole di 6 kDa. Queste molechéno spesso carica positiva e
proprieta anfotera, con capacita di penetrare me#lnbrana citoplasmatica.
Inoltre sono ancora definite come sostanze catiened idrofobiche, alcune delle quali
presentano un ponte di solfuro nella loro struttadecolare e la maggior parte di esse
sono piccole molecole con meno di 50 aminoacidineoad esempio la nisina
(batteriocina piu studiata) che é costituita daaBBnoacidi. Si contano 44 aminoacidi
nella pediocina AcH prodotta d#ediococcus acidilactic43 aminoacidi nella sakacina
prodotta daLactobacillus sakeLB 706 e 37 aminoacidi nella lactacina prodotta da
Lactobacillus lactissubsp.cremosis9B4 (Daeschel, 1989; Daeschel and Ray, 1992;
Klaenhammer, 1993)
Queste molecole, come caratteristiche generalp:sstabili al calore, a bassi valori di
pH, alla refrigerazione, al congelamento ed anciersi solventi organici deboli, sali

ed enzimi e sono sensibili agli enzimi proteoli{ieRay, 1996)
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Modalita di azione

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negasividifferenziano rispetto a
quelle elaborate da microrganismi Gram positivguanto le prime agiscono mediante
formazione di canali ionici a livello di membrani#oplasmatica e mostrano, una volta
penetrate nella cellula sensibilfet una spiccata attivita nucleasica, mentre le se-
conde sono “membrana-attive”, ossia operano direttde a livello di membrana
(Bruno and Montville 1993)
Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negataderiscono alle cellule bersaglio
grazie alla presenza di specifiche unita recetipnmesenti a livello di membrana
esterna delle cellule sensibili coinvolte. Quellodotte dai microrganismi Gram
positivi non mostrano invece alcun adsorbimentaiige, pur non potendosi escludere
a priori la possibilita di una via di adsorbimergreferenziale per quelle specifiche
batteriocine caratterizzate da uno spettro d’azmadimitato(Yang et al., 1992)
Lo spettro d’inibizione delle batteriocine prodotiai Gram negativi € strettamente
correlato alla specie produttrice, mentre le battéme prodotte dai Gram positivi Si
dimostrano attive non solo verso altri batteri Gramsitivi ma, occasionalmente, anche
verso microrganismi Gram negativi. Risulta poi di certo interesse la constatazione
che il range di sensibilita puo ampliarsi, anche notevolmenteyaaiare del pH, cosi
come in presenza di particolari sostanze chimidie agiscono alterando lintegrita
della parete batterica. Sebbene, alcune battedogindotte da batteri Gram-positivi
(Lactobacillus, Lactococcyigpossiedano spettri di inibizione limitati ad aiciceppi
appartenenti alla stessa specie del microrganismdugore, la maggior parte di esse
mostra un ampio spettro d’azione contro diverseispeatteriche sia Gram + che Gram
-. Inoltre I'attivita antibatterica nei confrontedceppi sensibili pud essere determinata
anche a concentrazioni picomolari e nanomolarizio@ae biologica delle batteriocine si
attua dapprima, attraverso il legame con recesjoecifici situati sulla superficie della
cellula microbica bersaglio e successivamente pezzm di meccanismi diversi, che
possono essere adottati sia singolarmente cheggiasrente, portando a morte la
cellula microbicgPaker et al., 1989; Daw and Falkiner, 1996; Brashet al., 1998)
Le batteriocine sono tossine molto potenti spessatomspecifiche e prodotte

solitamente quando le cellule microbiche, speciabmeguelle di alcuni gruppi, vengono
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sottoposte a condizioni di stress. Una volta riktscnell’ambiente, provocano una
rapida eliminazione delle cellule microbiche viciclee non siano immuni o resistenti
alla loro aziongTadashi and Schnneewind, 199R)azione di antagonismo esercitata
dai batteri produttori di batteriocine verso alatteri presenti nello stesso ambiente
viene definita antibiosfHayes, 1993 si ha quando due o piu microrganismi presenti
appunto nello stesso ambiente, possono interfef@e@revolmente sulla crescita e sulla
sopravvivenza reciprocéRay, 1996) Possono essere coinvolti nell'antagonismo la
competizione per i nutrienti essenziali, 'accumdid-aminoacidi, 'abbassamento del
potenziale di ossido-riduzione e la coaggregazi@ehillinger, 1990; Sinell, 1989)
mentre la morte cellulare dovuta alle batteriocipeid essere conseguenza
dell’'alterazione del regolare funzionamento dellnmbrana citoplasmatica (con relativa
perdita della permeabilita), I'inibizione della w@si degli acidi nucleici, I'interferenza
nella sintesi delle proteine e variazione del merstao di traduzione cellulare. Ci sono,
inoltre, alcuni gruppi microbici che subiscono wesa e propria lisi cellular@daw and

Falkiner, 1996) I microrganismi_batteriocina-produttori non swaiso I'azione della

batteriocina da loro stessi prodotta grazie allduppo di un immunita specifica

mediata da una proteirffelancock and Chapple, 199%)na volta secreta ed attivata, la

batteriocina possiede una notevole capacita nedluprge ed uccidere le cellule
batteriche, mentre provoca danni molto limitatiudliralle cellule che I'hanno prodotta
(Tadashi and Schinneewind, 1998 batteriocine sono normalmente efficaci contro
batteri Gram positivi sia appartenenti a generedivche a specie tra loro strettamente
correlate(Ker and Tate, 1984, Moreno et al., 20003 nisina e la pediocina AcH sono
esempi di batteriocine che possiedono un ampidrspattimicrobico ed esercitano la
loro attivita inibitoria sulla crescita di battemuali Lactobacillus plantarum
Pediococcusacidilactici, Leuconostoc mesenteroidekisteria monocytogenesand
Micrococcus luteugRay, 1996) La capacita inibitrice di individui nei confrordi altri
viene considerata come superiorita concorrenziaieha quando i microrganismi, che
stanno sviluppando le loro attivita metaboliche, ®@ntendono nelllambiente
determinate nicchie ecologictli§tockewell et al., 1993Riguardo alla loro azione, si
considera che il ruolo primario delle batteriocgi@ quello di mediatori intra-specifici
o di promotori d’interazioni fra le popolazioni mabiche(Cleeveland et al., 2001)
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Regolazione della produzione di batteriocine

Per guanto concerne la regolazione della produzidinéatteriocine, i mi-
crorganismi Gram positivi elaborano uno specificpegsonale sistema di regolazione,
mentre i batteri Gram negativi si basano su divastemi regolatori.

In entrambi i casi risulta di particolare rilevanga sistema di regolazione
batterica denominatguorum sensing systernale sistema risulta essere influenzato
dalla densita cellulare presente nel subst(Rtoqua et al., 2001; Miller and Bassler,
2001; Lerat and Moran, 20p4

Esistono nel mondo procariotico alcuni sistemi dntcollo globale che con-
sentono ad un microrganismo di rispondere in madeemamente efficace ai segnali
offerti dall’'ambiente. Un interessante “segnale’per 'appunto, quello riportabile alla
presenza di altri organismi appartenenti alla stegsecie. Alcune specie batteriche,
infatti, possiedono sistemi regolatori che si basawlla percezione della densita
batterica di cellule appartenenti alla stessa speeil’ambito della popolazione. E
questa forma di controllo che viene appunto defigitorum sensingSi stabilisce, in
altri termini, una sorta dietworkdi comunicazione tra cellula e cellula, basataasiofi
solubili (N-acil-L-omoserina per i batteri Gram @&igi e varie unita peptidiche per
batteri Gram positivi) che spesso determinano kn&zione di biofilm microbici.
Questo mezzo di comunicazione intercellulare vianeescato per regolare la
trascrizione genica di strutture coinvolte in diffeti processi fisiologici come la
bioluminescenza, il trasferimento di materiale plaico per via coniugativa e la
produzione di specifici fattori di virulenza. Svate specie microbiche impiegano questa
strategia di comunicazione per mantenere una taeswiganizzata nell’ambiente,
situazione indispensabile per la sopravvivenzaallini patogeni nell’ospite. Ciascun
batterio Gram negativo che possieda questo sistBneantrollo, risulta dotato di un
enzima che sintetizza omoserina lattone acilato L)AHmMolecola che diffonde
all'esterno della cellula. All'interno della celul’ AHL si concentra in modo specifico
soltanto nel momento in cui ve ne siano numerase aelle vicinanze produttrici della
stessa molecola. Queste molecole “segnale” a h@ss® molecolare possono venire
considerate come induttori che attivano la tragmm genica da parte del cromosoma,

producendo opportuni fattori di virulenza, batten incluse.
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Classificazione delle batteriocine
L'attuale classificazione delle batteriocine sida&$a sulla loro natura chimica
che sul loro spettro d’azione; sulla base di queatatteristiche sono state individuate

quattro classf{Kleanhammer, 1988; Papagianni, 2003; Cotter e2806)
Batteriocine di classe | o Lantibiotickono cosi chiamate perché contengono

aminoacidi non tradizionali come lantionifakaugeret al, 1994; Ryaret al, 1999 a,
b) e B-metil lantionina oltre a residui deidratati e ndidue gruppi contenenti D-alanina
(Sahlet al, 1995) Sono piccole batteriocine composte da uno o @pigh cationici, a
basso peso molecolare (circa 3 kDa), attivi sullemiorane cellulari, termostabili,
prodotti della sintesi ribosomale e sottoposti adiiicazioni post-traduzionali, che si
manifestano nella formazione di amminoacidi inusuguali la lantionina e la
metillantionina, contenenti gruppi tioeteri che sassenziali per I'assunzione di una
adatta struttura funzionale. | lantibiotici sonmgotti da una vasta gamma di batteri
Gram-positivi, che mostrano un’azione battericidatoo altri batteri Gram-positivi. A
concentrazioni nhanomolari mostrano un duplice meisoao di azione, che implica la
formazione di pori nelle membrane cellulari e bimione della biosintesi dello strato
peptidoglicanico, grazie a un’interazione speciftca il lipide Il, un precursore della
parete cellulare. La nisina rappresenta il classmototipo delle batteriocine
appartenenti a questa clagse/omey et al., 2002)

La struttura di tali peptidi contiene vari aneltiraverso la formazione di ponti

con residui di lantionina (Lan) o b-metillantioni(de-Lan).

Nel 1991 il gruppo dei lantibiotici & stato suddivia seconda della loro struttura in due
sottogruppiJung, 1991; Sakdt al, 1995; Sahl and Bierbaum, 1998)

1. Il sottogruppo A contiene molecole allungatelesdibili, con carica positiva e
sembra che agiscano depolarizzando la membrar@astoatica e favorendo quindi la
formazione di pori, con perdita di costituenti esseli della cellula batterica
antagonista. Hanno un peso molecolare compreso #ae i 5 kDa. La Nisina
appartiene a questo sottogruppo.

2. Il sottogruppo B: sono rappresentati da moleaua una struttura globulare e
dimensioni di 2 kDa, cariche negativamente o ebtettnente neutre. Esse

interferiscono con le reazioni enzimatiche essdinzéa la crescita e la sopravvivenza
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del batterio bersaglio, ad esempio impedendo kesimella parete cellularf&ahl et
al.,1995) Tra i lantibiotici di tipo B sono comprese la m&ecidina e I'actagardina.

La continua scoperta di lantibiotici che non apgagono a nessuno dei due
sottogruppi sopra descritti fa si che la class#ficae sia continuamente aggiornata
(Sahl and Bierbaum, 1998; Guddsral, 2000; Ross P.Ret al, 2002) Twomey et al.
(2002)hanno recentemente diviso i lantibiotici in sdt@gruppi. Appartengono:
al 1° sottogruppo la Nisina A e Nisina Z; al 2°tegtuppo la lactacina 48Piardet al,
1992; Rinceet al, 1994)e la lactacina J49Hout et al, 1996) al 3° sottogruppo,
chiamato mersacidino, la plantaricina (Curner et al, 1999) LtnAl (Ryan et al,
1999, 1) e Plwp (Holo et al, 2001) al 4° sottogruppo LtnA2; al 5° sottogruppo Cyg&L
Cylls (Gilmoreet al, 1994) al 6° sottogruppo lactocina(Slortvertet al, 1991)

| lantibiotici sono sintetizzati a partire da peppidi che hanno nella parte N-

terminale dei peptidi anionici capaci di formarealica anfotera (figura 1).
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Figura 1.Un diagramma schematico della biosintesi dei tantici: (1) Formazione della prebatteriocina;
(2) La prebatteriocina &€ modificata da Lan B e Lam&slocata attraverso un ABC-trasportatore dedica
LanT e processata da LanP, risultando una batiraanatura; (3) La proteina Istidina chinasi (HPK)
reagisce alla presenza della batteriocina attivamdprocesso di fosforillazione; (4) Il gruppo faisf (P)

e trasferito a un regolatore (RR); (5) RR attivérdescrizione del gene regolatore; e (6) producaumta
alla cellula mediante proteine che legandosi aléebiocina ne impediscono l'attivita antibattericanl.
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Batteriocine di classe lImolecole di piccole dimensioni (< 5 kDa), idrofolbe,

relativamente termostabili, che non contengonmaatidi modificati.
Questa classe viene, a sua volta, suddivisa irt@ckassi:

classe llaKaur et al., 2004)le batteriocine che rientrano in questa sottselas
che é la piu ampia ed importante della classe fllpesua attivita anti-isteria, sono
caratterizzate dalla sequenza YGNGV nella regioAerhinale (tipo pediocina). La
parte N terminale idrofilica & fortemente conseavda cio risulta che le batteriocine
tipo pediocina (36 — 48 amminoacidi) prodotte deedsi batteri hanno tutte un alta
similitudine (40 — 60% ). Le prime batteriocinegiiesto tipo ad essere caratterizzate
furono: la pediocina PAIHendersonet al, 1992; Nieto Lozaneet al, 1992); la
sakacina A(Holck et al, 1992) la sakacina RHolck et al, 1992; Tichaczelet al,
1992) la leucocina A(Hastingset al, 1991) la curvacina A(Tichaczeket al) e la
mesentericina Y108Héchardet al, 1992) Piu recentemente sono state identificate in
questo gruppo la carnobatteriocina BM1 e @adri et al, 1994) I'enterocina A
(Aymerichet al, 1996)e la piscicolina 12€Jacket al, 1996)
Attraverso la costruzione di batteriocine ibrideestapito che la regione C terminale &
importante nel determinare la specificita versagamismo targe{Chikindaset al,
1995; Fimlancet al, 1996)

Classe llb batteriocine non modificate non pediocin-likepmla lactococcina
A e batteriocine denominate two-peptide, che comses in due differenti peptidi
cationici entrambi di 25 — 40 residui. L'attivitantébatterica richiede la presenza di
entrambi i peptidi, I'ottimo si ottiene quando sopresenti approssimativamente in
quantita equivalenti. Le prebatteriocine vengonadptte all'interno della cellula (Fig.
2) mentre la batteriocina matura si forma durar@sporto fuori dalla cellula.
Il trasporto prevede la rimozione enzimatica degdtjpe leader N-terminaléGarneatet
al., 2002; Higgins, 1992; Buchmat al, 1988; Kalettaet al, 1989)
Le batteriocine due-peptidi sono: ABP-1l8a¢tobacillus salivariug recentemente
descritto deFlynn et al (2002) Brochocin-C Brochothrix campestr)s originariamente
scoperto débiragusa e Nettles Cutter (1993)parzialmente purificato e caratterizzato
daMcCormicket al (1998) Enterocine 1071 e L5@&qterococcuspp.); Lactacins F e

705 (actobacillusspp.); Lactococcins G e MNL&ctococcuspp.).
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Figura 2. Un diagramma schematico della biosintesi dellgebacine della classe 1I: (1) Formazione
della prebatteriocina e del prepetide del Fattoreddzione (IF); (2) La prebatteriocina e il pre-#6no
processate e traslocate dal ABC-trasportatoretaisdb una batteriocina matura e IF; (3) La proteina
Istidina chinasi (HPK) reagisce alla presenza Hedttivando un processo di fosforillazione; (4yilippo
fosfato (P) e trasferito a un regolatore (RR); R} attiva la trascrizione del gene regolatore; e (6
produce immunita alla cellula mediante proteine lelgandosi alla batteriocina ne impediscono I'ativ
antibatterica.

Classe li¢la loro attivita necessita di residui ridottiaisteina (Cys), lattococcina B.

Batteriocine di classe lll:proteine di notevoli dimensioni e termolabili (ainsioni

> 30 kDa). Appartengono a questa classe di batieed’helveticina J, [I'helveticina
V-1829, I'acidofilina A, lattacina A e B.

Batteriocine di classe IVmolecole complesse nella cui struttura si riconosc

componenti sia di natura lipidica che glucidica d@no indispensabili per la loro
attivita. Appartengono a questa classe di batterota plantaricina S, leucocina S,

lattacina 27 e pediocina SJ-1.
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Le colicine

Le colicine, batteriocine prodotte da cellule Eli coli, sono state oggetto di
diversi studi di ecologia microbica riguardanti icnerganismi(Paker et al., 1989;
Gordon and Riley, 1999)In particolari condizioni di stress come la marzza di
nutrienti o la sovrapopolazione, le cellule Ei coli eventualmente presenti in una
popolazione microbica e capaci di produrre le eodiczengono stimolate a sintetizzarle,
ed il loro rilascio nellambiente avviene, generafite, attraverso la lisi delle stesse
cellule produttrici. La colicina, dapprima si legarecettori di membrane situati sulla
cellula batterica sensibile e successivamente vieasportata all'interno della stessa
cellula batterica bersaglio, provocandone la matteverso tre meccanismi principali:
i) la formazione di canali nella membrana plasnaatiy) la degradazione del DNA,; iii)
I'inibizione della sintesi proteica. Il riconoscim® ed il trasporto delle colicine sono
meccanismi altamente specifici in grado di causarazione letale solo sulle cellule di
E. coli, infatti, le colicine hanno un azione inibitoriaolto bassa sugli altri batteri
enterici. La resistenza alle colicine che si haingino della famiglia delle
Enterobacteriaceasuggerisce che queste molecole agiscono principaéria modo
intra-specifico. Le cellule colicina-produttricinsetizzano una proteina auto-immune
che é codificata in un operone (Figura 3) e chdertmte protezione od immunita dalla
batteriocina da esse stesse prodotta.

Colina immunita lisi

— —

Figura 3. Le colicine sono codificate in un operone. Geneealt®, questo operone comprende tre geni
intimamente connessi: 1) un gene che codifica licina, che funziona da killer verso le cellule
avversarie; 2) un gene immunitario che codificaifdesi della proteina che € in grado di confeaita
cellula produttrice una immunita specifica nei confi dell’azione della colicina; 3) un gene dijlishe
codifica la sintesi di una proteina in grado diyarcare la produzione di cellule che lisano. Essaic#ta

la funzione di liberare la colicina nelllambientecui € inserita la popolazione microbica. Questiigsi
trovano in un operone, e sono codificati dal preoasi replicazione del plasmide nella cellula dcé&li.

Una volta che la batteriocina e stata riconoscistastaura un legame fra la
proteina che conferisce I'immunita e la porziondge@ninale della colicina e questo
protegge la cellula produttrice (Ray, 1996). Sigegenhe il meccanismo dello sviluppo
della resistenza mediato dalla proteina auto-immupessa apportare alcune

modificazioni nei recettori di superficie della lcéh, dato che questi recettori vengono
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solitamente utilizzati dalle colicine come strugtutti accesso all’interno delle cellule
bersaglio. Questo meccanismo viene riconosciutm&idato come resistenza vera. Un
altro meccanismo di sopravvivenza puo essere doadtaina modificazione nella
procedura di trasporto, usata solitamente daltgebatina per attraversare la membrana
citoplasmatica della cellula bersaglio, e che poeduella cellula colina-produttrice un
aumento nella tolleranzéCleveland et al, 2001)Solo le cellule che sviluppano
immunita, sia come resistenza o sia come tolleaarsono in grado di sopravvivere
alle condizioni ambientali create dall’azione detlalicina. A tuttoggi sono state
caratterizzate oltre 25 tipi di colicine e si pertdee circa il 30% della popolazione
naturale diE. coli le produca(Tadashi and Schnneewind, 199&omunque, ogni
popolazione microbica studiata differisce per levedie colicine sintetizzate e
generalmente, fra tutte quelle prodotte esiste semm tipo dominante. In una
popolazione microbica naturale Ei coli vi sono numerose cellule che sono resistenti
ad una o piu colicine, con una media del 70% clesistente ad alcune colicine ed un
30% che risulta essere resistente a tutte quetldopte all'interno della popolazione
(Gordon and Riley, 1999)Nel tempo, in una popolazione microbica natusale
sempre un costante flusso di frequenze relativeetiule diE. coli capaci di produrre
colicine, come di cellule sensibili e di cellulesisenti all'azione delle colicingRiley,
1998)

Le batteriocine dei batteri lattici

La fermentazione lattica e [lattivita antimicrolicdei batteri lattici sono
conosciute ed apprezzate da tempo ed applicate atsgri umani per I'ottenimento di
diversi prodotti alimentari. Le proprieta antagadicise dei batteri lattici connesse con la
loro storica salubrita d’impiego nei processi femagivi, ne rende molto interessante
I'utilizzo per la bioconservazione. Esiste un iesme crescente nelluso dei batteri
lattici come conservanti naturali, per la loro pati@le produzione di metaboliti con
attivita antimicrobica come gli acidi organici tiab ed acetico), il perossido
d’'idrogeno, la CQ il diacetile (2, 3-butandione), gli enzimi antinobici e le
batteriocine . Le batteriocine prodotte dai batkaitici, conosciuti generalmente come

sicuri (GRAS), suscitano un grosso interesse netrotbo di batteri degradativi e
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patogeni nelle derrate alimentari. La ricerca sbiéteriocine dei batteri lattici si e
estesa durante le ultime decadi, con I'intentotiizmare le batteriocine o gli organismi
produttori come conservanti alimentari naturali. hagteriocine sono state scoperte in
molti microrganismi ma negli ultimi anni hanno nceo particolare attenzione
soprattutto quelle prodotte dai batteri lattjgilaenhammer, 1988; Jackt al, 1995)
perché potendo inibire anche I'accrescimento ditebatpatogeni, potenzialmente
presenti negli alimenti quali laisteria monocytogengStaphylococcus aureuBacillus
cereus e sia le spore che le forme vegetativeGliostridium botulinum(Chen &
Hoover, 2003; Cleveland et al., 2001; Deegan eP806; O'Sullivaret al, 2002; Tagg
et al, 1976) possono essere utilizzate nell'industria alimentaome conservante
naturale (Tab. 2).

Tabella 2 Esempi di batteriocine prodotte da batteri lattic

Batteriocine dei LAB '_Spgtt_ro Bibliografia
d'inibizione

Lactococcus sp.
Nisina ampio (Delves-Broughton, 1990; Ruhr et al., 1985)
Lacticina 3147 ampio (Ryan, 1999, )
Lacticina 481 medio (Piard, 1992)
Lactococcina A, Be M ristretto (van Belkum, 1991)
Lactocacilus sp.
Lactocina 27 ristretto (Upreti et al., 1975)
Sakacina A ristretto (Schilinger et al ., 1989)
Sakacina B ristretto (Samelis et al ., 1994)
Plantaricina C ampio (Gonzales et al ., 1994)
Pediococcus sp.
Pediocina A ampio (Piva et al ., 1994)
Pediocina AcH (PA-1) ampio (Bhunia et al ., 1988; Marugg et al., 1992)
Leuconostoc sp.
Leucocina A-UAL187 ampio (Leisner et al ., 1996)
Enterococcus sp.
Enterocina A ristretto (Aymerich et al. ,1996; Ennahar et al ., 2000)
Carnobacterium sp.
Carnocina U149 ampio (Stoffels et al., 1993)
Piscicolina 126 ampio (Jack et al ., 1996)
Divercina V41 ampio (Duffes et al ., 1999)

La maggior parte delle batteriocine fino ad oggisal#te sono prodotte da
microrganismi dei geneiliactobacillusspp., seguite d&nterococcus, Pediococces
Leuconostospp. (De Vuyst and Vandamme, 1994)e batteriocine vengono definite

come peptidi che vengono sintetizzati a livello dddosomi e la cui attivita
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antimicrobica & di solito diretta contro specie tédthe filogeneticamente vicine
(Klaenhammer, 1988; Klaenhammer, 1993; Nes et1896) Comunque, sono state
riportate alcune eccezioni a questa regola, conesanhpio 'attivita verso batteri gram
negativi. Ne sono esempi la plantaricina 35d, pttadda Lactobacillus plantarum
(Messi et al., 2001)la batteriocina ST151BR, prodotta dactobacillus pentosus
ST151BR (Todorov and Dicks., 2004)una batteriocina prodotta daactobacillus
paracaseisubspparacasei(Caridi, 2002) la thermophylina, prodotta datreptococcus
thermophyluglvanova et al., 1998)la batteriocina AS-48, prodotta daterococcus
faecalis (Abrionel et al., 2001) una batteriocina prodotta deactococcus lactis
KCA2386 (Ko and Ahn., 2000)

La nisina, prodotta daL. lactis subsp.lactis, € attiva contro batteri Gram-
negativi, ma solo quando viene usata ad alte cdorezoni (Mattic and Hirsch 1947;
Ogden and Tubb, 198%ppure quando le cellule del microrganismo bersagingono
previamente pre-trattate con EDTAtevens et al., 1992; Stevens et al., 19Q@ljesto
interesse riflette inoltre l'incremento della dordanda parte del consumatore, di
prodotti sicuri non solo per assenza di microrganipatogeni ma anche senza
conservanti chimici(Abee et al, 1995) Infatti I'uso di questi batteri e dei loro
metaboliti € generalmente accettato dal consumatonee qualcosa di “naturale” e
“health-promoting”’(Montville and Winkowski, 1997)Conseguentemente negli ultimi
anni c’e stato un rinnovato interesse per quelle eangono chiamate “tecnologie
verdi” includendo in queste I'utilizzo delle baitarine come bio-conservanti.

Questi composti possono essere utilizzati in tredimd primo consiste
nell'incorporare la batteriocina nel prodotto come normale additivo (per far questo
bisogna produrre la batteriocina in grandi quantparificarla e stabilizzarla); il
secondo consiste nell'utilizzare il ceppo prodwdtdella batteriocina come un vero é
proprio starter che produrra la batteriocina dametnte nell’alimento (il ceppo
produttore puo sostituirsi completamente al cepgpdes nel caso in cui abbia anche le
qualita tecnologiche per portare a conclusioneszmtesso il processo biotecnologico,
oppure essere incluso in un mix di microrganisntual dei quali si occuperanno
principalmente del processo altri della salubrigk prodotto, naturalmente in questo
secondo caso prima dell’'utilizzo dovranno essestate tutte le possibili complicazioni

nell'associazione tra microrganismi diversi; ilzZermodo ovvia agli inconvenienti del
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precedente ricorrendo, ove possibile, alla procheialella batteriocina per via
eterologa, cioe ricorrendo al trasferimento dekdainante o dei determinanti genetici
del microrganismo produttore in un ospite, chepgasibilmente il microrganismo in
possesso delle caratteristiche richieste dalloiBp@@rocesso tecnologic@’Sullivan

et al, 2002)

In generale quando si selezionano ceppi di batrexduttori di batteriocine per
utilizzarli negli alimenti, questi dovrebbero esséen conosciuti, sicuri e portare effetti
positivi al prodotto incrementandone i sapori erofpmi; le batteriocine dovrebbero
avere un ampio spettro d’azione con alta spedfigiérso batteri patogeni come la
Listeria monocytogenes il Clostridium botulinumstabili al calore, nessun rischio per

la salute.

La nisina

Ad oggi € l'unica batteriocina commercialmente aragaecome agente naturale
in ambito alimentare, per la conservazione degihetti (Delves-Broughtoret al,
1996; Riley and Wertz, 2002; Ross Pauhl, 2002) mentre altre batteriocine possono
essere eventualmente presenti negli alimenti ptediatile colture microbiche utilizzate
come starter. La nisina e considerata sicura dald\rdealth Organization (WHO) ed
ha ricevuto la denominazione di Generally Recoghias Safe (GRAS) ed anche dal
Food and Drug Administration (FDA). La nisina € gotta daLactococcus lactisubsp.
latis ed € ammessa in piu di 60 pa€dbee et al., 1994)La Nisina puo essere
addizionata agli alimenti in quantita variabili dB0 a 750 mg/Kg di prodotto
commerciale che equivalgono a 0,25-18,7 pg nisifRIdr, et al, 1985) La Nisina
viene generalmente addizionata ad alimenti acidharse esplica la sua attivita a pH
variabili da 3,5 a 8,0. In alcuni casi questa moll@e stata addizionata anche nella
formulazione di involucri di PVC e in film biodegtabili derivati dal mais. Il limite
d’uso per la Nisina nei paesi UE e di 10 pg/g oihahto.

Di seguito vengono elencati alcuni alimenti dovepreévista I'addizione di
nisina: cibi in scatola, formaggi, formaggi fustrattati, dessert pastorizzati preparati
con latte, ricotta, prodotti derivati del lattegparazioni liquide a base di uovo, nella

preparazione della fermentazione della birra elswtidrutta, sui vegetali e nei gelati.
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Il termine Nisina deriva dalla vecchia nomenclattassonomica dei batteri in
cui sono state individuate. Questi batteri, appemé oggi al genereactococcusrano
un tempo classificati com®treptococcugappartenenti al sierotipo N, da cui Nisina sta
per “GroupN Inhibitory Substance” dove il suffissolNA”era quello comunemente
utilizzato per gli antibiotici (allepoca, 1928-44,termine batteriocina non era stato
ancora coniato). La Biosintesi e suddivisa in as:f
1-modificazioni intracellulari post-traduzionali @lcuni aminoacidi della molecola
peptidica (deidratazioni, formazioni di tioesteaddizione di gruppi sulfidrilici);
2-trasporto del peptide attraverso la membranplasmatica,
3-azione proteolitica (attivazione) a carico delta-nisina e asporto del peptide leader.
La Nisina & senza dubbio il lantibiotico piu sttdi e conosciuto, diversi studi
sono stati eseguiti sulla sua struttura e sui gdm la regolanoDe Vuist and
Vandamme, 1994; Duttoet al, 2002) La Nisina € composta di 34 aminoacidi ed ha
una struttura pentacicligghiba et al., 1991¢on un residuo di lantionina (anello A) e
quattro residui di b metil-lantionina (anelli B, O,ed E). La Nisina Z € una variante
naturale della nisina contenente asparagina alopdskia istidina in posizione 27
(Kuiperset al, 1993; Mulder®t al, 1991)

La Nisina puo risultare efficace anche a concermrananomolari.

Meccanismo d’azione della nisina

| primi studi dimostrarono che inibiva la biosintel peptidoglicanqLinnet
and Strominger, 1973% che interagiva con i lipidi di tipi | e (Reisingeret al, 1980)
Piu tardi e stato osservato che poteva causacgr@trione di pori nella membrana dei
batteri sensibili, alterando I'equilibrio osmoti@ il potenziale di membrana della
cellula(Ruhr and Sahl, 1985; Sadétl al, 1987; Benzt al, 1991)

L'inserzione della Nisina sulla membrana cellulaetermina la formazione di

piccoli fori e la conseguente fuoriuscita di piecoholecole (<9400 Da), tale inserzione

avviene in regioni non specifiche (Fig. 4).
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Figura 4. Modello dellinserzione della Nisina nel doppitraso fosfolipidico della membrana

cellulare.

Piu recentemente € stato mostrato che la Nisitegaigisce con i lipidi Il presenti
nella membrana cellulare, molecole coinvolte ndliasintesi della parete cellulare
(Breukinket al, 1999; Wiedemanat al, 2002)

Le Nisine sono attive nei confronti di altri battiattici e soprattutto nei confronti
di diverse specie dClostridium (C. botulinum C. butyricum) e di Listeria. Alcuni
ceppi di clostridi possono essere resistenti alignid perché producono proteasi in
grado di inattivare la molecola peptidica.

Tra le specie di interesse alimentare sensib#i Blisine si possono annoverare:
Alycyclobacillus acidoterrestris; Bacillus breviBacillus cereus; Bacillus coagulans;
Bacillus licheniformis; Enterococcus faecalis faecium; Lactobacillus brevis;
Lactobacillus casei; Lactobacillus plantarum; Labgxillus helveticus; Lactobacillus
lactis; Leuconostoc mesenteroides; Oenococcus oBgeiiococcus; Micrococcus;
Staphylococcus aurepukisteria monocytogeng®elves-Brughton, J., 1990; Maisnier-
Patinet al, 1992, Ferreira and Lund, 1996)
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Ruolo ecologico delle batteriocine

Come gia menzionato, le batteriocine svolgono wmeibne chiave in termini
“relazionali” all'interno delle diverse comunita tberiche, anche se il ruolo di queste
sostanze antimicrobiche non e stato ancora defmitente chiarito.

La sintesi batteriocinica, talvolta estremamentevatia sotto I'aspetto quan-
titativo, potrebbe suggerire un possibile coinvaolgnto di tali sostanze sia nei mec-
canismi difensivi (impedisce l'invasione ad operaaliri ceppi o specie batteriche al-
I'interno dell’habitat del batterio produttore), che offensivi, mettendoatto strategie
invasive con conseguente stanziamento in una pkattée nicchia ecologic@Miller and
Bassler, 2001)

Le batteriocine come potenziali bioconservanti degjimenti

Nella produzione degli alimenti &€ fondamentale tatettutte le misure atte a
garantirne la salubrita e la stabilita duranteHalfslife che, come conseguenza delle
tendenze attuali adottate dal consumatore moderdal éegislatore alimentare, sono
diventate tema di grande sfida per I'industria alntare(Brul and Coote, 1999)nfatti
oggigiorno, il consumatore richiede cibi di altaatita, possibilmente senza conservanti
chimici, sicuri dal punto di vista igienico sanitaed in grado di avere una lunga shelf-
life ed il legislatore ha contemporaneamente impasha riduzione nelluso dei
conservanti chimici in differenti alimen{Brul and Coote, 1999)Naturalmente tutto
questo ha causato per lindustria alimentare divpreblemi ed ha stimolato un
rinnovato interesse, non scevro da grandi discogsi@rso nuovi agenti antimicrobici
idonei ad essere utilizzati per la conservaziongi dgimenti. Questi nuovi agenti ad
azione antimicrobica dovrebbero possedere divergiisiti, tra i quali la possibilita di
poter essere impiegati in combinazione con i divérattamenti di risanamento
tradizionalmente applicati nell'industria alimergaed inoltre poter assicurare ai cibi la
protezione necessaria contro la flora microbicagena e degradati{Peck, 1997)
Allo stesso tempo, una nuova prospettiva nella @wagione degli alimenti esalta
I'adozione di diciture come “sistema antimicrobioaturale”, dove possono essere

utilizzate le azioni sinergiche di diversi elemeriono compresi i prodotti animali,
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vegetali e microbici che possiedono proprieta aistiobbiche, associati a procedure
fisiche naturali di produzione, d’imballaggio e ainservazione degli alimenti. Queste
azioni in un uso associato, possono produrre witefginergico nel creare un ambiente
sfavorevole alla sopravvivenza dei microrganisi@iould, 1995) Cio ha generato
grande pressione sull'industria alimentare al ftheadottare alternative naturali per
raggiungere gli obiettivi relativi alla conservazedei cibi(Brul and Coote, 1999)

Nella ricerca di nuove tecnologie utilizzabili garconservazione degli alimenti,
assumomo un posto di grande rilievo le sostanzeogi® dai microrganismi e tra queste
sostanze meritano particolare attenzione le batiee (Daw and Falkiner, 1996)
Queste molecole rientrano all'interno della cladgsebioconservanti e della sottoclasse
delle molecule biologiche a basso peso molecdl@ral and Coote, 1999)l generi
LactococcusLactobacillus, StreptococcuseuconostocPediococcusBifidobacterium
and Propionibacterium includono specie microbiche produttrici di battene
impiegate o potenzialmente impiegabili nei procéssnentativi degli alimenti.

Qualsiasi batteriocina dovrebbe essere studiatarriestemente nelle sue
caratteristiche, prima di poter essere impiegataecbioconservantéCleveland et al.,
2001)e segnatamente, sono sei gli aspetti che dovreldssere valutati prima del loro
utilizzo come additivi alimentari: 1) tutti gli add/i proposti devono essere testati
tossicologicamente, inclusi gli effetti potenzisilnergici e di accumulo; Il) deve essere
autorizzato l'utilizzo solo di quegli additivi coderati sicuri nel senso reale del
termine; Ill) quando si riscontrano nuove infornadicirca la loro sicurezza ed il loro
uso, qualsiasi additivo alimentare deve essereamente sottoposto a valutazione; 1V)
tutti gli additivi alimentari devono essere sempeauti in conformita con quanto
indicato dalla Commissione Alimentare del CODEX;INso giustificato degli additivi
deve essere fortemente basato sui requisiti diresiza alimentare delle differenti
caratteristiche dei consumatori, e deve esserecamth flessibile alternativa economica
e tecnica; VI) l'autorizzazione temporanea o pereméd dell’'uso di un additivo, deve
considerare la limitazione per alimenti specifloi,scopo, le condizioni di utilizzo, la
riduzione del livello necessario per conseguire gffietti desiderati ed il livello
assumibile quotidianamente dall'uomo, ed ancorade\essere considerati le possibili
assunzioni di categorie speciali di consumaGoncon, 198Q)Per alcune batteriocine

e stata ben chiarita la loro azione come potenagénti antimicrobici ed anche le loro
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possibili applicazioni nella conservazione deglingnti, come la gia citata nisina A che
ha mostrato effetti inibitori sulla crescita, inrfoaggio, delld.isteria monocytogenes

un periodo di otto settimane. Anche I'enterocina,rhostrato la capacita d’inibire la
crescita delld.. monocytogenegna volta inoculata in carne di maiale, prosciuteone

di pollo ed insaccati, cosi come la lattocina serguilo stesso microrganismo quando
inoculato su terreno a base di cafiegnolo et al., 1996; Davies, 1999; Aymerich et
al., 2000) Come gia riportato, sono numerose le applicazidelia nisina come
conservante degli alimenti, inclusa I'estensionadghelf-life dei prodotti caseari, dei
cibi in scatola, della carne sotto vuoto e del salenaffumicatqHurst, 1981; Davies,
1999; Nilsson et al., 2000).a nisina presenta diverse caratteristiche p@sitinfatti
risulta essere: |) priva di tossicita; Il) prodottaturalmente ddlactococcudactis; 111)
stabile al calore; IV) stabile alla conservaziond; degradabile mediante enzimi
digestivi; VI) di sapore e odore neutro (non comsfee sapori ed adori sgradevoli al
prodotto); VII) ad ampio spettro d’azione contromicrorganismi Gram positivi
(Kominsky, 1999; Fiorentini et al., 20QIpa € meno attiva nell'inibire la maggior parte
dei batteri Gram negativi, dei lieviti e delle maifHarris et al., 1997)

Sebbene il ruolo antimicrobico delle batteriocinen stato ampiamente
riconosciuto, esse non sono ancora usate nellaec@mone degli alimenti,
probabilmente perché, la conoscenza delle lorotteaistiche peculiari € ancora
insufficiente. Infatti, le piu studiate e conoseiuguali la nisina, l'acidocina, la

bavaracina, la curvaticina, la saracina non sorgoranstate ben caratterizzate.

Applicazioni attuali delle batteriocine in campoiglco ed alimentare

Negli ultimi 15 anni c’é stato un rinnovato intesesverso queste molecole a
spiccata attivita antimicrobica soprattutto pefollo possibile impiego sia in campo
clinico che in quello tecnologico/alimentare.

Per quanto attiene alle applicazioni in campo ctinie batteriocine potrebbero
rappresentare una valida soluzione alternativa agfibiotici. Infatti, grazie al loro
limitato spettro d’azione, possono essere condieléfarmaci d’elezione” che agiscono
specificatamente su determinati agenti patogeaiconsentirebbe, per lo meno in linea

teorica, una drastica diminuzione dell’'utilizzo degtibiotici, riducendo in tal modo da
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un lato lo sviluppo di antibiotico-resistenza datpadei ceppi patogeni e dall’altro il
depauperamento della flora apatogena commensalerppeenell’organismo.

Ne sia d’esempio la latticina 3147, batteriocinadmtta dalactococcus lactis
che ha mostrato una spiccata attivita nei confrdeii principali agenti mastitogeni
Gram positivi(Crispie et al., 2004; Galvin et al., 1999; Mc Aldiet al., 1998; Ross et
al., 1999; Ryan et al., 1998\ppare quindi evidente come la latticina 3147 pnése
interessanti potenzialita di utilizzo sia in fagetrdttamento terapeutico che in fase di
prevenzione e controllo della mastite bovina.

Le batteriocine potrebbero essere vantaggiosametiliezate nell'industria
alimentare per soddisfare ad una crescente domdadparte del consumatore di
alimenti privi di conservanti e/o additivi chimi@hlsson, 1994; Holzapfel et al., 1995;
McMullen & Stiles, 1996; Muriana, 1996; Schillinget al., 1996; Stiles, 1996;
Cleveland et al., 2001; Chen & Hoover, 2003; Deegfaal., 2006)Per questo motivo
sono state intraprese numerose ricerche sulleriogitee, in quanto costituiscono un
“additivo naturale,” in grado di risolvere i probie igienico-sanitari degli alimenti. In
futuro queste sostanze potrebbero sostituire cdarpknte gli additivi chimici quali
nitrati, nitriti, acido benzoico e sorbico, anidridolforosa ecc. normalmente impiegati
nell'industria alimentare.

Le batteriocine, quindi, possono essere utilizzedene bio-conservanti per
controllare e contenere la popolazione battericdesiderata e responsabile di
intossicazioni e deterioramento della matrice afitare.

Allo stato attuale delle cose, tuttavia, le soldétdreocine utilizzate in campo
alimentare sono quelle prodotte dai batteri lattici

In particolare la prima batteriocina, approvata h@88 dallFDA Eood and
Drug Administration in qualita di bio-conservante, € stata la nisipastanza anti-
microbica prodotta dd.actococcus lactise appartenente alla classe dei cosiddetti
lantibiotici.

Attualmente la nisina viene impiegata come bio-eovente alimentare in oltre
60 paesi, e rimane la sola batteriocina che pueresaggiunta ai prodotti alimentari
(Delves-Broughton et al., 1996puesto bio-conservante ha trovato larga appbecezi
nei prodotti di origine lattiero-casearia, nellerrsa nei prodotti vegetali (frutta
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compresa), nei prodotti di panetteria e pescheis) come in talune tipologie di
bevandgTwomey et al., 2002; Ross et al., 1999; Luchan&k$9)

Oltre che per prevenire la contaminazione da pdrtdatteri patogeni nei
prodotti alimentari, le batteriocine possono essergiegate anche per migliorare le
caratteristiche qualitative intrinseche del prodstiessgMorgan et al.,1995)

Come diretta conseguenza di quanto finora sottaimel’utilizzo delle bat-
teriocine potrebbe costituire uno strumento “teogmlamente” corretto ed efficace,
impiegabile nella produzione di quei prodotti défitdi alta qualitd” che si conservano
per lunghi periodi di tempo in assenza di altenaizexl in totale sicurezza mantenendo
le caratteristiche organolettiche intrinseche.

Anche nelllambito della produzione di differentioplotti lattiero-caseari, la
nisina si € dimostrata in grado di agire inibendgptoduzione di spore da parte dei
batteri dei generBacillus e Clostridium presenti nel latte precedentemente sottoposto
al solo processo di pastorizzaziofiéortezzo et al., 2004; Lopez-Pedemonte et al.,
2003; Hakovirta et al., 2006)

La nisina, inoltre, si & dimostrata attiva ed eftie nei confronti di una vasta
gamma di batteri Gram positivi, comprdsateria monocytogeneagente eziologico di
una delle intossicazioni alimentari piu frequentipericolose in termini sanitari, la
listeriosi(Martinez and Rodriguez, 2005; Schillinger et 2001)

Per completare il quadro relativo alle possibil@@plicative di queste sostanze
antimicrobiche, va ricordato I'utilizzo di coltuteatteriche produttrici di batteriocine in
qualita di probiotici alimentari.

Il concetto che sostiene la strategia probiotieatgpda Elia Metchnikoff, vale a
dire circa cento anni fa, e si & sviluppato consglidi di microbiologia intestinale; da
una popolazione autoctona residente valutata i D@llule batteriche per grammo e
composta da piu di 500 specie di microrganismimivei sono fatti emergere i bacilli e
I bifidobatteri probiotici, in quanto in grado dowferire benefici salutistici per 'uomo.
E stato dimostrato che, come probiotici esogengstiumicrorganismi durante il loro
transito riescono effettivamente a manifestaretefbesitivi per la salute umana, anche
qguando non riescono ad insediarsi nel tratto digsb comunque non nello stesso

modo della microflora autoctona. Col termine di lpotico si intende, in modo
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estremamente schematico, una preparazione a basetidolari microrganismi: anche
in questo caso i batteri lattici sono quelli piupgamente utilizzati a tale scopo infatti,
una volta somministrati, migliorano le proprieta ll@e microflora autoctona

dell’organismo ricevente.

L’incorporazione dei microrganismi probiotici pussere estesa ai prodotti
lattiero-caseari, alle formulazioni per I'infanze, succhi di frutta, ai prodotti a base di
cereali ed a taluni prodotti farmaceuiiialminen et al., 1996, Soomro et al., 2002)

E stata inoltre evidenziata la capacita per al@peeie batteriche, nello specifico
Lactobacilluse Bifidobacterium di inibire la crescita dHelicobacter pylori uno dei
principali agenti eziologici responsabili di ulcergastro-duodenali, grazie alla
liberazione di molecole proteiche riconducibili gesifiche batteriocine. La sommini-
strazione in forma probiotica di queste specieebatie in soggetti geneticamente
predisposti previene, in primo luogo, la formaziahailcere a livello gastroenterico e,
secondariamente, ha esitato in un diretto coinumégito nella stabilizzazione della
barriera gastrica oltre che nella riduzione deiicimmazione mucosale.

Dati sperimentali hanno rivelato come ['utilizzo grobiotici non porti al-
I'eradicazione definitiva e completa Hi pylori, ma sia in grado di contenere il livello
gastrico del patogeno, inibendo in tal modo lacsidtologia clinicgGotteland et al.,
2006; Ghosh et al., 2004; Le Duc et al., 2004)
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Gli enterococchi

Gli enterococchi sono batteri Gram-positivi, casal@egativi, di forma coccica,
hanno un contenuto nel DNA di G+C < 40 mol %, nomnfanti spore, ossidasi
negativi, anaerobi facoltativi, singoli, a coppig& @ catenelle e producono acido lattico
come principale prodotto finale della fermentaziale¢ glucosio; per questo motivo si
annoverano all’interno del gruppo dei batteri GttfLAB). Da un punto di vista
tassonomico, il gener&nterococcusé stato rivisitato diverse volt€Schleifer and
Kilpper-Balz, 1987; Stackebrandt and Teuber, 1988; Devriesk Rot, 1995; Hardie
and Whiley, 1997) Originariamente, gli enterococchi erano conoscicbme
streptococchi del gruppo D ma negli anni 80, inugega studi basati sull'ibridazione
DNA-DNA e DNA-RNA, lo Streptococcus faecalis lo Streptococcus faeciusono
stati classificati nel nuovo geneinterococcus(Schleifer and Kilpper-Blz, 1984,
1987) d’allora si sono avuti sviluppi significativi siaella classificazione che nel
numero di specie degli enterococgbievriese et al., 1993; Devriese and Pot, 1995;
Stiles and Holzapfel, 1997; Franz et al., 2003nErand Holzapfel, 2004)Ad oggi,
sulla base della vicinanza filogenetica determirsaigli studi d’'ibridazione DNA-DNA
e sequenziamento 16SrDNA, le specie all'internogaslereEnterococcusisultano 28
ed agli E. faecium, E. faecalisi sono aggiuntiE. asini, E. avium, E. canis, E.
casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. disgar,durans, E. flavescens, E.
gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hireemalodoratus, E. moraviensis, E.
mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoay E. raffinosus, E. ratti, E.
saccharolyticus, E. saccharominimus, E. solitarids,sulfureus, and E. villorunGli
enterococchi presentano I'ottimo di crescita a terajra di 35°C, anche se la maggior
parte delle specie cresce a temperature compaed€i€C ed 45°C. Possono crescere in
presenza del 6.5% di NaCl, svilupparsi a pH 9.pp&s0no sopportare temperature di
60°C per 30 minuti.

Gli enterocchi, pur essendo microrganismi commendal tratto intestinale
degli animali mammiferi e dell'uom{Noble, 1978; Devriese and Pot, 1998in dagli
anni 80 sono stati associati ad infezioni del drattinario, endocarditi, bacteremia,
(Murray, 1990; Morrison et al., 1997; Franz and #4gpifel, 2004)e riconosciuti come

patogeni emergenti. Inoltre, possiedono un’ eleeataultipla resistenza agli antibiotici,
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specialmente alla vancomicina, antibiotico che ems all'ampicillina ed alla
gentamicina hanno un ampia rilevanza clir{ftaulquié Moreno, 2006)

Per via del loro habitat gli enterococchi possassere utilizzati come
organismi indicatori di contaminazione fecale degimenti e la loro presenza viene
solitamente presa come indice di scarsa igienea npteparazione delle derrate
alimentari, sulle quali possono causare processiadivi. Per contro, studi condotti su
formaggi tradizionali del bacino del Mediterrangoodotti principalmente da latti di
pecora e capra, hanno dimostrato che gli enterbcamlgono un importante ruolo
nella maturazione dei formaggi. Infatti, sono hueroduttori di sostanze aromatiche,
promuovono importanti trasformazioni biochimichéano buona attivita lipolitica e
proteolotica e quindi contribuiscono alla formamali sapori e profumi tipi¢iCoppola
et al., 1990; Franz et al., 1999; Giraffa et 891, Giraffa G., 2003; Ledda et al., 1994;
Litopoulou-Tzanetaki and Tzanetakis, 1992; Manoldpo et al., 2003) Gli
enterococchi sono anche presenti in altri prodalitnentari fermentati, come gli
insaccati(Franz et al., 1999a, 2003; Giraffa, 2002; Hugasalet 2003)e le olive
(Ferrandez-Diaz, 1983; Franz et al., 1996, 1999a; Florianal., 1998; Ben Omar et
al., 2004) ed a dispetto della preoccupazione che susctame patogeni opportunisti,
sono stati e sono utilizzati come probiotici, iraqto produttori di batteriocine.

Inoltre, alcuni ricercatori hanno evidenziato adeppi appartenenti alla stessa
specie, isolati dal latte, risultano diversi daltjyeesenti nelle feci, mettendo quindi in
dubbio la fonte di contaminazione fecélgelsomino et al., 2002QRuindi, se si esclude
che la fonte di contaminazione siano le feci demglimali stessi, l'origine degli
Enterococcumel latte crudo non e certa, anche se recentemiéatg et al. (2007)
hanno confermato I'esclusione dell'inquinamentafeaegli enterococchi ma indicano
I'ambiente di mungitura, le attrezzature ed il pee come fonte di contaminazione.

Le attivita legate alla mungitura del latte cassitono pertanto la principale
fonte di contaminazione del latte in accordo coama riportato da&oschino et al.
(2002) per il latte di capra crudo, d2eiana e Leori (dati non pubblicapgr il latte di
pecora, daMichel et al. (2001), Polentarutti et al. (2001priBoh et al. (2003¢ Delbes

et al. (2007pu latte crudo di vacca.
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Le batteriocine da enterococchi

Gli enterococchi producono batteriocine chiamateegemente enterocine.

Il loro studio e la loro classificazione richiedomoa circostanziata premessa ed un
richiamo a quella che e I'attuale classificazioedledbatteriocine, tra I'altro in continua
evoluzione. Come precedentemente detto, Le batiee@rodotte dai LAB sono state
daKlaenhammer (1993)lassificate in quattro classi.

Le batteriocine della classe | o ‘lantibiotici’ sopeptidi di piccole dimensioni,
sintetizzati dai ribosomi e che subiscono una asteedificazione post-traduzionale.
Sono peptidi, attivi sulle membrane cellulari, emhho la caratteristica di possedere
amminoacidi non tradizionalcome lantionina e b-metil lantioninaltre a residui
deidratati.

Le batteriocine della classe Il sono piccoli pep(t-6 kDa), stabili al calore,
non contenenti aanodificati, la cui sintesi avviene nei ribosomi,msottoposti ad
ampie modificazioni post-traduzionali ad eccezialedla perdita di un peptide leader
durante il trasporto all’esterno della cellula. 8oprodotte come prepeptidi che
generalmente contengono una sequenza leader tastitu14—-30 aminoacidi, € sono
caratterizzate dalla presenza del motivo Gly-6&le posizioni -2 e -1, bersaglio del
processamento post-traduzionale della pre-batiedoc La classificazione di
Klaenhammer suddivide la classe Il in tre sottopgruTabella 3), mentréles et al.
(1996) hanno raggruppato la classe Il, mantenendo leckassi lla e [Ib ma cambiando
la classe llc includendovi le batteriocine che eogbno un tipico peptide segnale e che
sono inquadrate comsec-dependentsulla base del loro intrinseco meccanismo di
secrezione(Pugsley, 1993; Economou, 1998)

Nes et al. (1996hanno escluso la classe IV poiche le batteriodinguesta
classe non sono state caratterizzate chimicaméie.sistema di classificazione
proposto da varBelkum & Stiles (200Q) le batteriocine della classe Il sono state
suddivise in base al numero dei residui di cisteirsando la nomenclatura proposta da
Jack et al. (1995)in questa classificazione, le batteriocine ateossecrete dalla via
metabolica del prepeptide translocase (sec) (tipodi Nes et al., 1996) non sono

classificate come secrete per questa via.
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Tabella 3. Confronto di sistemi classificazione per le bddigne dei batteri lattici.

Classe Klaenhammer | Nes et al. van Belkum & | Franz et al., Esempio
(1993) (1996) Stiles (2000) | (2007)
| lantibiotici lantibiotici lantibiotici Classe I: Citolisina,
Enterocine Nisina A e Z,
lantibiotici Lattacina 481,
Lattococcina
S, Carnicina
U149
Il Classe ll:
Enterocine
lla Pediocina- Pediocina- Batteriocine I.1. Enterocin A,
simile o simile o con due ponti | Enterocine Pediocina
Listeria-attive | Listeria-attive | di solfuro con | della famiglia | AcH/PA-1,
con motivo con motivo motivo delle Lattococcina
YGNGVXC YGNGVXC YGNGVXC Pediocine A, B, M,
vicino vicino vicino Leucocina A,
all’'azoto all’'azoto all’'azoto Saracina A, P
terminale e terminale e terminale Curvacina A
con peptide con peptide
leader GG leader GG
lb Cosituite da Cosituite da Batteriocine 1.2. Enterocin
due peptidi due peptide con un ponte | Enterocine L50A,
con peptide con peptide di solfuro con | sintetizzate Lattococcina
leader GG leader GG motivo senza un G, Me
YGNGVXC peptide leader | Lattacina F
vicino
all'azoto
terminale
lic Peptidi thiolo- | Batteriocine Batteriocine [1.3. Altre Enterocin B,
attivati con secrete per con un ponte | enterocine Lattococcina
peptide leader | mezzo di di solfuro lineari non B
GG peptide senza motivo | pediocina-
segnale YGNGVXC simili
vicino
all'azoto
terminale
D - - Batteriocine
con uno o
nessun residug
di cisteina
E - - Cosituite da
due peptidi
con peptide
leader GG
F - - Batteriocine
atipiche
Classe llI. Enterocin
Peptidi ciclici | AS-48
antibatterici
[ Proteine di Proteine di Proteine di Classe IV. Enterolisina
grandi grandi grandi Proteine di A,
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dimensioni e
termosensibili

dimensioni e
termosensibili

dimensioni e
termosensibili

grandi
dimensioni

Helveticina J,
Helveticina
1829,
Acidofilina

A, Lattacina
AeB

Proteine
complesse

Plantaricina
S, Leucocina
S, lattacina
27, Pediocina
SJ-1

Le batteriocine da enterococchi sono state cokoaHinterno (Tabella 4) della classe |,

classe lla, classe lic, e classe Il delle batt@ne(Foulquié Moreno et al., 2006)

Tabella 4. Enterocine prodotte da enterococchi (Foulquié Moret al., 2006)

Class 1 Producer strain Amino acid sequence of the purified enterocin Reference®
Cyl Lo E. faecalis DS16 MENLSVVPSFEELSVEEMEAIQGSGDVQAETTPV- Gilmore et al., 1994
CAVAATAAASSAACGWVGGGIFTGVTVVVSLKHC
Cyl Lg E. faecalis DS16 VLNKENQENYYSNKLELVGPSFEELSLEEMEAIQG- Gilmore et al., 1994
SGDVOQAETTPACFTIGLGVGALFSAKFC

Class ITa Producer strain MM® Amino acid sequence of the purified enterocin pl® Reference

Enterocin A E. faecium CTC492 4833 TTHSGKYYGNGVYCTENKCTVDWAKATT- 9.0 Aymerich et al., 1996
CIAGMSIGGFLGGAIPGKC

Enterocin CRL 35 E. faecium CRL 35 KYYGNGVTLNKXGXSVNXXXA. .. Farias et al., 1996

Bacteriocin 31 E. faecalis YIT17 5009 ATYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKII- 9.7 Tomita et al., 1996
VNGWVOQHGPWAPR

Enterocin P E. faecium P13 4630 ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGI- 8.3 Cmtas et al., 1997
VISGWASGLAGMGH

Mundticin E. mundtii ATO6 4290 KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA- 9.8  Bennik et al,, 1998
ANLATGGAAGWSK

Bacteriocin RC714  E. faecion RCT14 4937 ATYYGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGETGKII- 9.3 del Campo et al., 2001
VNGWVNHGPWAFPR

Enterocin SE-K4 E. faecalis K4 4918 ATYYGNGVYCNKQKCWVDWSRARSEINDRG- 9.6  Eguchi et al,, 2001
VEKAYVNGFTKVLG

Class ITe Producer strain MM Amino acid sequence of the purified enterocin pl Reference

Enterocin AS48 E. faecalis S-48 7167 MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAV- 10.6 Martinez-Bueno
GSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGKRAVIAW et al., 1994

Enterocin B E. faecium T136 5465 ENDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAAIAGGLFGIP- 9.6 Casaus et al., 1997
KGPLAWAAGLANVYSKCON

Enterocin L50A E. faecium 1.50 5190 MGATAKLVAKFGWPIVKKY YKOQIMOF IGEGWAIN- 10.4 Cintas et al, 1998b
KIIEWIKKHI

Enterocin L50B E. faecium 1.50 5178 MGATAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMOFIGQGWTID- 10.7 Cintas et al., 1998b
QIEKWLKRH

Enterocin EI97 E. faecalis EJ97 5328 MLAKIKAMIKKFPNPYTLAAKLTTYEINWYKQQ- 108 Galvez et al., 1998;
YGRYPWERPVA Sanchez-Hidalgo et al., 2003

Enterocin Q E. fagcium L50 3952 MNFLENGIAKWMTGAELQAYKKKYGCLPWEKISC 9.7  Cintas et al., 2000

Enterocin 107 1A E. faecalis BEF 1071 4286 ESVFSKIGNAVGPAAY WILKGLGNMSDVNQA- 10.3 Balla et al., 2000;
DRINRKKH Franz et al., 2002

Enterocin 107 1B E. faecalis BEF 1071 3899 GPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKEGNENKWEKNV 104 Balla et al.. 2000;

Franz et al., 2002

Enterocin RJ-11 E. faccalis RJ-11 5049 APAGLVAKFGRPIVKKY YKQIMQFIGEGSAINKIIP- 11.1 Yamamoto et al., 2003
WIARMWRT

Class TIT Producer strain MM Amino acid sequence of the purified enterocin pl Reference

Enterolysin A E. faecalis LMG 2333 34501  ASNEWSWPLGKPYAGRYEEGQQFGNTAFNRGGTY- 9.5 Nilsen et al,, 2003

FHDGFDFGSATY GNGSVYAVHDGKILYAGWDPVGG-
GSLGAFIVLQAGNTNVIYQEFSRNVGDIKVSTGQTV-
KKGQLIGKFTSSHLHLGMTKKEW RSAHSSWNKDD-
GTWFNPIPILQGGSTPTPPNPGPEKNFTTNVRY GLRV-
LGGSWLPEVTNFNNTNDGFAGYPNRQHDMLYIKVD-
KGOMKYRVHTAQSGWLPWVSKGDKSDTVNGAAGM-
PGOAIDGVQLNYITPKGEKLSQAY YRSQTTKRSGWL-
KVSADNGSIPGLDSYAGIFGEPLDRLOQIGISQSNPF

® Reference dealing with the actual purification and amino acid sequence analysis.

b MM (Da) calculated theoretically from the amino acid sequence (http://www.basic.nwu.edwbiotools/proteincale. html).

“ pl caleulated theoretically from the amino acid sequence (http://www.embl-heidelberg.de/egi/pi-wrapper.pl).

Autore: Stefano Schirru
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datladi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari
Universita degli Studi di Sassari

31




Batteriocine da enterococchi isolati da latte dipra

CAP. 6 Gli enterococchi

Altre batteriocine da enterococchi che inizialmesw@o state considerate come nuove
enterocine, ma che sono risultate essere idendicheelle gia conosciute, sono elencate

nella Tabella §Foulquié Moreno et al., 2006)

Tabella 5.Enterocine descritte in letteratura come similaéice gia note.

Enterocin

Actual enterocin

Producer strain

Reference

Enterocin 4
Enterococein EFS2
Bacteriocin 21
Enterocin 7C5
Enterocin 900
Enterocin 1146
Enterocin EFMO01
Enterocin P21
Enterocin 81
Enterocin N15
Enterocin BC25
Enterocin CCM 4231
Enterocin 900
Enterocin P21
Enterocin 81
Enterocin RZS C13
Enterocin RZS C5
Enterocin I
Enterocin B2
Enterocin AAL3
Enterocin GG16
Enterocin Bl
Enterocin B2
Enterocin 1071A
Enterocin 1071B
Enterocin B2

Enterocin AS-48

Enterocin A

Enterocin B

Enterocin LS50

Enterocin P

Enterocin 1071A
Enterocin 1071B
Enterocin 1071

faecalis INIA 4
Jaecalis EFS2
faecalis OGIX
faecium TC5
Jaecium BFE 900
faecium DPC1146
faecium EFMO1
Jaecium P21
Jaecium WHE 81
faecium N15
faecium BC25
Jaecium CCM 4231
faecium BFE 900
faecium P21
faecium WHE 81
faecium RZS C13
Jaecium RZS C5
Jaecium 6Tla
faecium B2
faecium AAL3
Jaecium G16
faecium Bl
faecium B2
faecalis FAIR-E 309
Jaecalis FAIR-E 309
faecium B2

mEEEEE RS R AR E R R R E E

Joosten et al., 1996
Maisnier-Patin et al., 1996
Tomita et al., 1997

Folli et al., 2003

Franz et al., 1999b

O’'Keefle et al., 1999

Ennahar and Deschamps, 2000
Herranz et al., 2001

Ennahar et al., 2001
Losteinkit et al., 2001
Morovsky et al., 2001
Foulguié Moreno et al.,, 2003a
Franz et al.. 199%9b

Herranz et al., 2001

Ennahar et al., 2001

Foulquié Moreno et al., 2003a

Foulgui¢ Moreno et al., 2003a
Floriano et al., 1998

Moreno et al., 2002

Herranz et al., 1999

Herranz et al., 1999

Moreno et al.. 2002

Moreno et al., 2002

Franz et al., 2002

Franz et al., 2002

Moreno et al., 2002

Le enterocine prodotte d&nterococcus faecium, Enterococcus faeca&ds
Enterococcus mundtincludono le ben caratterizzate enterocine A, RL.85, 1071A e
B, mundticina, mundticina KS, batteriocina 31, RZ/I8 e I'enterolysina A. Queste
batteriocine vengono facilmente raggruppate nélisdé sistema di classificazione delle
batteriocine diKlaenhammer (1993¢ Nes et al. (1996)ma le enterocine AS-48, B,
EJ97, RJ11, MR10A&B, Q ed L50A&B e la batteriociB2 avendo una struttura
inusuale, differiscono dalle batteriocine conoszigrodotte dagli altri LAB, che
impedisce il loro raggruppamento all'interno delimle sistema di classificazione.

Alcuni dei criteri utilizzati nella classificaziondelle batteriocine sono non
appropriati quando vengano applicati alle sole reciee. Infatti, mentre alcune di
gueste possono essere raggruppate secondo lo satlessico di classificazione
adottato per le altre batteriocine prodotte dai LAdftre sono atipiche e distinte
strutturalmente dalle classi generali in cui soaltocate le batteriocine. Ad esempio, le

batteriocine formate da due peptidi, che nellasif@sizione generale delle batteriocine
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sono raggruppate da Klaenhammer nella sottocléissenel caso delle batteriocine da
enterococchi possono essere trovate in diverseiclemltre, sebbene i due peptidi
agiscano solitamente in sinergia, in diversi caasauno dei due componenti ha
mostrato di possedere attivita antimicrobica ppGarneau et al., 2002Anche i
ponti di solfuro possono essere trovati in divetssteriocine, e probabilmente
stabilizzano le strutture di batteriocine diffefentfunzione della loro posizione nella
sequenza primaria.

Franz et al., (2007hanno proposto una nuova classificazione dellebatine
da enterococchi(tabelle 3,6,7), in particolareqezl che riguarda i tre sottogruppi della
classe Il, scegliendo come criteri principali ilmitarita della struttura e della sequenza
aminoacidica ed il tipo di modificazione post-tragunale, con lo scopo di arrivare ad
una piu naturale classificazione delle batteriocine

Lo schema di classificazione semplificato propodtoFranz et al., (2007)
include quattro classi: enterocine di classe | antibiotici, enterocine di classe Il
(peptidi piccoli non lantibiotici), enterocine dlasse Il (enterocine cicliche) ed
enterocine di classe IV (proteine di notevoli disieni). La classe Il puo essere
suddivisa in tre sottoclassi: 1.1, enterocine aefamiglia delle Pediocine; 1.2,
enterocine sintetizzate senza un peptide leadel3e dltre enterocine lineari non

Pediocina-simile.

Tabella 6.Confronto dei sistemi di classificazione generalielbatteriocine e la recente proposta di
classificazione delle batteriocine da enterocodckiranz et al., (2007)

Class  Klaenhammer (1993) Nes et al. (1996) van Belkum & Stiles (2000) Proposed dassification Example
| Lantibiotics Lantibiotics Lantibiotics Class | Lantibiotic enterocing Cytelysin
Class Il enterodins
lla Pediocin-like or “Listeria-active with  Pediocin-like or ‘LUsteria-active with  Cystibiatics® with two disulphide bridges I1.1. Enteracins of the pediodin family Enterodin A
YGNGVXC motif near N-terminus — YGNGVXC motif near N-terminus — with YGNGWVXC motif near N-terminus
and GG leader peptide and GG leader peptide
b Two-component peptides with GG Two-component peptides with GG Cystibiotics with one disulphide bridge Il.2. Enteracins synthesized without a Enterodin L50A
leader peptide leader peptide with YGNGWXC motif near N-terminus leader peptide
[« Thiol-activated peptides with GG Bacteriodns secreted by signal Cystibiotics with one disulphide bridge but I.3. Other linear nonpediocin-like enterocing  Enterodn B
leader peptide peptide pathway without YGNGVXC motif near N-terminus
- - Thiolbiotics® with one or no cysteine residues
e - - Two-component peptides with GG leader peptide
f - - Atypical bacteriodns Class Il Cyclic antibacterial Enterodn AS-48
peptides
M Large, heat-labile proteins Large, heat-labile proteins Large, heat-labile proteins Class . Large proteins Enterolysin A

IV Protein complexes - -

"Terminology from Jack et al. (1995).
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Tabella 7.Nuova classificazione, sequenza aminoacidica e pedecolare delle enterocine mature
(Franz et al., (2007)

UL
Enteracin Amino acid sequence of mature peptide weight (Da)
Class |. Lantibiotic enteracins
Cytolysin (CylL.-) TTPVCAVAATARAS SAACGWYGGGI FTGVTVVVSLEHD 3437
Cytolysin {CylLs) TTPACFTIGLGVGALFS 2031
Class |l enteradins
Class I1.1. Enterocirs of the pediocin family
Enterocin A TTHS QKT YNV CTRNECTVDRAKATTC TACME T GRFLAGATEGKS 4829
Mundticin KYYCNG WHEKATGT ICNNE BANLATCCARGHEK 4287
Mundticin KS KYYONG WOKAICTICNNS BANLATCCRAGHES 4287
Enterocin CRL3S KYYGNGY WEKAIGT ICNNS AANLATCCARGNES 4289*
Bacteriocin 31 ATYYGNGLY TWNEASRE TCKT VN CDWADR 5008"
Bacteriocin RC714 ATYYGNGLY! INQAKGE TGKT IVNC CDWAD 4780
Bacteriocin T8 ATYYGNGL} WHOAKGE TGKT IV GEWAPER 5100
Enterocin SE-K4 ATYYCNG 0 /WERARSEIIDRC SFTEVLE 5356
Enterocin P ATREYCNCVYCHNS ECHVINWGEAKENTACTI VI SCHASCLAGMGH 4993*
Class |2, Enterocirs synthesized without a leader peptide
Enterocin L50A MEAT ARTVARFOWD TVKEYVEQ TMOF TCECWATNET TEWT KEHT 5190
Enterocin MR10AT MEAT ARLVARFOWP IVEKYYEQ IMQF ICECWATINEI IDWI KIHI 5202
Enterocin R-117 APACLVAKFGRPIVEEYYEOIMQFIGEGSAINKI IPW IARMWRT 5177*
Enterocin LSOB MEATAKLVTKPOWPLIKKFYEQIMOPIGQCWT IDQI BEWLERE 5178
Enterocin MR10B' MEATAKLVAKFGWPFIKKFYKQIMOFICQCWT IDQI ERWLERH 5208
Enteracin 0 MNFLENGTAKWMTGAELQAVKEEYGCLEWRE TEC 3050
Enterocin EI97 MLAKIFAMIKEFENDYTLAAKLTTYBINWYRQQYCRYPWERDVA 5340
Class I1.3. Other linear nonpediocin-like enteracing
Enterocin 10714 ESVFSKIGNAVGRARYWILEGLGNMSDVIQADRINRYHE 4284
Enteracin 1071B WLPWLQPAYDFVTGLAXGIGREGHENEWENY 3897
Enterocin B MR FHELEHG GAATAGGLFGI PRGPLAWAAGLANVYSKCN 5463
Bacteriocin 32* JEFEQNGEVVEARADREY I VEKY PROAK VPN VEMLVN IRCKQTMATOY LMEWTASSRTARY VY YT 7993*
Class IN. Cyclic antibacterial peptides
Enterocin A5-48 7149
Enteracin AS-48 R] 7125
Class V. Large proteins
34501

Enterolysin A

FHNPIPILQGE ST PT PPN PGPENF TTHVREY GLREVLGG SWLPEVTH
KGOMEYRVHT, WL FWVESKGDX SDTVNGAAGMPGOAIDGVOLNY ITPRGEXLSQAYYRS(TTH
REGWLEVEADNGEIPGLDEYAGIFGEPLDRLQIGISQENFF

Blue, amino acid residues conserved in all bacteriocing of the same group.

Red, residues conserved to a variable degree

*Theoretical molecular weight was calculated from deduced amino acid sequence with DNAstar programme.
TRI-11, MR10A 2nd MR10B: leader peptide not determined.

‘Putative sequence of the mature peptide deduced from the bacteriocin structural gene.

Enterocine lantibiotici Classé

La Citolisina.

La Citolisina prodotta deE. faecalise la sola enterocina tipo-lantibiotico
attualmente conosciutéBooth et al., 1996)La citolisina € una batteriocina a due
peptide ed entrambe le subunita strutturali cordeagesidui di lanthioninéBooth et
al., 1996) La Citolisina € emolitica ed e attiva sia contedlule eucaristiche (eritrociti)
sia contro batteri Gram-positiyiGilmore et al., 1994; Booth et al., 199@®oiché la
Citolisina & una batteriocina a due componenti isbasti di due peptidi lineari, é
strutturalmente differente dagli altri lantibiotianeari, quali la Nisina A e Z, che sono
costituiti da un singolo peptide lineare. Inolteeanche differente dai lantibiotici del
gruppo B, piccolo e globulari, che sono prodotinpipalmente daglStreptomycetes
(Jung, 1991; de Vos et al, 1995; Sahl et al., 19@xnonostante, il fatto che questa
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batteriocina contenga residui di Lanthionina, iadohe debba essere considerata come

un lantibiotico a due componenti.

Enterocine della classe II.

Classe Il.1Enterocine della famiglia delle Pediocine

Le batteriocine Pediocine-simili sono un gruppo kmosciuto di peptide
antimicrobici. Sono caratterizzati dalla presenzard regione cationica idrofilica con
una sequenza conservata YGNGVXC ‘pediocin box’ e dasidui di cisteina uniti da
un ponte S-S che stabilizza la strutturg3-aheet. Attraverso l'uso di vescicole
fosfolipidiche é stato dimostrato che interaziolgtteostatiche dei residui N-terminali
carichi positivamente e non il motivo-consenso YGRKE regolano il legame della
Pediocina PA-1(Chen et al., 1997)Comunque, sostituzioni operate nella sequenza
YGNGVXC della Pediocina PA-1 e Carnobacteriocina B&21no portato ad una
riduzione dell’attivita antibatterica contro gliganismi bersagligQuadri et al., 1997,
Miller et al., 1998)

La porzione C-terminale delle batteriocine Pediacsimili presenta maggiori
differenze nella sequenza aminoacidica, distingoecohseguentemente tre relativi
sottogruppi(Fimland et al., 2005) peptidi dei sottogruppi 1 e 2 formano una $tmat
C-terminale hairpin-like stabilizzata da residui @steina e/o triptofano che sono
presenti o vicini alla porzione C-terminale, menir@eptidi del terzo sottogruppo
mancano di questi residui stabilizzanti la str@tu€omunque, tutti contengono un
triptofano residuo nel mezzo della porzione C-tealé che pud posizionarsi
nell'interfaccia della membrana e stabilizzare teuttura della batteriocina durante
I'interazione con la membrana batterica.

L'enterocine della classe Il.1 o enterocine ddieniglia delle Pediocine
comprendono due sottogruppi sulla base della giitdildelle sequenze, corrispondenti
ai sottogruppi 1 e 3 descritte #amland et al. (2005§Fig. 5). Il primo sottogruppo
include I'enterocina A, le mundticine e I'enterc&i@RL35, mentre il secondo gruppo e
rappresentato dalla bacteriocina 31, bacterioci@a bacteriocina RC714, enterocina
SEK4 and enterocina P. Le batteriocine del primbogouppo contengono sette unici
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aminoacidi residui conservati che le distinguondleddatteriocine del secondo
sottogruppo che, per contro, contengono sei um@n@acidi residui conservati, incluse

Ala e Thr in prima e seconda posizione nella pirterminale.

Global (Gapcost:0%) Amino acid sequence Bacteriocin
2 8 8 2 8 § 8
L L Lissil Lesuil Ll ]
MGAIAELYV IEF WP L IR F YK QINQFIGQGN T I D QI B N LER - s s s mmmmmcmmmc e e mm e Enterocin L50B
_[xunlivaxxnuwp5'Ixxryxurxar:uuaw’rrna:nxin.l.n{ --------------------------- Enterocin MR10B
e AP AGLVARFGRP IVEEY FE QI P IGEGSAINEI I PN AR W R Tammmmmmmmm e amnmnmmmmmnm Enterocin RJ-11
HGAIAELYAERFGWPIVEEYYEQINQFIGEGWAINEITENIRERNI -------------------------~ EmerOC\nLSUA
tunnxixnv‘\xnnurrvxxvvxurxqv:uxawxrux:r:anr.xsr -------------------------- Enterocin ME10A
MEPLENGIAEWMTGAELQAYKEEEY GO LPHEKISC- - - - - - - - - - - - oo m o o e o e e m e oo - oo — - - Enterocin Q
MLAELKAMIEKFPNPY T LAAKL T T Y EINWYKQOQYGRYFHERF VA s memmecaccaemcccnananmnnnn Enterocin EJa7
GFOEWLPWLOFAYDFVICLAKGIOKEONENEWEN Vmmmme e ee e emmmeeeseesesce s nmmmnn Enterocin 1071B
MAREFPGIPAAVAGTVLNVVEAGOWVITIVEILTAVOSGGLELLAARGRESIRAYLEREIRERGERAVIAN AS-48
L MAREFGIPRAVABTVLANVVVAGGNVITIVEILTAVGSGGLELLARAGRESIRAYLEREIRERGRRAVIAN AS-48 RJ
EEVFELIONAVOPAAYWI LEGLANMSDVEQADR INREEHE e mmmmsmmmmmmemeeemesms s e === Enterocin 1071A
_| FTPEVEPEQNGOVVYRAAAGRGYTYKRYPROARVPNEVEMLYNIRCRQTMATOYLMAWTASSRTARYYYY T Bacteriocin 32
== ATY¥YGNGLYCHERRCHVDWNQARGRIGE I TVNGHVNHGPWAP AR mmmmemmemenannannanmsan Bacteriocin T8
|----JLT‘:Yaxu:xcnxsxcnvuwuqnnax:am::vnawvnaarinz ------------------------ Bacteriocin RC714
e ATYYONGLYCHEQECHVDOWNEASREIGE I IV AWV OHAPWAP R mmmme e e s e ee e e m == Bacteriocin 31
L - - ATYYONGVYCNEQECWUDWERARSEITODROVEAYVUNGFTREVLGmmmmmmmmmmmcmmemmommmnn Enterocin SE-K4
---ATRSYGHNGVYCHNNSECNVNWNGEARERIAGIVISGWASELAGMGH---------~-------------~ Enterm\np
----- EYYONGVSCHNEEGOCEVOWGKEAIGIIONNSAANLATGOAAON E Smmmmmmmmmnnnnnn======= NundicinKS
----- ZYYONGVECHEROCEVDWORAIGIIONNSAANLATGGAAONR S ======u========-==-===-= Enterocin CRL35
4 4 0 Laaaa. KYYGNGVSCNEKGCEVONGKAIGIIGNNSAANLATGOARGNSKmmmmmmmmmenaannanannnn Mundticin
TITEEGRYYONGVYCTENECTVOWHAKAT TCIAGH S IGOFLOGOAIPOR C-mmm s m e me e e e Enterocin A
ENDHRMPNELNRPNNLEEGGAKCOAAIAGOLFOIPEAFPLAWAAGLAN VY SEC N mmmmem e e e e e = Enterocin B

Figura 5. Analisi dei clusters delle batteriocine da enteootdin base all'omologia delle sequenze.
Gli aminoacidi consenso sono indicati in blocchi.

Enterocina A.

Enterocina A (EntA) é costituita da 47 aminoacidnain peso molecolare di
4829 Da (Tabella 7), contiene la caratteristicausaga YGNGVXC nella porzione N-
terminale e quattro residui di cisteina che si peiosmino due ponti di solfuro. Queste
caratteristica la rendono equivalente alla pedid@i1/AcH (Marugg et al., 1992)
EntA é prodotta da diversi ceppiBi faecium CTC492, T136 and P21, che sono stati
isolati da insaccati fermentati Spagn@lymerich et al.,, 1996; Casaus et al., 1997;
Herranz et al., 2001dal ceppo BFE 900 isolato da olive nere; dai c&gpC 1146,
WHE 81 e EFMO01 da derivati lattiero-casefifranz et al., 1999b; O’Keeffe et al.,
1999; Ennahar & Deschamps, 2000; Ennahar et &1)2@ dal ceppo N5 isolato dal
nuka, una pasta di riso Giappondé®steinkit et al., 2001)EntA é attiva contro
Enterococcus, Lactobacillus Pediococccus sppcome anche contrhisteria spp,
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inclusa laL. monocytogenesl attivita contro laL. monocytogene® un aspetto
caratteristico delle batteriocine della classgmenhammer, 1993; Nes et al., 1996)

Mundticina e Mundticina KS

La Mundticina prodotta d&. mundtii ATO6, isolato da vegetali processati
(Bennik et al., 1998¢ la Mundticina KS prodotta da mundtiiNFRI 7393(Kawamoto
et al., 2002) sono praticamente identiche ad eccezione peuliyii due aminoacidi
della parte C-terminale, che sono invertiti (Tadel). La Mundticina consiste di 43
aminoacidi e contiene il motivo consenso YGNGVXGme anche un singolo ponte di
solfuro nella porzione N-terminale della molecal@entre manca il ponte di solfuro
stabilizzante la parte C-terminale, nonostanteargd due triptofano residui conservati
al centro della regione C-terminale. La Mundticiraun peso molecolare di 4287 Da,
cosi come determinato attraverso la spettrometrimatsa(Bennik et al., 1998)Le
batteriocine mature contengono 43 aminoacidi (Tab2) e la mundticina KS é
prodotta come preproteina recante un peptide leddd5 aminoacidi del tipo con
doppia glicina(Kawamoto et al., 2002).0 spettro di attivita di queste due mundticine
include Enterococcus, Lactobacillus, Leuconos®®ediococcus sppcome anche i
patogeni di origine alimentati. monocytogenes C. botulinum Le differenze nello
spettro di attivita di queste due batteriocine,cegdmente contro le specie del genere
Lactobacillus sono attribuite alle differenze nella sequefikzavamoto et al., 2002). e
mundticine presentano similarita di sequenza adligeiocine della classe Il come la
piscicolina 126, la sakacina P, la pediocin PAallelicocina A, la mesentericina Y105,

le carnobacteriocine BM1 and B2, la curvacina A edkacina ABennik et al., 1998)

Enterocina CRL35

L’Enterocina CRL35 prodotta da. mundtiiCRL35 (citato inizialmente conte.
faeciun), microrganismo isolato da un formaggio artigign@rgentino, contiene la
sequenza YGNGYV vicino al N-terminglEarias et al., 1996) 'Enterocina CRL35 € un
peptide a 43 aminoacidi con una massa molecola46@b Da. La sequenza peptidica &

stata determinata recenteme(ff@avedra et al., 20Q4¢ risulta essere simile a quella
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della mundticina KS (Tabella 2), con l'unica vatmnche il peptide leader
dell’'enterocina CRL35 differisce, da quello dellaimdticina KS per due aminoacidi
residui. L’enterocina CRL35 mostra sia attivitailsteria che antiviral§\WWachsman et
al., 1999)

Batteriocina 31.

Questa batteriocina € prodotta HafaecalisYI717, che é stato isolato da un
campione clinicdTomita et al., 1996)La batteriocina matura consiste di 43 aminoacidi
(Tabella 2) e mostra attivita contEmterococcus spg L. monocytogene$resenta una
sequenza YGNGLXC nella parte N-terminale che dsfex dal motivo conservato
YGNGVXC delle batteriocine proprie delle classi #dlb della classificazione dies
et al. (1996) la conseguenza di tale variazione non é chiarttavia, la bacteriocina
31 mostra similarita di sequenza con altre batteredella classe Il quali le sakacine A

e P, la curvacina A, la carnobacteriocina BM1 ddacocina A(Tomita et al., 1996)

Batteriocina RC714
La Batteriocina RC714 é stata isolata da un cepd®. daeciumvancomycina
resistente(Del Campo et al., 20018 la sequenza peptidica contiene 42 aminoacidi

residui con similarita del 88% con la batteriociia(Tabella 2).

Batteriocina T8/batteriocina 43.

La batteriocina T8 viene prodotta dal. faecium T8 che e stato isolato dalla
secrezione vaginale di una bambina affetta da ¥ Kwaadsteniet et al., 20063
livello di composizione aminoacidica, presenta iwello di omologia del 98% con la
batteriocina RC714, seppur piu lunga di due amibaesidui, ed omologa per '88%
con la batteriocina 31. La batteriocina matura ehformata da una sequenza di 44
aminoacidi ed ha un peso molecolare calcolato.dikba (de Kwaadsteniet et al.,
2006) cosi come nel caso della batteriocina 31 presanta sequenza conservata

YGNGLXC, dove la valina conservata della sequei@aa YGNGVXC é sostituita da
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una leucina. Inoltre, presenta due residui di miatenella meta N-terminale della
molecola e due residui di triptofano vicino allartpaC-terminale. Il gene strutturale
della bacteriocina T8 e allocato su un plasmid@-&b. La batteriocina T8 é risultata
essere attiva contro ceppi patogeni del trattoemtgle diE. faecalis unLactobacillus
sp., dueEnterococcus sped unPropionibacterium sp

Il ceppo diE. faeciumVRES82, vancomycina-resistente, isolato da un cangio
clinico, produce un peptide antimicrobicoche st@i@mato batteriocina 43 odokoro
et al., 2006) Il gene strutturale per la batteriocina 43 (bacéglifica per un precursore
di 74 aminoacidi residui, ed é seguito da una OBR&€cB) codificante una proteina
immunitaria di 95 aminoacidi, i cui prodotti pres@mmo una identita del 100% con le
proteine immunitarie e strutturali, rispettivamerdella batteriocina T8 descritta da
Kwaadsteniet et al. (2006 della hiracina JM79 prodotta d&lliterococcus hirae
DCHS5 isolato dall’anitra selvatica. | determinaggnetici della batteriocina 43 sono
allocati in un plasmide di 6.2 kihodokoro et al. (200&jportano che la batteriocina 43

e attiva contrde. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. duragls. monocytogenes

Enterocina SE-K4.

L’enterocina SE-K4 € prodotta da un ceppoEdifaecalisisolato da insilato
(Eguchi et al., 2001)Una volta purificata e risultata essere costtdia 43 aminoacidi
con un peso molecolare determinato sperimentalmeénts56.2 Da(Eguchi et al.,
2001) Mostra un alto grado di omologia con le batteanec31 e T8 (Tabella 2). I
plasmide pEK4S di 60-kb € coinvolto nella produg@ell'immunita verso I'enterocina
SE-K4 (Doi et al.,, 2002) Questa batteriocina mostra attivita antimicrobocantro i
batteri Gram-positivi,E. faecium, E. faecalis, Bacillus subtilis, C. baipckii e L.

monocytogenes

Enterocina P

L’enterocina P che viene prodotta dagli stipitiEdifaeciumP13, AA13, G16 e
L50 isolati da insaccati fermentati di produzionea&nola(Cintas et al., 1997, 2000;
Herranz et al., 1999)presenta un ampio spettro di azione che inclutigita contro
Enterococcus, Lactobacillue Pediococcus spp come anche i batteri patogeni di
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provenienza alimentarm®. cereus, C. botulinum, C. perfringens, L. monogghesand

S. aureugCintas et al., 1997) 'enterocina matura consiste di 44 aminoaci, hgeso
molecolare di 4493 Da (Tabella 2) ed e prodottaepnepeptide di 71 aminoacidi con
un peptide segnale di 27 aminoacidi. Se allineato @ peptide segnale della
batteriocina 31, il peptide segnale della batteén@d mostra di condividerne sequenze
identiche di 12 aminoacidCintas et al., 1997)ll gene strutturale dell’enterocina P e
stato sequenziato e clonato e risulta contenutmtalino di un frammento di DNA
cromosomico di 755-bp. L’enterocina P ha similarit@lla sequenza con altre
batteriocine della classe Il contenendo il motivGNGVXC (Cintas et al., 1997
condivide con la batteriocina 31 diversi aminoaadidsidui conservati, incluso un

triptofano residuo (Trp35) nella sua porzione CGrierale (Fig. 5).

Classe I1.2. Enterocine sintetizzate senza un peptieader.

Questo gruppo include diverse batteriocine che w@ramc del motivo
YGNGVXC e sono sintetizzate senza peptide leaddriadenti sistemi di trasporto
all'esterno specifici. Un sottogruppo principalemgmende le batteriocine a due peptidi
enterocina L50 ed i peptidi altamente affini MR18AMR10B (Fig. 5). Rientrano in
questo gruppo altre batteriocine senza peptidesteamstituite da peptidi singoli come
I'enterocina RJ-11, enterocina Q e I'enterocinaEdBe sono accomunati dall’avere
residui conservati di Lys10 e Lys21 (Lys8 e Lysd®nterocina RJ-11).

Enterocina L50.

L’enterocina L50 €& una batteriocina plasmidiale eéhprodotta dd&. faecium
L50 e 6T1la(Cintas et al., 1998; Floriano et al., 1998) anche d&. faeciumF58
isolato dal jben, un formaggio tradizionale del btao (Achemchem et al., 2005’
stato dimostrato in vitro d€intas et al. (1998the I'enterocina L50 consiste di due
peptidi, L50A and L50B, che individualmente possied attivita antimicrobica e che
esibiscono azione sinergica quando sono combilhgieptide L50A & formato da 44
aminoacidi mentre il peptide L50B presenta 43 amditi ed hanno peso molecolare
teorico rispettivamente di 5190 e 5178 Da (Tabg)ldCintas et al., 1998; Floriano et

Autore: Stefano Schirru

Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datladi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari 40
Universita degli Studi di Sassari



Batteriocine da enterococchi isolati da latte dipra

CAP. 6 Gli enterococchi

al., 1998) | due peptidi hanno in comune 31 aminoacidi ng@sédi hanno similarita per
il 72%. L'enterocina L50 esibisce un ampio spetrdgimicrobico ed e attivo contro
ceppi di Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus lactisdiBeoccus pentosaceus
come anche i patogeni di origine alimentarenonocytogenesB. cereus(Cintas et al.,
1998; Floriano et al., 1998)

Enterocina RJ-11.

L’enterocina RJ-11 € una enterocina con un pes@coldre calcolato di 5049
Da ed & prodotta dalf. faecalisRJ-11 che & stato isolato da riso bran. E una
batteriocina altamente omologa con il peptide EGASYamamoto et al.,, 2003)
Comunque, data la mancanza attuale di dati genetan si conosce se il gene

strutturale RJ-11 codifichi per qualche peptideléza

Enterocine MR10A ed MR10B.

L’enterocine MR10A ed MR10B sono due peptidi antirabici con peso
molecolare di 5201.58 and 5207.7 Da, che sono ptatficati recentemente da un
ceppo diE. faecalisisolato dalla ghiandola uropigiale dellupupa (Ppuepops)
(Martin-Platero et al., 2006)Queste enterocine sono altamente omologhe con
I'enterocine L50A e L50B, essendo le sequenze gdastiche, eccetto per un cambio
conservativo (Glu 38 per Asp) in MR10A e due caméi residui (Thr 9 per Ala, e
Leul5 per Phe) in MR10B. Entrambi i peptidi mostranostrano un ampio spettro
antimicrobico ed agiscono anche in sinergia. Nonoto se queste due batteriocine
siano sintetizzate anche senza un peptide leadersembra che i loro determinanti

genetici siano situati nel cromosoma battefMartin-Platero et al., 2006)

Enterocina Q

L’enterocina Q € prodotta, al pari dell'enterocice0 ed enterocine P, dalE.
faecium L50 (Cintas et al., 2000)L’enterocina Q € relativamente piccola essendo
costituita da 34 aminoacidi ed ha una massa maexdeorica di 3952 Da (Tabella 7)
(Cintas et al., 2000)Risulta simile alla EntL50 e non & prodotta coprepeptide.
L’enterocina Q non contiene la sequenza consensdlGVXC, ma presenta due

residui di cisteina (Cys26 e Cys34) e questo suggerche un ponte di solfuro e
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presente fra i residui di cisteingCintas et al., 2000)Contrariamente ad altre
batteriocine come I'enterocina B e la carnobatt@n@ A, il ponte di zolfo does not
span le sezioni N e C della molecola oppure lagpidrterminale. Infatti, € situato nella
meta C-terminale della molecola. Il gene strutirdell’enterocina Q (entgA) e

localizzato nel plasmide 7.4-kb plasmid pClZ2 delfaeciunL50.

Enterocina EJ97.

L’enterocina EJ97 e prodotta d&l faecalisEJ97 che e stato isolato da acque
pubbliche di scarico. EntEJ97ha un ampio spettattiita contro batteri Gram-positivi
inclusi altri enterococchi, diverse specieBhcillus, Listeriacome anche ceppi @.
aureus (Galvez et al., 1998 la spettrometria di massa indica che la batigro
purificata ha una massa di 5340 Da. | geni perrtalyzione della batteriocina EJ97
sono situati su un plasmide pEJ97 di 60kb ed ilegstrutturale codifica una
batteriocina di 44 aminoacidi (Tabella Fanchez- Hidalgo et al., 2003ntEJ97
mostra alcune omologie con altre batteriocine destip gruppo, inclusi tre residui
conservati di lisina (Lys6, Lys10, Lys21), uno cemnsto lle27 ed anche un residuo

conservato di triptofano vicino alla porzione Cat@rale (Trp39).

Classe 11.3. Altre enterocine lineari, non pedio@snsimili.

In questo gruppo rientrano quelle batteriocineltr® non simili e che sono
sintetizzate senza un peptide leader. In alcuni ¢adoro attivita antimicrobica puo
essere potenziata dalla presenza di un secondad@emibsi come avviene nella
enterocina 1071, pur tuttavia vengono incluse abeltieriocine costituite da un singolo
peptide.

Enterocina 1071.

L’enterocina 1071 € prodotta dai ceppiEifaecalisBFE1071 e FAIR-E 309Balla et
al., 2000; Franz et al., 2002pnsiste di due peptidi, I'enterocina 1071A e tégncina
1071B. Queste batteriocine sono attive contro upiarspettro di batteri Gram positivi

compresi ceppi diClostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Propicaberium,
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Streptococcus, Micrococcug Listeria spp | determinanti genetici per questa
batteriocina a due peptidi sono localizzati su DplAsmidico e la relative sequenza
rivela due ORFs codificanti i 39 ed i 34 aminoaaitie formano rispettivamente i
peptidi A e B (Tabella 7{Balla et al., 2000; Franz et al., 2002). Balld&ks (2005)
hanno dimostrato che I'Enterococcina 1071A e I'Emteccina 1071B sono in grado di
agire indipendentemente contro | batteri bersaglio.

Enterocina B.

L’enterocina B & una batteriocina “addizionale” éherodotta da diversi ceppi
di enterococchi che producono I'enterocina A, penepio dagliE. faeciumCTC492,
T136, WHE 81 e BFE00 (Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; Frainal.,
1999b; Ennahar et al., 2001)'enterocina B consiste di 53 aminoacidi, ha w@s@
molecolare di 5463 Da (Tabella 7), non contienmativo consenso YGNGVXC nella
porzione N-terminale del peptide e condivide sintéanella sequenza solo con la
batteriocina carnobatteriocina A (Tabella(Worobo et al., 1994; Casaus et al., 1997;
Franz et al., 1999b) Una caratteristica peculiare dell’Enterocina B della
carnobatteriocina A € che i loro geni dellimmnuitén sono localizzati subito dopo, e
nello stesso operone, il gene strutturale, cosiecamviene per la maggior parte delle
batteriocine della classe 1l, ma si trovano nelafiento di DNA opposto,
immediatamente dopo i geni strutturali della caattédyiocina A e della enterocina B
(Franz et al., 1999b, 20Q(Entrambe le batteriocine contengono due residaisteina
che possono formare un ponte di solfuro nel peptideuro(\Worobo et al., 1994; Franz
et al., 1999b)ma a differenza delle altre batteriocine dellass#all quali la enterocina
P, la bacteriocina 31, la leucocina A, la carnaaitina B2 e la sakacina P, il ponte di
solfuro non si trova nella meta N-terminale dellalesola, ma piuttosto abbraccia le
posizioni 23 e 52 nella molecola della batterioc{man Belkum & Stiles, 2000)
L’analisi genetica mostra che il prepeptide corgien peptide leader di 18 aminoacidi
del tipo a doppia glicingCasaus et al., 1997; Franz et al., 199%gnterocina B e
attiva controEnterococcus Lactobacillus spped i patogeni di origine alimentake

monocytogenes, S. auregl€. perfringengFranz et al., 1996; Casaus et al., 1997)
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Batteriocina 32.

Questa batteriocina € stata scoperta nel ceppotérococcus faeciumdRE200
resistente alla vancomicir{noue et al., 2006)Il locus genetico della batteriocina 32
consiste di un gene per la batteriocina (bacA) endgene dellimmunita (bacB) ed il
prodotto del bacA & lungo 89 aminoacidi, con untipepsegnale di 19 aminoacidi
(Inoue et al., 2006)Nessuno dei prodotti dei geni della batterioagndell'immunita
presentano livelli significativi di omologia con ssina batteriocina o proteina
dell'immunita conosciute. La batteriocina 32 éwattcontroE. faecium, E. hira@dE.

duransma non mostra attivita contto monocytogenes

Enterocine della classe lll. Peptidi ciclici antiligerici.

Kemperman et al. (2003)anno suggerito che una classe V dovesse essere
aggiunta ai sistemi di classificazione Klaenhammer (1993¢ Nes et al. (1996per
includerci batteriocine che siano sintetizzatevello ribosomale, che non subiscono
modificazioni post-traduzionali e legate testa-cartsamate peptidi ciclici antibatterici.
Una separazione delle batteriocine a peptide oicalle altre batteriocine della classe
Il era stata precedentemente suggerita anched@elkum & Stiles (2000)Ad oggi
sono stati descritti diversi peptidi ciclici antiteici tra i quali I'enterocina AS-48 da
faecalis(Martinez- Bueno et al., 1994a gassericina A dieactobacillus gassefiA39,
la reutericina 6 dd.actobacillus reuteriLA6 (Kawai et al., 2004)la butirivibriocina
AR10 dal microrganismo anaerobiButyrivibrio fibrisolvensAR10 (Kalmokoff et al.,
2003) la circularina A d&C. beijerinckiiATCC 25752(Kemperman et al., 2003 la
subtilosina A daBacillus subtilis(Kawulka et al., 2004)

Autore: Stefano Schirru

Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datladi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari 44
Universita degli Studi di Sassari



Batteriocine da enterococchi isolati da latte dipra

CAP. 6 Gli enterococchi

Enterocina AS-48

L’enterocina AS-48 e prodotta da un isolato clindide. faecalisS-48(Géalvez
et al., 1986 successivamente sono state identificate altterlmrine ad essa identiche
quali, I'enterocina EFS2, I'enterocina 4 e la babigina 21 sintetizzate da altri ceppi di
E. faecalis(Joosten et al., 1996; Maisnier-Patin et al., 19Q@nita et al., 1997 dal
ceppo diE. faecium7C5 (Folli et al., 2003) | geni strutturali per le enterocine AS-48 e
batteriocina 21 sono localizzati rispettivamente gasmidi pMB2 e pPD1, che sono
stati clonati e sequenzigWartinez-Bueno et al., 1994; Tomita et al., 1997)

Dall’analisi genetica del gene strutturale e daldilisi aminoacidica dei due
peptidi ottenuti dopo digestione dell’enterocina -#% con Glu-C endoproteinase,
Martinez-Bueno et al. (1994)anno visto che il gene as-48 codifica un prepepdli
105 aminoacidi consistente di un peptide segnaBb@minoacidi ed un peptide maturo
di 70 aminoacidi (Tabella 7). Quest'ultimo formaaumolecola ciclica che risulta dal
legame testa-coda della metionina N-terminale (Medn il triptofano C-terminale
(Trp70)(Martinez-Bueno et al. (1994)

EnterocinaAS-48RJ.

Una variante della enterocina AS-48, la variante48So0 AS-48RJ é stata di
recente caratterizzata da un ceppd=difaeciumisolato da un formaggio di capra di
produzione familiare. Questo ceppo possiede unpgrugenico identico a quello del
ceppo S-48 con la sostanziale differenza pero dbeadizzato nel cromosoma batterico
(Abriouel et al., 2005)L’enterocina AS- 48RJ e identical all’enterociA&-48 con
I'eccezione che Glu20 e sostituita da Va{R@riouel et al., 2005fTabella 7, Fig. 5).

Circularina A.

Recentemente, una batteriocina circolare, la @roud A, é stata isolata da
beijerinckii ATCC 25752 (Kemperman et al.,, 2003)La circularina A presenta
omologia con I'enterocina AS-48 a livello della segza primaria, con una similarita
del 60% e 30% d’identita ed e prodotta con unregéesta-coda fra Val4 e Tyr72.
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Classe V. Proteine grandi.

L’enterolisina A.

L’enterolisina A € una batteriocina prodotta dgimiedi E. faecalisLMG 2333 e
DPC5280(Hickey et al., 2003, Nilsen et al., 2008) grandi dimensioni con un peso
molecolare calcolato di 34,501 Da, sensibile alomale che quindi possiede le
caratteristiche generali delle batteriocine delesse IV (Tabella 7). L’enterolisina A
mostra attivita versaactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Enteroasc8acillus,
Listeria e Staphylococcus spped il suo determinante genetico & stato clonato e
sequenziat@Hickey et al., 2003; Nilsen et al., 2008 batteriocina e codificata come
preproteina costituita da un polipeptide di 343ravacidi recante un peptide segnale di
27 aminoacidi. La sequenza aminoacidica presentaagia con diverse proteine, ad
esempio la regione N-terminale contiene un dommsoontrato nella famiglia M37
delle metallopeptidasi, mentre la parte C-terminaiestra similarita con diverse
proteine batteriofagiche ad azione mureina lifjeckey et al., 2003; Nilsen et al.,
2003) Percio, la porzione N-terminale della enterolsiéh presenta omologia con la
lisostafina, LytM e zoocina A prodotte rispettivame da S. simulans biovar.
staphylolyticus, S. aurewsStreptococcus zooepidemidittickey et al., 2003; Nilsen et
al., 2003)anche se I'enterolisina A ne possiede uno spdtazione piu ampigHickey
et al., 2003; Nilsen et al., 2003). Nilsen et &0(3) ha anche dimostrato che
I'enterolisina A, come suggerito dalla similaritancgli enzimi mureina-litici, possiede

la capacita d’idrolizzare la parete cellulare.
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La Listeria monocytogenes
Le batteriocine prodotte dagli enterococchi, conedtal sono in grado di
contrastare lo sviluppo di diversi microrganismiqugeni tra i qualiStaphylococcus
aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringer@dpstridium botulinum, Salmonella
enteritidis, S. choleraesuiga specialmente laisteria monocytogenea) punto che le
batteriocine che costituiscono la classe lla, ajo@lle che presentano la sequenza
YGNGV, denominate batteriocine Pediocina-simili, n@o anche indicate come
batteriocine antisteria (Nicolas, 1985; Johnsaet al, 1988; Legnanet al, 1995)
La Listeria € un batterio ubiquitarigDurst and Berencsi, 1975; Disegetal, 1988)
capace di crescere a basse temperdfemeber and Peterkin, 1991di resistere per
lunghi periodi nellambiente e di passare da unaonigmo animale all’ambiente e
viceversa con la massima facilita, sono pleiomd&iam-positivi, asporigeni, aerobi
facoltativi e mobili, in grado di crescere e mdltprsi a temperature comprese tra 2 -
37°C,a>0.92e 45<pH<9.6.
Sono stati suddivisi in 7 specie e al momento sakrisulta patogena per 'uomo.
» L. ivanoviisospetta patogenicita negli ovini.
* L. innocuaal momento non di interesse alimentare.
. . seeligerial momento non di interesse alimentare.
. welshimerial momento non di interesse alimentare.

L

L
» L. grayial momento non di interesse alimentare.

* L. murrayial momento non di interesse alimentare.

* L. monocytogenespn una decina di sierotipi diversi, che caudestariosi.

Il primo caso umano di listeriosi e stato riportatd 1929, e il primo caso perinatale
nel 1936 (Epicentro Ist.Sup.Sanitd). Nei paesi dmiali, la malattia sta assumendo
sempre piu una dimensione problematica per ladanibblica, sia per la sua potenziale
gravita che per il fatto che epidemie si sono nemtéte anche in anni recenti nei nostri
paesi, soprattutto in seguito alla distribuzionecibo contaminato attraverso le grandi
catene di ristorazione. Questa tossinfezione siifesta con setticemie, meningiti,
encefaliti o infezioni cervicali sicuramente patogeper l'uomo soprattutto se
immunodepresso. In un adulto immunodepresso par pobvocare infezioni devono

essere presenti aimeno®1fic/g mentre in adulti con sistema immunitario fmale” la
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carica infettante deve essere di almend ufé/g (Cantoni, 2002; Ottaviani, 2002)a
virulenza del batterio € determinata dalla capaditauperare senza danni la barriera
gastrica ed inoltre di sopravvivere nellintestimo presenza di sali biliari invadendo
progressivamente le viscere dell’organismo attiswvérsangue senza venire a contatto
con gli anticorpi. Pertanto puo essere preseniecld enterico oppure in altri distretti
organici come quelli riproduttivi o mammari. Resisholto bene agli stress ambientali e
a quelli indotti da processi industriali; resist®lta bene in concentrazioni di NaCl
superiori al 10%, a valori di,anferiori a 0,93 e a temperature di —18°C fino m&si
mentre la crescita € assente o moderata in condiaizaerobie o con valori di pH
inferiori a 5,5.

Gli alimenti contaminati, che possono essere calisafezioni, sono soprattutto
quelli consumati crudi.

e prodoatti ittici in genere, crudi, marinati o affuratiti;

e carni crude di tutti i tipi ed in particolare i glotti da salumeria;

» latte fresco non pastorizzato contaminato da nadideicali;

* prodotti lattiero caseari fermentati soprattuttanfaggi molli a “crosta
fiorita” come gorgonzola e toma;

e vegetali in genere concimati con concimi organicir@gati con acque
contaminate.

La listeriosi e particolarmente pericolosa peréespne immunodepresse, malati di
cancro, diabete, Aids, le persone anziane, i neenatdonne in gravidanza. Le donne
in gravidanza sono, secondo i dati dei Cdc ameiricz volte piu suscettibili alla
malattia, che pud causare aborto spontaneo o padmaturo, morte in utero o
infezione del feto. | sintomi pero, nel caso dallenne incinte, sono molto simili a
quelli di una influenza leggera. Tra i neonati, dfeno contratto I'infezione dalla
madre, il tasso di mortalita € piuttosto elevattg malattia si manifesta sia sotto forma
di polmonite che di meningite, difficiimente diggubili a livello sintomatico da
infezioni causate da altri agenti patogeni. Neinaopero la listeriosi puo dare luogo
anche ad altri sintomi, come perdita di appetitmnito, irritazione epidermica. Anche

quando l'esito della malattia non e fatale, il nonha comunque il rischio di subire
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danni neurologici a lungo termine e sviluppo ritgadLa diagnosi precisa di listeriosi
puo essere effettuata tramite analisi del sanguded/liquido spinale.

Prevenzione
I metodi per prevenire l'intossicazione alimentea@sata da. monocytogenesono:

« calore: la pastorizzazione a 72°C per 15 secosdificiente per distruggere
il microrganismo;

« additivi: il controllo mediante additivi attualmentconsentiti per la
conservazione degli alimenti sono:

L'acido sorbico, benzoico e rispettivi sali o es@ell’'acido benzoicolLa loro

capacita di inattivare la. monocytogeneg molto nota nell'industria alimentare che li
usa anche per la loro azione nei confronti di muiéiti e batteri soprattutto se catalasi
positivi e aerobi. Pertanto hanno un ampio spetitazione che concorre al
prolungamento della shelf-life di molti prodottiimentari. Ogni additivo ha una
efficacia subordinata da una serie di fattori tua gH, temperatura e concentrazioni
d’'uso che vanno di volta in volta determinati imtwrianche della presenza di ulteriori
acidi organici presenti nell’alimento che potrelab&vorire o inibire la loro efficacia.

Nitrato e nitrito Vengono usati soprattutto per il controllo@iostridiumsp e

dellaL. monocytogened.a loro efficacia oltre ad essere legata ad wree gli fattori
quali pH, temperatura e concentrazioni di NaClagofita da alte concentrazioni di
acido lattico.

Lisozima. Enzima naturale presente nella saliva, nel lattenef’aloume
dell’'uovo e capace di inibire la crescitaldi monocytogenes di altri microrganismi
Gram-positivi, resiste ai processi di alta pastaione (95°C); la sua azione non é
influenzata dal pH ma e ridotta dalla presenzaalCN

Atmosfera modificatall generelisteria € aerobio facoltativo pertanto cresce sia

negli alimenti freschi non confezionati sia in duelnfezionati sottovuoto, cresce
anche in presenza dié anche a temperature di refrigerazione, rapptasea talvolta
un serio pericolo per la sicurezza dei prodottmalntari. La crescita di questo
microrganismo diminuisce con l'aumentare della emtiazione di C@®e si ha una
completa inibizione quando la percentuale di ad&lcarbonica, presente nei prodotti
confezionati, & di almeno 1'80%.
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Sanitizzanti L'eradicazione dellaL. monocytogenesdalle attrezzature di
lavorazione pud essere realizzata, non solo impamaomposti a base di cloro, di
ammonio quaternario o di acidi, ma rimuovendo ad@on substrati organici che
aderiscono, come biofilm, alle superfici. Pertatdopulizia delle attrezzature deve
essere effettuata mediante un’azione chimica coatdirtcon un’azione meccanica
energica oppure attraverso l'uso di acqua ad aaspne alla temperatura di almeno
80°C.

Corretta gestione dei processi in tutta la filipraduttiva La corretta gestione

dell'allevamento costituisce il primo passo peridinre la presenza e la conseguente
propagazione dell&. monocytogenesGli interventi devono riguardare l'igiene della
stalla e degli animali, la salubrita dellacqua egll alimenti zootecnici nonche
un‘azione preventiva con I'impiego di modulatorifidira intestinale per prevenire la
colonizzazione da parte di batteri potenzialmeat®geni. A tale scopo si usano batteri
competitori ossia miscele batteriche probioticheposte da lattobacilli, bifidobatteri o
lieviti oppure sostanze prebiotiche lattosio, latémcarosio o frutto-oligosaccaridi in
quanto favoriscono lo sviluppo intestinale dei &atprobiotici. Sono anche impiegate
miscele contenenti acidi organici e inorganici ignbcaso capaci di diminuire la
possibilita di sopravvivenza e pertanto di mantenker quantitad di batteri patogeni

enterici entro le soglie di sicurezza.

Normativa di riferimento
In Italia nel gennaio del 2006 € entrato in vigdrePacchetto lgieneche

comprende una serie di regolamenti quali Reg. &BRI2 Reg. 853/2004, Reg.
854/2004, Reg. 882/2004, Reg. 183/2005, Reg. 2003/2Reg. 2074/2005, Reg.
2075/2005, Reg. 2076/2005, che armonizzano il regietativo all'igiene dei prodotti
alimentari al fine di attuare una politica globaléentegrata applicabile a tutti i prodotti
alimentari e per consentire l'obiettivo di garamtun elevato livello di sicurezza
alimentare e di sanita pubblica. Questi regolama&ntogano le precedenti direttive che
regolamentavano il settore ma che avevano creatgrasso problema: non erano, in
guanto direttive, leggi attuative ma dovevano essecepite da ogni Stato membro con
una legge nazionale. Questo processo ha portatalineisi stati, a interpretazioni

diverse delle direttive con la conseguenza chetésss prodotto in uno stato era
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soggetto a limiti diversi rispetto a quelli chedtesso prodotto aveva in un altro stato
membro dell’'UE.

A titolo di esempio prima del gennaio 2006, in paesme la Germania,
I'Olanda, la Francia e la Danimarca, la tolleramzalimenti pronti al consumo della
Listeria monocytogeneseniva indicata con valori compresi tra 100 e 1@06/g
(Caserio, 2002), mentre la normativa italiana ptdeva |'assenza dListeria
monocytogeneis 25 g di prodotto al momento del consumo e urterauto massimo di
110 ufc/g per gli alimenti da consumarsi dopo lduwa.

Il regolamento 2073 del 2005, entrato in vigore doRacchetto Igiene, stabilisce i
criteri microbiologici applicabili ai prodotti aliemtari. Il regolamento 2073/2005 parte
dalle seguenti considerazioni:

1) un elevato livello di protezione della salute puddle uno degli obiettivi
fondamentali della legislazione alimentare. | risehcrobiologici dei prodotti
alimentari costituiscono una delle principali fowli malattie umane causate
dagli alimenti.

2) | prodotti alimentari non devono contenere micamigmi, né loro tossine o
metaboliti, in quantita tali da rappresentare wehio inaccettabile per la salute
umana.

3) Al fine di contribuire alla protezione della saluggubblica ed evitare
interpretazioni divergenti € opportuno fissare esritarmonizzati di sicurezza
relativi all’accettabilita dei prodotti alimentam particolare per quanto riguarda
la presenza di determinati microrganismi patogeni.

4) | criteri microbiologici indicano inoltre come ontarsi nello stabilire
I'accettabilita di un prodotto alimentare, costitde parte integrante delle
procedure di HACCP e di altre misure di controlél'djiene.

5) La sicurezza dei prodotti alimentari € garantittn@palmente da misure di
prevenzione. | criteri microbiologici possono essapplicati per la validazione
e la verifica di procedure di HACCP e di altre mesdi controllo dell’igiene.

6) L’adozione di criteri comunitari, e quindi la dafiirone di criteri microbiologici
armonizzati per gli alimenti in sostituzione deitexi nazionali, € uno degli

obiettivi di questo regolamento.
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Per quanto riguarda lhisteria monocytogenes nuovo limite, in tutti gli stati che
aderiscono all'UE, é fissato in:

e 100 ufc/g per i prodotti gia immessi sul mercatol th&o periodo di
conservabilita, questo valore &€ automatico per afjlinenti pronti che non
consentono la crescita per le caratteristiche lgal{pH < 4,4 o0 @ < 0,92;
prodotti con pH < 5,0 ey,a< 0,94; prodotti con periodo di conservabilita
inferiore a 5 giorni), mentre per quelli che cortseo la crescita, € subordinato
alla capacita del produttore di dimostrare, condgfdzione dell’autorita
competente, che le caratteristiche chimico-fisidb¥alimento consentono, allo
stesso di non superare il limite delle 100 ufc/gooeso della shelf-life.

La listeriosi rientra nel gruppo di malattie pergleali sono stati stabiliti sia negli Stati
Uniti che in Europa reti di sorveglianza sulla sezra alimentare con obbligo di
denuncia. Queste reti, volte a individuare focdliainfezione e determinarne la causa,
permettono di agire sia ritirando i prodotti dal roao che adottando le necessarie

misure nei confronti degli impianti di produzionenéormando la popolazione a rischio.
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Le batteriocine prodotte dai batteri lattici, cocios generalmente come sicuri
(GRAS- generally recognized as safe), suscitan@rosso interesse nel controllo di
batteri degradativi e patogeni nelle derrate alitaenper il loro potenziale utilizzo
come “bioconservanti” negli alimenti. La ricercalsuwatteriocine prodotte dai batteri
lattici si € estesa durante le ultime decadi, Gotehto di utilizzare le batteriocine o gl
organismi produttori come conservanti alimentatiureli. . Questo obiettivo, seguito
dai laboratori dalle industrie agroalimentari e nerdettato dalla mutata coscienza del
consumatore, oggi alla continua ricerca di prodokie, seppur ottenuti con le piu
moderne tecnologie di produzione, rispecchiano @it possibile aromi, sapori e
aspetti salutistici delle produzioni tradizionali.

Si comprende I'importanza dell’argomento quandeadiita I'interesse crescente
del consumatore per i prodotti con caratteristiata)siderate dall’opinione pubblica
salutistiche, quali: i prodotti da agricoltura lagica, quelli senza conservanti artificiali,
il latte crudo di stalla erogato da distributorit@uatici, i latti fermentati contenenti
microorganismi probiotici, gli integratori alimemtacontenenti sostanze prebiotiche
(che, trasformate in prodotti metabolici dai M.@olgotici, esplicano I'azione salutare
sull'organismo ospite), ecc.

La risoluzione dei problemi di sicurezza alimentdegati alla presenza di
microrganismi patogeni, riguarda tutti i prodotti drigine animale e cercare di
conciliare questa esigenza con il rispetto delleatteristiche organolettiche e
nutrizionali del prodotto non é affatto semplica tecnologia di produzione, infatti,
rispecchia sempre il compromesso tra le due esggahe quali purtroppo si antepone
quasi sempre la scelta piu economica tra le divgpg@®ni tecnologiche possibili.

L’isolamento di microrganismi lattici autoctoni lide Sardegna, produttori di
batteriocine e quindi efficaci nel contrastarevduppo dei microrganismi degradativi e
patogeni, potrebbe essere una valida arma nelle seaproduttori e dei trasformatori,
permettendo da un lato di mantenere i carattetipiiita del prodotto e dall’altro di
usare dei conservanti “naturali”.

Il latte di capra prodotto in Sardegna costituiste substrato ideale per lo
sviluppo di batteri lattici produttori di batterioe in quanto selezionati dalla grande
quantita di metaboliti antibatterici presenti natarente nel latte.
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Il numero degliEnterococcusnel latte crudo di capra risulta sempre abbastanza
elevato, come riportato da diverse ricerche coedptincipalmente nei paesi che si
affacciano sul bacino del Mediterraneo, arrivandalcuni casi a rappresentare anche il
50% dei cocchi lattici presenti.

Gli enterococchi, dopo i lattobacilli, sono al gedo posto per la produzione di
batteriocine, la maggior parte delle quali possiedattivita antagonistica nei confronti
della Listeria.

Lo scopo del presente lavoro riguarda lisolamatitdatteri lattici autoctoni
presenti nel latte di capra prodotto in Sardegiageritificazione e la caratterizzazione
della loro attivita antimicrobica al fine di ottemedei microrganismi capaci di inibire
I'accrescimento dei batteri patogeni garantendlm siesso tempo, la salubrita e la

sicurezza dei prodotti.
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CAP. 9 Materiali e metodi

Isolamento dei ceppi microbici

| ceppi di Enterococcus sppusati in questo lavoro come colture attive
(produttrici) sono stati isolati da latte crudocdpra prodotto in Sardegna.

Per l'isolamento si € proceduto ad una seminaspandimento di aliquote
seriali di latte crudo di capra in terreno Azidexttese broth (Oxoid) agarizzato ed
incubazione a 30 e 37° C per 48 ore in anaeroblgccessivamente, le colonie
sviluppatesi sono state purificate con successissaggi nello stesso terreno di coltura
e conservati a —80°C in brodo MR3e Man et al. 19603on 20 % di glicerolo.

Attivita inibitoria

Gli isolati, conservati a —80°C in MRS liquido (@da) con 20% di glicerolo,
prima di essere testati, sono stati propagati penlte in terreno liquido MRS a 30° C
per 10-12 h. | ceppi microbici usati come microligem indicatori di attivita
antimicrobica sono stakscherichia coliceppo DSMZ 30083Listeria monocytogenes
ceppo DSMZ 20.600Salmonella choleraesuiseppo DSMZ 13772 Staphylococcus
aureus ceppo DSMZ 20231; tutti questi ceppi microbici gostati fatti crescere in
terreno brain heart infusion (BHI) broth a 37° @ pea notte.

Per determinare I'attivita antimicrobica sono istailizzati due metodi: I' “agar
spot test”(1) ed il “well diffusion assay/(2).

(1) L’Agar spot test consente l'individuzione dei ceplpe possiedono una certa attivita
antimicrobica ed e stato realizzato sia con ladelinibizione diretta che con la via
dell'inibizione indiretta. | ceppi testati per lagauzione di composti antimicrobici sono
stati lasciati sviluppare in MRS liquido a 30°C [2€r ore e quindi (2-3l) sono stati
posati sulla superficie di piastre Petri (diamé&@omm), contenenti terreno MRS; sono
stati lasciati ad asciugare a temperatura ambestgeccessivamente (inibizione diretta)
ricoperti direttamente con 7 ml di terreno softibbreart infusion contenente 0.75%
agar, inoculato con #l (approssimativamente 1@CFU/mI) di una coltura microbica
indicatrice prima di essere posti ad incubare; oppinibizione indiretta) incubati
anaerobicamente a 30° C per consentire la cresgieobica, fino ad ottenere uno
sviluppo evidente (18-24 h), prima di essere ricom®n il microrganismo indicatore,

con le modalita gia descritte per il metodo dirette colonie con gli aloni d'inibizione
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piu grandi sono state replicate su piastre di ber®@HI agar (Oxoid) e Trypticase Soy
Agar (Oxoid, senza glucosio), quest’ultimo aggiudi®.6% estratto di lievito (Oxoid)
— TSAYE. L’inibizione dovuta all’acidificazione dehezzo non interviene quando si
utilizza sia il BHI agar con lo 0.2% glucosio ad pH iniziale di 7.4(Harris et al.,
1989)che il TSAYE senza glucosihewus et al., 1991) e piastre di BHI e di TSAYE
sono state incubate a 30°C per 24 ore in anaelobiostata ripetuta la copertura con il
BHI soft agar inoculato con il batterio indicatagel'incubazione per 12 h a 37°C in
terreno MRS che mantenute a —80°C in brodo MRS i@xon il 20% glicerolo.

Sono state utilizzate condizioni di anaerobiodired di minimizzare la formazione del
perossido d’idrogeno e quindi escludere l'eventubil@bizione dovuta all’acqua
ossigenata. | controlli sperimentali includevano:

a) l'utilizzo di 1 mg/ml PronaseSfreptomices griseywrotease tipo XIV) nel BHI agar
per distruggere qualsiasi attivita inibitoria ditrita alle batteriocine;

b) 'uso di ceppi dEnterococcus spmon produttori di batteriocine. Dopo incubazione
in aerobiosi per 12 h (una notte) a 37° C, le pgasbno state osservate per gli aloni
d’inibizione eventualmente formatisi sul “tappett€l microrganismo target.

Se dall'analisi non compariva nessuna zona o zomgbidione molto piccole ed
indistinguibili, allora I'inibizione e stata valutanegativgSchillinger and Like, 1989)
(2) La ricerca di eventuali composti inibitori secragl mezzo liquido di crescita da
parte dei ceppi positivi allo spot test e quindngiderati produttori, € stata condotta sia
attraverso il metodo dell’ agar well diffusigiagg et al., 1976)sia utilizzando lo spot
test secondo la tecnica ¥ian Reenen (1998)per questi tests, supernatanti liberi da
cellule sono stati preparati partendo da colturerobiche lasciate sviluppare sotto le
migliori condizioni per la produzione delle batterine. | LAB sono stati fatti crescere
in terreno liquido MRS o in BHI per 24 h a 30° Gupernatanti sono stati ottenuti (a)
centrifugando le colture (12,000 x g per 10 miraud® C); (b) correggendo il pH 6.0
con NaOH 1M per eliminare linibizione della créacdovuta agli acidi organici
prodotti dal metabolismo microbico; (c) sterilizdanper filtrazione con filtri con pori
di dimensione da 0.22m in membrana idrofila Durapore (PVDF) a bassornsgaer le
proteine, Millex-GV, Millipore; (d) ed infine sotpmnendo i surnatanti ad un

trattamento termico di 80°C per 10 minuti per digate le proteasi eventualmente
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presenti. Quando necessario, i supernatanti s@tiocsincentrati approssimativamente
10 volte tramite liofilizzazione oppure per ulttaBzione utilizzando concentratori

centrifughi con membrane in cellulosa rigenerata taglio da 3,000, 10,000 e 30,000
MW (microconcentratori Amicon, Amicon division, Mpore). Questi supernatanti con
il pH corretto e sterilizzati per filtrazione, imditi come CFS (cell free supernatant),
sono stati immediatamente utilizzati o conserva2@C (Enan et al., 1995; Harris et

al., 1989)

Anche il test dellAgar Well diffusion, cosi comi spot test descritto
precedentemente, € stato realizzato nelle due niaridell'inibizione diretta e
dell'inibizione indiretta.

Metodo indiretto: aliquote di 50-1Q0 di campione del CFS sono state poste in
pozzetti di 6 mm di diametro, che sono stati riteawvauna piastra Petri di BHI agar ed
il surnatante é stato lasciato a diffondere perédh-a temperatura ambiente. Del BHI
soft agar (8 ml) é stato inoculato coml&di una coltura del microrganismo da testare e
versato sulla superficie della piastra con il ptizzeLe piastre sono state poste ad
incubare in aerobiosi a 37° C per una notte ed iesdenper le zone d’inibizione.

Metodo diretto: la piastra Petri &€ stata riemmiten 20 ml di BHI soft agar
fondente (0.7% agar) inoculato con 0.2 ml (1% dvuna coltura del microrganismo
indicatore (approssimativamente®t@lls/ml), e lasciato solidificare; quindi, sonatst
realizzati diversi pozzetti di 6 mm di diametro netreno agarizzato e 50-1Q0 del
CFS sono stati posati in ciascun pozzetto, lasolaiffondere nell’agar per 4 h a 4°
C. Le piastre sono quindi state poste ad incubaeeriobiosi alla temperatura ottimale
per lo sviluppo del microrganismo indicatore (37; €d esaminate dopo 12 e 24 h per
le zone d'inibizione.

In entrambi i metodi di diffusione nel pozzetto sostati utilizzati,come controlli
negativi, supernatanti trattati con proteasi (Lmigli Pronase, 1 h, 37°C).

Nello spot test secondo la tecnicavdin Reenen (1998ku delle piastre Petri
sono stati versati 10 ml di BHI soft agar fondei@®& % agar) inoculato con 0.2 ml (1%
v/v) di una coltura del microrganismo indicator@geossimativamente i@ell/ml), e
lasciato solidificare; entro al massimo tre oremuangue prima che abbia inizio la fase
esponenziale della moltiplicazione microbica, satate poste aliquote di 1@ di

surnatante preparato come descritto precedentemente
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Le piastre, sono state quindi poste ad incubdeetemperatura ideale per lo
sviluppo del microrganismo bersaglio per 12 e 2 ersono state considerati positivi

chiari aloni d’inibizione di almeno 2 mm di diamatr

Test svolti sui campioni con evidente attivita antcrobica
Dopo la valutazione dell'attivita antimicrobicarpmezzo dell’agar spot test e

del well diffusion method, le prove svolte hanrmguardato:

» [identificazione dei ceppi, eseguita sia con safgichimico-fisiologici che

tramite il sequenziamento della regione 16S rDNA,;

Sono state, inoltre, determinate sui supernatietiilda cellule (CFS):

* lo spettro di attivita;

» ['esclusione dell'inibizione dovuta a batteriofdigici;

e ['unita arbitraria (UA / ml);

* Tlinfluenza del calore;

* linfluenza del pH;

* linfluenza degli enzimi;

* linfluenza dei tensioattivi e dei sali;

» la stabilita delle batteriocine nel tempo;

» la produzione delle batteriocine a diversi tempeenperature;

* la produzione delle batteriocine su diversi teresghi differenti pH iniziali;

» |'effetto dei componenti del mezzo sulla produzioledle batteriocine;

» la crescita del microrganismo test in presenzadwtteriocine;

» lariduzione delle cellule vitali del mo targetgresenza delle batteriocine;

* |'adsorbimento delle batteriocine sui microrganisnsibili;

* linfluenza del pH e della temperatura sull’'adsarbito;

« ['effetto dei sali inorganici e dei composti orgairsull’ adsorbimento;

* la parziale purificazione delle batteriocine;

* la determinazione della loro dimensione per mezzoahe-SDS-PAGE.
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Identificazione dei ceppi microbici

| ceppi isolati sono stati sottoposti alla colaoaz di Gram, alla prova della

catalasi ed allosservazione microscopica, risaltaGram positivi, catalasi negativi e

di forma coccica. Dopo le prove fenotipiche e fisgiche (Bridge and Sneath, 1983)

tutti i ceppi isolati sono risultati essefaterococcus faecium

L’identificazione ha riguardato:

1.

o bk~ 0N

colorazione di Gram;

prova della catalasi;

osservazione microscopica,;

prove di sviluppo a 45°C e 10°C in terreno M17 brot

sviluppo in M17 broth al 6,5 % di NaCl, incubat8@°C (per gli isolati a 30°C)
e a 37°C (per gli isolati a 37°C) per 48 h;

prove di fermentazione attraverso la produzion€@; in terreno liquido MRS
broth senza citrato con campanelle di Durham edbiazione a 30°C ed a 37°C
per 48 H;

prove di idrolisi dell'esculina, utilizzando lo s&o terreno impiegato per le
prove di fermentazione degli zuccheri addizionain 2g/l di esculina e 5g/l di
ammonio citrato;

prova di idrolisi dell'arginina saggiata in MRS kmnoaddizionato con 3 g/l di
arginina e con sodio citrato al posto del’lammaritaato;

le prove di fermentazione sono state realizzatizzeindo un terreno liquido
cosi costituito: peptone 1%; estratto di lievitd%; Tween 80 0,1%; KHPO,
0,2%; acetato di sodio 0,3%; citrato triammonico2%; solfato di magnesio
0,02%; solfato di manganese 0,005%; indicatore baasolporpora 0,004%.
Al terreno base e stata poi aggiunta una soluzstexiie all'1% dello zucchero
da testare. Gli zuccheri impiegati sopno stati:osib, salicina, ramnosio,
mannitolo, trealosio, melezitosio, melibiosio, nadlsio, xilosio, sorbosio,
arabinosio, cellobiosio. Le verifiche di fermentam sono state effettuate dopo
24 h, 48 h e 5 gg d’incubazione a 30°C ed a 37°€.réazione € stata
considerata positiva se il pH raggiungeva il putiteiraggio dell'indicatore (pH
5,2).
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Identificazione genetica dei ceppi microbici

Sui ceppi produttori di batteriocine, e stata tfigta I'analisi di sequenza
(sequenziamento parziale) del 16S r-DNA; a tal psitp e stato amplificato, tramite
reazione di PCR, un frammento del DNA genomico et I'utilizzo di primers
universali, che legandosi alle regioni fiancheggigermettono I'amplificazione della
regione al 5’ del 16S r-DNA.

Si e proceduto, dapprima, all’estrazione del DNénamicodi ogni singolo
isolato batterico con il metodo SDS-NaOH. Una siagcolonia microbica é stata
sospesa in 5QlI di soluzione di lisi (NaOH 0.05 M, 0.25% SDS). [@n1-2 minuti di
vortex, la sospensione e stata riscaldata a 95%C1peminuti e successivamente
centrifugata per 10 minuti a 14000 rpm. Il lisatst&to cosi diluito 1:10 in acqua milliQ
sterile (10ul di surnatante e 90l di H,O milliQ sterile) e posto subito in ghiaccio. La
diluzione cosi ottenuta é stata utilizzata nellziene di PCR, indicata di seguito.

| primer universali utilizzati sono 63F (5’CAGGCBACACATGCAAGTC) e
1389F (5’ACGGGCGGTGTGTACAAG) descritti dadongoh et al (2003) per
I'amplificazione di DNA totale di comunita. La rdame di amplificazione & stata

effettuata in un volume finale di 28:

Master-Mix 10,0ul
DNA 1,0ul
Primer 63F 2,9l
Primer 1389F 2,nl
H.O 9,0ul

| campioni cosi ottenuti sono stati trasferiti t@imociclatore BioRad-I Cycler con il

seguente programma di reazione PCR (Polymerase Reaaiction):

1. Denaturazionel20” 95°C
2. Amplificazione (35x): 60” 94°C, 30" 54°C, 30" 72°C
3. Estensione300” 72°C
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Al fine di verificare la presenza di amplificatiesproceduto quindi ad una corsa
elettroforetica di controllo su gel di agarosio%,8ontenente etidio bromuro (3 in
100 ml) per circa un’ora a 100V. La presenza dilbada di circa 1 Kb ha indicato che
I'amplificazione é avvenuta correttamente.

Il sequenziamento degli amplificati ottenuti etst@seguito presso il BMR
Genomics (Spin-off dell’Universita di Padova).

L'analisi e l'allineamento delle sequenze perttibtizione del genere o della
specie, € stata realizzata tramite il confrontoledeklative sequenze con quelle

disponibili nel database Gen Bar(kttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)utilizzando

I'algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997)disponibile in rete cosi come altri software
quali FASTA e CLUSTALW.

Sequenze con valori di similarita maggiori o ugal98%, rispetto a sequenze
di ceppi identificati presenti in GenBank, sono siderate come appartenenti alla stessa
specie. Nei ceppi analizzati, i livelli di omologigenuti significativi in questo studio
sono stati superiori del 98% con un numero di l@®@guato in relazione con le

informazioni presenti in banca dati.

Preparazione dei supernatanti

| supernatanti dei ceppi positivi sia allo spaittehe al well test sono stati
preparati partendo da colture microbiche lasciale@@are in MRS liquido a 3e€C per
24 h.

| supernatanti sono stati ottenuti (a) centrifudgafe colture (12,000 x g per 10
minuti a 4° C); (b) correggendo il pH 6.0 con NaQM per eliminare l'inibizione
della crescita dovuta agli acidi organici prodattal metabolismo microbico; (c)
sterilizzando per filtrazione con filtri con pori dimensione da 0.2gm in membrana
idrofila Durapore (PVDF) a basso legame per legingt, Millex-GV, Millipore; (d) ed
infine sottoponendo i surnatanti ad un trattameatmico di 80°C per 10 minuti per
disattivare le proteasi eventualmente presentupesatanti cosi preparati, con pH
corretto e liberi da cellule, denominati CFS (célke supernatant), sono stati

immediatamente utilizzati oppure conservati a -Cpér diversi mesi.
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Spettro di attivita

L’attivita dei supernatanti € stata testata smumero di 52 ceppi microbici, tra i
quali 24 ceppi diL. monocytogenedi differenti gruppi sierologici, e diversi batter
Gram negativi tra cui undici ceppi &ialmonella(tabella 1). Nella stessa tabella sono
riportate le condizioni di crescita, intese conreciei e temperature, dei ceppi da testare.

Esclusione dell’attivita inibitoria dovuta a fagitici

Per rilevare la presenza di batteriofagi litichauporzione della zona chiara
d’inibizione e stata tagliata dalla piastra delpotstest. Il pezzo di agar é stato aggiunto
a 3 ml di brodo BHI e macerato con una bacchettzetip sterile. Il miscuglio e stato
tenuto a temperatura ambiente per 1 h. Una quahtit@Oul della sospensione e 100
del microrganismo indicatore (cresciuto per unaenat30°C in brodo BHI) sono stati
sospesi in 4 ml di soft BHI (0.75%) agar e versaiformemente su una piastra di BHI
agar ed incubati per una notte a 30(L€wus et al., 1991)

Calcolo dell’'Unita Arbitraria

Su delle Piastre Petri contenti 10 ml di agar acqil.2%), versati
precedentemente e lasciati asciugare sono sta@tvdl0 ml di BHI soft agar (0.75%)
contenente approssimativament€ GFU di L. monocytogeneg11 per ml. Entro al
massimo tre ore e comunque prima che abbia inizicfase esponenziale della
moltiplicazione microbica, sullo strato del BHI safjar sono state poste delle aliquote
di 10 pl di una diluizione seriale del supernatante pmedate sterilizzato per
filtrazione, trattato ad 80°C x 10' e con il pH mto a valori di 6.0. Dopo un
incubazione in aerobiosi per una notte a 37° Cidstpe sono state esaminate per gli
aloni d’inibizione.

E’ stato cosi possibile calcolare I'Unita Arbitearo Unita di Attivita per
millilitro (AU/ ml); una Unita Arbitraria e defina come il reciproco della piu alta
diluizione mostrante una chiara zona d'inibiziofieodorov and Dicks, 2005¢d e
“Arbitraria” perché i valori ottenuti, essendo fimze di diverse variabili
(microrganismo sensibile, terreno, temperatura,ptemtc..), richiedono che vadano

sempre indicate le condizioni con le quali sonti stéenuti.
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L’attivita antimicrobica viene quindi espressaunita Arbitrarie per millilitro
(AU/mI) ) e viene calcolata con la formul&xa00, dove “a” rappresenta il fattore di
diluizione in base 2 e “b” l'ultima diluizione chgroduce una zona d’inibizione di
almeno 2 mm di diametro, mentre il 100 € il fattdreonversione (spot di 1) al fine
di poter esprimere il valore dellUA per ml, coma& adonvenzione. Il fattore di
conversione, che serve per riportare tutto al mtiavquindi a seconda della quantita di
surnatante utilizzata; sono stati utilizzati dinella tecnica appena descritta, ma anche
100ul (con fattore di conversione 10) con il well tedte e stato ugualmente realizzato.
| risultati ottenuti con le due tecniche sono statnfrontati, ottenendo lo stesso valore
di Unita Arbitraria.

L’attivita (espressa in UA/mL) e stata determinddgo 12, 24 e 36 h di crescita
dei microrganismi produttori, lasciati sviluppadaaemperatura di 21, 30 e 37°C in
MRS liquido; € stata rilevata oltre che su MRS anichBHI ed in SkimMilk dopo 24 h
a 30°C. LaL. monocytogeneall e servita come microrganismo test.

Effetto dei trattamenti col calore

E' stato valutato l'effetto della temperatura sulbatteriocine trattando i
supernatanti a 60, 70, 80, 90 e 14D, valutando l'attivita delle batteriocine per
ciascuna di queste temperature rispettivamente d6p@0, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 e 120 minuti. Le batteriocine sono anche s&dposte a trattamento di
sterilizzazione per 15 minuti a 121°C. Il superngdibero da cellule e non trattato &
stato utilizzato come controllo. L'attivita & statalutata con il well diffusion method

usando ld.. monocytogene&ll come microrganismo indicatore.

Effetto degli enzimi

Ad aliquote di un millilitro di CFS sono stati gignti separatamente, nella
concentrazione finale di 1 mg/ml, diversi enzimi festare I'effetto di ciascuno di essi
sulle batteriocine presenti nei surnatanti. Prired’abgiunta degli enzimi, le diverse
aliquote di surnatante sono state corrette ai velqvH ottimali per I'azione di ciascun
enzima. Dopo l'aggiunta degli enzimi, i CFS sonatissterilizzati per filtrazione ed

esposti per 2 h alla temperatura di 37°C. Sonoistaiegati i seguenti enzimi: catalasi
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(daAspergillus nige), papaina (d&arica papaig, pepsina (da mucosa gastrica suina),
pronase tipo XIV $treptomyces griseygproteinase KTritirachium albun), rennina
(bovina), tripsina, edr-amilasi (daAspergillus oryzae tutti della Sigma. Dopo la
digestione proteasica e dopo aver ricorretto ilgpkutte le aliquote al valore di 6.0, i
campioni sono stati sterilizzati per filtraziondrattati termicamente ad 80°C x 10' per
distruggere gli stessi enzimi proteolitici. Questposizione alle alte temperature serve
ad assicurare che le proteasi impegate nel test aidmiano eventuali effetti sul
microrganismo sensibile. E’ stata valutata I'atviesidua dei campioni, per mezzo del
well test ed utilizzando l&. monocytogeneg11 come microrganismo indicatore. Il
supernatante libero da cellule e non trattato t#® stidlizzato come controll¢ivanova et
al., 1988)

Effetto del pH

L'effetto del pH sulle batteriocine & stato testabrreggendo i campioni del
supernatante da pH 2 a pH 12 (con incrementi diumita di pH) con NaOH 1 M o con
HCI 1 M. Previa sterilizzazione per filtrazione,pdoessere stati incubati sia per 30
minuti sia per 2 h a temperatura ambiente, i campsono stati ricorretti a pH 6,
sempre con NaOH 1M oppure con HCI 1M, ancordligtaati per filtrazione e testati
per l'attivita antimicrobica, usando il well methedla L. monocytogene2l1 come

microrganismo sensibile.

Effetto dei tensioattivi e dei sali

In un altro esperimento € stata valutata l'inflzeenche determinati sali e
sostanze tensioattive hanno sulle batteriocineecaté nei supernatanti. A diverse
aliquote di CFS sono stati aggiunti separatameNteaourylsarcosine (sale sodico,
tensioattivo anionico, L5125-Sigma), NaCl , Sodidadecyl sulphate (SDS-detergente
anionico, L6026-Sigma), Triton X-100 (tensioattivon ionico, T9284-Sigma), Tween
20 (detergente non ionico, P-9416-Sigma), Twee(téioattivo non ionico, Sigma)ed
Urea (U-0631-Sigma) ad una concentrazione finaldd%e (p/v). Aliquote di CFS non
trattate e soli detergenti alla stessa conceminaziel 1% p/v sono stati utilizzati come

controllo. Dopo l'aggiunta dei detergenti, tutticampioni sono stati sterilizzati per
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filtrazione con i filtri indicati precedentementacubati alla temperatura di 37°C per 5
h e quindi saggiati per I'attivita antimicrobicarpaezzo del well diffusion method nei

confronti dellaL. monocytogeneal].

Stabilita delle batteriocine nel tempo

| supernatanti contenenti le batteriocine sont staubati a 25°C per 72 h. Lo
scopo era quello di monitorare se le proteasi, texadmente prodotte dai ceppi Hi
faeciume quindi presenti nei surnatanti potessero aveaequalche attivita degradativa
nei confronti delle batteriocine. L'attivita antionbbica e stata monitorata ad intervalli

regolari di 12 h sempre con lo spot test secormtoReenen et al. (1998)

Produzione delle batteriocine a diversi tempi enfgerature

Il livello di attivita delle btteriocine, espresso Unita Arbitrarie od Unita di
Attivita, & stato determinato alla 12°, alla 24°ath 36° h di crescita delle colture in
brodo MRS (Oxoid), lasciate sviluppare a tre dieeiesmperature di 21, 30 and 37°C.
Come microrganismo test e stato utilizzato la L.nowytogenes 211. Il livello di
attivita €& stato rilevato con la tecnica dellagspot test, come gia descritto

precedentemeni{®'an Reenen et al., 1998)

Produzione delle batteriocine in differenti terrewii crescita

| ceppi diE. faeciumdopo essere stati lasciati a crescere per 18 lo st
inoculati (2%, v/v) in tre diversi terreni liquidii crescita, rispettivamente in MRS, in
BHI ed SKIM MILK (10%, w/v,) tutti dell’ Oxoid. Sno stati incubati a due differenti
temperature a 3C e 37C, senza agitazione per 24 h. | valori di UA/m| cstati

ottenuti impiegando lo spot test ellamonocitogene®11 come batterio bersaglio.

Curva di produzione delle batteriocine in MRS

Ciascun ceppo produttore é stato inoculato (2%308 ml di brodo MRS e
lasciato sviluppare a 30°C per 27 h. Sono statgweBeprelievi orari per seguire
'andamento della crescita microbica (OD at 600mma variazione del pH mentre la

produzione della batteriocina (UA/mL) é stata mowr@ta con controlli ogni tre ore.
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Produzione delle batteriocine a differenti pH in&i di crescita

In un altra prova € stata determinato l'effettd del iniziale nel mezzo di
crescita sulla produzione delle batteriocine. Il gittinque diversi volumi di 300 ml di
terreno MRS liquido é stato corretto con HCI 6Mpoge con NaOH 6M,
rispettivamente, a pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 e 7.0ueassivamente autoclavato. Dopo il
trattamento di sterilizzazione in autoclave, seesseario, il pH e stato corretto con HCI
1M oppure con NaOH 1M sterile. Ciascuna beutaatashoculata con il 2% (v/v) di
una brodo coltura dei ceppi di E. faecium, crescper 18 h ed stata incubata a 30°C
per 24 h, senza agitazione. Con cadenze orariestationonitorati le variazioni del pH
e la produzione delle batteriocine, espresse coAlenl) cosi come descritto per il test

precedente. Tutte le prove sono state eseguitglo.t

L’effetto della composizione del mezzo di cres@tdla produzione delle
batteriocine

Al fine di valutare l'influenza dei costituenti dsubstrati per la crescita
microbica sulle relativa produzione di batteriogineeppi diE. faeciumsono stati fatti
sviluppare in 10 ml di brodo MRS (Oxoid) per 18 B®@C, le cellule sono quindi state
raccolte per centrifugazione (10.000gx 10min, 4C), ed il pellet ricavato e stato
risospeso in 10 ml di acqua peptonata sterile. Bt sospensione cellulare sono stati
prelevati quattro ml che sono stati utilizzati peoculare al 2% (v/v) 200 ml dei
seguenti terreni appositamente preparati (comeanalin tabella 2):

(a) diversi MRS liquidi(De Man et al., 196Qpreparati senza fonti proteiche, che
sono stati singolarmente integrati con I'aggiuniapettivamente, di una sola delle
seguenti componenti azotate: triptone (20.0g/Lixaé® di carne (20.0g/L), estratto di
lievito (20.0g/L), triptone (12.5g/L) piu estrattib carne (7.5g/L), triptone (12.5g/L) piu
estratto di lievito (7.5g/L), estratto di carne QL) piu estratto di lievito (10.0g/L), od
una combinazione di triptone (10.0g/L), estrattacaine (5.0g/L) ed estratto di lievito
(5.0g/L);

(b) MRS liquido (Oxoid), cioe con 20.0g/L di D-glucose diversi MRS liquidi,

preparati senza carboidrati, che sono stati simg@ate integrati con I'aggiunta,
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rispettivamente, di uno solo dei seguenti zucchespettivamente: 20.0g/L di D-

mannitolo, mannosio and ramnosio;

(d) diversi MRS liquidi, preparati come al punto prdente ai quali sono stati
singolarmente aggiunti, rispettivamente, dosi a@ascdi uno solo dei seguenti
zuccheri, rispettivamente: da 5.0 a 50.0g/L di ghic oppure di lattosio come sole

fonti carboniose;

(e) MRS liquidi preparati in assenza o con dosi cneicda 2.0 a 10.0g/L,
rispettivamente di dipotassio-idrogeno-fosfato,HROsy e di potassio-diidrogeno-
fosfato (KHPQOy) 0 la combinazione di 2.0g/L di;KPO, con 2.0g/L KHPQy;

(f) brodi MRS integrati con dosi crescenti da 2.0 #@AL di glicerolo;
(g) MRS liquidi con e senza solfato di magnesio-MgSO
(h) MRS liquidi con e senza solfato di manganese-MnSO

() MRS liquidi senza od integrati con 2.0g/L e 4.0gliLcitrato triammonico;
MRS liquidi senza od integrati con 5.0g/L e 10.0d/ldi acetato di sodio ed infine

(j) brodi MRS senza od integrati con Polysorbate 82e@n 80) da 1.0 a 5.0g/L.

Tutte le colture sono state incubate 4@@er 24 h e sono stati monitorati i livelli di
attivita delle batteriocine, utilizzando ld.isteria monocytogenes211 come
microrganismo sensibile nello spot test secon@dm Reenen et al. (1998Jutti gli

esperimenti sono stati fatti in triplo.

Crescita del microrganismo test in presenza debli¢tériocine

In questa prova, 20 ml del supernatante contenlantmtteriocina (pH 6.0), previa
sterilizzazione per filtrazione con filtri da 0.20n, (Minisart®, Sartorius) sono stati
aggiunti a 100 ml di brodo coltura tisteria monocytogene®ll, alla terza ora della
fase di crescita (Ofgo= 0.1 — 0.2). L’incubazione e stata fatta in Biduido (Oxoid) a
37°C. Ad intervalli di ogni ora sono state eseguitelddure di densita ottica allo

spettrofotometro ( BioPhotometer, Eppendorf) a 880 per 12 h.
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Determinazione della riduzione delle cellule vitatlel microrganismo

target in presenza delle batteriocine

Brodo colture all'inizio della fase stazionaria (h$ del ceppo sensibile dli.
monocytogeneg11 sono state raccolte per centrifugazione (50@) % min, 4 °C),
lavate per due volte ed infine risospese in 10usdndo soluzione salina sterile sia per i
lavaggi che per la risospensione. Le sospensiethilari cosi ottenute sono state
miscelate ad uguali volumi di surnatanti contendeti batteriocine, previamente
sterilizzati per filtrazione. Si € quindi proceduwtita conta per spatolamento, su piastre
di BHI agarizzato, delle cellule vitali presentirpa e dopo un incubazione per 1 h a 37
°C. Sospensioni cellulari di. monocytogene®11 alle quali non sono state aggiunti i
surnatanti contenenti le batteriocine sono secwaithe controllo.

Adsorbimento delle batteriocine sulle cellule tatge

Per lo studio dell’adsorbimento delle batteriocsédle cellule bersaglio si e
applicata la metodica descritta Wadirim et al. (2002) Sono stati utilizzati i seguenti
ceppi microbiciL. monocytogene®l1,L. monocytogene837,L. monocytogene§20,
L. sakeiATCC 15521 ancE. faeciumATCC 19443), che sono stati incubati per una
notte in brodo BHI broth a 3 e quindi centrifugati ad 8.000gx per 15 min a%C. Le
cellule raccolte sono state lavate due volte inpame fosfato 5SmM sterile e risospese
nello stesso tampone ad un OD a 600 nm di circallopo una correzione del pH al
valore di 6.5 con NaOH 0.1M sterile, ogni sospemsioellulare € stata miscelata con
un volume uguale di surnatante contenente le mttee (pH 6.5), ed incubata a’&7
per 1 h. Si & quindi proceduto alla rimozione dekéule (8000 xg, 15 minuti, 25C)
ed alla determinazione dell'attivita delle battenm® non legate ancora presenti nel
supernatante con la tecnica dello spot test secdfao Reenen (1997)Tutti gli
esperimenti sono stati fatti in doppio.

La percentuale di adsorbimento delle batteriocimkée scellule sensibili viene

calcolata applicando la formula seguente:

% adsorbimento = 100 —2[‘8//72& x 100]
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dove AU/mLy si riferisce all'attivitd della batteriocina dopb trattamento, mentre
AU/mLy indica lattivita nativa, prima del trattamento.

L'influenza del pH e della temperatura sull’adsoniento delle

batteriocine
| surnatanti contenenti le batteriocine e con pHetto a 6.0, sono stati aggiunti

alla L. monocytogene211 come descritto precedentemente, e quindi atcyler 1 h
rispettivamente a 4, 25, 30 e°B7al fine di valutare I'effetto della temperatunagntre
sono stati incubati alla temperatura dP@GGna con valori di pH di 4.0, 6.0, 8.0 e 10.0,
per testare, appunto, l'effetto del pH. Le cellaeo state raccolte (8000gxper 15
minuti a 25C) ed dopo aver ricorretto, nel caso dell’esperimeer I'influenza del pH,

il potenziale idrogenionico al valore di 6.0 conOd 0.1M sterile, e stata determinata
I'attivita antimicrobica dei surnatanti come déisarnel test precedente. Anche questo

test é stato fatto in doppio.

L’effetto dei sali inorganici e dei composti orgasiisull’ adsorbimento

delle batteriocine sulle cellule bersaglio

Per realizzare questo test, cellule Ldi monocytogene211 preparate come
indicato nell’esperimento sull’adsorbimento delktbriocine sulle cellule target, sono
state trattate rispettivamente con Tween 20, Tv8emMNaCl, Sodium dodecyl sulphate-
SDS, disodio-idrogeno-fosfato (BHPQOs) e sodio-diidrogeno-fosfato (NaPiQOy) tutti
ad una concentrazione del 1% (p/v). Dopo una cmezdel pH al valore di 6.5 con
NaOH 0.1M sterile, ogni sospensione cellulare &gtascelata con un volume uguale
di surnatante contenente le batteriocine, ed irteubar 1 h a 3IC. Le cellule sono state
allontanate (8000 g, 15 minuti, 25C) ed é stata determinata I'attivita delle batigirie
non legate ancora presenti nel supernatante cafieaio nei saggi precedenti. Tutti gli

esperimenti sono stati fatti in doppio.

Isolamento e parziale purificazione delle batterine

| ceppi produttori sono stati fatti crescere ilitrb di terreno MRS a 30°C per 24
h. Le cellule sono state rimosse per centrifugazid®.000 x g, 10 minuti, 4°C), il pH
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by

del supernatante é stato corretto al valore did®® NaOH 1M e sterilizzato per
filtrazione con filtri  Millex-GV, Millipore da 0.2 um a basso legame per le proteine
(PVDF membrana Durapore)e Batteriocine sono state precipitate con ammonio
solfato (purezza 99%, Carlo Erba) ad una concepntrazinale del 50 %, lasciando in
agitazione il surnatante a 100 rpm alla temperadudC per 4 h. Il precipitato e stato
raccolto per centrifugazione (12.000 x g, 1 h, 4¥0kpeso in ammonio acetato 25 mM
(pH 6.5) in un rapporto di 1:10 del volume origmal dializzato in acqua MilliQ sterile

a 4°C per 24 h, usando membrane da dialisi con geori-kDa (Spectrurnc., CA,
USA).

Dopo la dialisi i campioni sono stati centrifugétD.000 x g, 10 minuti, 4°C),
risospesi in acqua milliQ e deidratati in liofileore centrifugo Speed-Vac; questo
preparato grezzo e stato conservato a — 20°C.

La parziale purificazione della batteriocine o comue |'ottenimento
dell’estratto proteico grezzo attraverso la preagione con solfato di ammonio, € la
metodica maggiormente utilizzata data la minorereggivita di questo composto,
rispetto ad altre utilizzate per la precipitaziamgenerale di substrati proteici.

In questo lavoro, l'estratto proteico grezzo, atstanche ottenuto attraverso
'uso di concentratori centrifughi Amicon della NMgore, con membrana in cellulosa
rigenerata a basso legame per le proteine, comsiitagyli molecolari a 30 kDa, 10 kDa

e 3 kDa ed in grado di concentrare il volume inez@i 200 volte.

Determinazione della dimensione in Tricine SDS-PAGE

| retentati dei diversi cut-off a 30, 10 e 3 kb@nché I'eluato del 3 kDa, tutti
ottenuti con i concentratori centrifughi sono statilizzati per una prima stima della
dimensione dei peptidi attivi; per questo @i ciascune frazione e di ciascun ceppo
produttore, sono stati posti su una piastra petrtenente 10 ml di strato di brain heart
infusion (BHI) agarizzato contenente lla monocytogene211 come microrganismo
indicatore. Le piastre sono quindi state postenadbare alla temperatura di 37°C per
una notte e quindi osservate per gli aloni d'inite.

Per stimare la dimensione delle molecole delléebatine, 10ul dell’estratto

proteico grezzo dializzato, ottenuto per precipiae con il solfato d’'ammonio, e stato
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separato in gel di tricina-sodio-dodecil-solfato D&-poliacrilamide (15%) per
identificare proteine a basso peso molecolare, cosie descrito d&cagger and von
Jagow (1987)usando un marcatore di peso molecolare standardimensioni da 2.35
a 46 kDa (Amersham International, UK).

Dopo elettroforesi, il gel e stato rimosso e &gliverticalmente in due parti.
Una meta contenente il campione ed il marcatogedo molecolare sono stati colorati
con Coomassie Brilliant Blue R250. L’altra meta del, non sottoposta a colorazione,
contenente il campione € stata immediatamentetdigsar 2 h con una soluzione di
isopropanolo al 20 % e di acido acetico al 10 %aata abbondantemente in acqua
milliQ per 5 h. Questa seconda meta é stata pestaaduna piastra petri e ricoperta con
15 ml di agar soft Brain Heart Infusion (BHI brgtiu 0.75% agar), contenente circa
10° cellule diL. monocytogene®11 come microrganismo indicatore. Dopo 12 h
d’'incubazione a 37°C, la piastra é stata esampataina zona d’inibizione di crescita,
per determinare la posizione e la dimensione datteriocina attiva nel gel, cosi come
descritto daBhunia et al. (1987)
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Capacita antimicrobica e spettro di attivita

La ricerca di stipiti microbici produttori di batiocine € stata effettuata utilizzando
come microrganismi testE. coli DSMZ 30083 L. monocytogene®SMZ 20.600,S.
choleraesuisceppo DSMZ 13772 &. aureusceppo DSMZ 20231 (figura 6,7); quattro
isolati con l'alone d’inibizione piu ampio sono ttaelezionati per ulteriori studi (figura
8,9). Nessuno dei quattro ceppi ha mostrato atiinibitoria nei confronti diE. coli
DSMZ 30083 S. choleraesui®SMZ 13772 €S. aureudDSMZ 20231 mentre tutti hanno
inibito lo sviluppo delld.. monocytogeneseppo DSMZ 20.600 (figura 10).

| quattro ceppi isolati, identificati comEnterococcus faeciumsia con le prove
fenotipiche-fisiologiche che attraverso I'analigl d16S r-DNA, sono stati indicati con le
sigle SD1, SD2, SD3 ed SDZ€ome descritto nei materiali e metodi, con l'insento
dell’enzima proteolitico pronasi all’interno del em® colturale di crescita (BHI), i ceppi di
E. faecuimhanno perso la capacita di inibirellanonocytogenegjuesto ha confermato la
natura proteica della sostanza antimicrobica (feidur,12).

Il supernatante libero da cellule dEll’ faeciumSD1 ha inibito la crescita dei
microrganismiE. faeciumSD3, E. faeciumATCC 19443,Lb. sakeiATCC 15521,L.
monocytogene$/2a, 1/2b, 1/2c e 4k, monocytogeneBSMZ 20.600,L. monocytogenes
IZPSS Salmonella entericaubspenteric, Salmonelldontevideo 28SalmonellaAgona
29, SalmonellaBrandenburg 32SalmonellaBrandenburg 33 8almonellaMadelia 34. I
supernatante dellE. faeciumSD2 ha mostrato profili d'inibizione similari, i@éndo i
ceppi di Enterococcus faeciun§D3, L. monocytogened/2a, 1/2b, 1/2c e 4bl.
monocytogene®SMZ 20.600,L. monocytogene$ZPSS Salmonella entericasubsp.
enteric, SalmonellaMontevideo 28 SalmonellaAgona 29,SalmonellaBrandenburg 32,
SalmonellaBrandenburg 33 &almonellaMadelia 34. Uno spettro di attivita diverso é
stato ottenuto dal ceppo SD3 Hi faeciumche ha inibitoE. faeciumSD1, E. faecium
SD2, L. monocytogened/2a, 1/2b, 1/2c e 4bl.. monocytogene®SMZ 20.600, L.
monocytogene$ZPSS Salmonella entericaubsp.enteric, SalmonelladMontevideo 28,
SalmonellaBrandenburg 32. PEE. faeciumSD4 é stato registrato uno spettro di attivita
meno ampio, avendo inibito la crescita solo deipcap E. faeciumSD1 ed SD3L.
monocytogened/2b, 1/2c, 4b,L. monocytogene®SMZ 20.600 elL. monocytogenes
IZPSS (tabella 8)
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L’inibizione mostrata nei confronti dellasteria monocytogenesalle batteriocine
prodotte dai quattro ceppi &. faeciumsuggerisce che, dette batteriocine possano essere
ascritte nella classe IIA (batteriocine ad azioneti a.isteria) dello schema di
classificazione generale, con la presenza nella $bruttura del motivo YGNGV nella
regione conservativa N-terminale. La funzione detimo consenso YGNGV non € chiara,
dato che nel meccanismo di adesione delle batteeosulle membrane delle cellule
bersaglio, nelle prime fasi, intervengono intepazielettrostatiche fra i gruppi residui
positivi degli aminoacidi ed i gruppi fosfolipidiclella membrana carichi negativamente,
senza alcun coinvolgimento del motivo YGNGWdorov, S.D. 2009)La Pediocina PA-1
e la batteriocina piu caratterizzata all'internaydesto gruppéMarugg et al., 1992)

Da sottolineare I'azione d’inibizione mostrata dablatteriocine SD1, SD2 ed SD3
nei confronti di diversi ceppi ddalmonellapoiche, I'attivita contro batteri gram negativi €
un fenomeno abbastanza inusuale ed é stato rilestoper poche batteriocine, come
I'enterocine AS-48 ed MR99 rispettivmente prodottai ceppi diE. faecalis S-48
(Ananou et al., 2005¢d MR99 (Sparo et al., 2006)e I'enterocina 012 prodotta dall’
Enterococcus gallinarunfJennes et al., 2002)Anche una batteriocina prodotta da un
ceppo diLactobacillus plantarumisolato da molassa, ha mostrato di possederatattiv
contro A. baumannii(Todorov and Dicks, 2005)cosi come e stata riportata attivita
antimicrobica nei confronti di specie batterichargrnegative per la batteriocina ST4SA
prodotta d&&. mundtiiST4SA(Knoetze, et al., 2008)l peptide ST4SA si differenzia dalle
batteriocine della classe lla poiché é attivo amri@r pneumoniaed altri batteri Gram
positivi isolati dall'orecchio medio, mentre ancleeenterocine della classe lic, 50LA e
50LB prodotte ddnterococcus faecium50, sono attive contr§. pneumoniaéCintas et
al., 2000)

La forte attivita mostrata dalle batteriocine SCED2, SD3 ed SD4 contro la
Listeria monocytogenepotrebbe avere un effetto positivo sulla sicureahanentare
qualora i relativi ceppi produttori venissero ingaé come colture starter o come co-
colture nei processi di produzione dei formaggis&itolinea il fatto che le batteriocine
non presentano effetti inibitori significativi suglltri batteri lattici, aspetto questo molto
importante per non inibire la crescita delle altadture starter utilizzate nella fase di

caseificazione.
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x 10000 Zem ——————— - Z0KU Smm
#19994 LISTERIA UNIV .S5ASSAR I

x 10000 T — Z0KU Smm
#19994 ESCHERICHIA UNIV .S5ASSAR I

B)

Fig. 6 - Foto al SEM di alcuni microrganismi testai) L. monocytogeneddSMZ
20.600;B) E. coli. DSMZ 30083
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2rem ————————— 20k Smm
STAPHTYLO UMIV .SAaS5SAaRI1I

10000 Z2rem ———————— 20k Smm
#19994 SALHONELLA UMIV .SAaS5SAaRI1I

B)

Fig. 7 -Foto al SEM di alcuni microrganismi testai} S. aureuSMZ 20231
B) Salmonella choleraesuiBSMZ 13772.
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10000 20k Tmm
#1999 UHMIUV . SAa55AaR1
CEPPO SD1

X

. &
' ; CEPPO SD2 S 3
10000 Z0kU Tmm
#1999 UHMIUV . SAa55AaR1

Fig. 8 -Foto al SEM dei ceppi dinterococcus faeciu®D1 ed SD2
produttori di batteriocine.
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x 10000 ) ' T 20KU 16mm
#19004 UMIV .SASSARI
CEPPO SD3

10000 2prm —  CEFPPO'SD4 20KV Tmm

H#H19994 CAaHP .159 UNHIWV .S5A55ARI

Fig. 9 -Foto al SEM dei ceppi dinterococcus faeciu®D3 ed SD4
produttori di batteriocine.
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Ceppo SD3 Ceppo SD4

Fig. 10 - Spot test su BHI con evidenti gli aloni di iniltine dei ceppi produttori
nei confronti dL.. monocytogend3SMZ 20600.
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Fig. 11 -Spot test su BHI Agar. Piastra sx con Pronasesachel mezzo di crescita,;
piastra dx preparata senza Pronase. Ceppo SDQ0Oexeppo SD2 ex 102.

Fig. 12 -Spot test su BHI Agar. Piastra sx con Pronasesachel mezzo di crescita;
piastra dx preparata senza Pronase. Ceppo SD3%exeppo SD4 ex 159.
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Tabella 8 Spettro di attivita antibatterica delle battemecSD1, SD2, SD3 ed SD4

Microrganismi test media TempSD1 SD2 SD3 SD4

(°C)  Alone Alone Alone Alone
(mm) (mm) (mm) (mm)

Bacillus cereusATCC 11778 BHI 37 0 0 0 0

Bacillus mycoided4 BHI 37 0 0 0 0

Enterobacter aerogenes BHI 37 0 0 0 0

ATCC 13048

Enterococcus faeciudDl MRS 30 0 0 17 10

Enterococcus faeciul@D2 MRS 30 0 0 10 0

Enterococcus faeciui@D3 MRS 30 17 16 0 9

Enterococcus faeciudb4 MRS 30 0 0 0 0

E. faeciumATCC 19443 MRS 30 8 0 0 0

Escherichia colATCC 8739 BHI 37 0 0 0 0

E. coliDSMZ 30083 BHI 37 0 0 0 0

Lb. sakeiATCC 15521 MRS 30 9 0 0 0

Listeria monocytogene3s BHI 37
Listeria monocytogene&9 BHI 37

L. monocytogeneR01, 4b BHI 37 18 19 15 0
L. monocytogenek03, 1/2a  BHI 37 20 15 11 0
L. monocytogeneR04, 1/2a  BHI 37 21 22 8 0
L. monocytogene’ll, 4b BHI 37 17 12 10 4
L. monocytogene®02, 4b BHI 37 15 12 10 0
L. monocytogene$08, 1/2c  BHI 37 20 18 12 0
L. monocytogene409, 1/2a  BHI 37 21 18 17 0
L. monocytogene$?2, 1/2c  BHI 37 18 15 12 0
L. monocytogene$26, 1/2b  BHI 37 20 18 12 0
L. monocytogenes06, 1/2a  BHI 37 15 15 12 0
L. monocytogene®03, 1/2b  BHI 37 21 18 12 0
L. monocytogene®07, 1/2b  BHI 37 22 23 17 5
L. monocytogened?0, 4b BHI 37 18 15 16

L. monocytogenes 637, 1/2c BHI 37 17 20 15
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L. monocytogeneg03, 4b BHI 37 16 18 10 0
L. monocytogenegdd9, 1/2a  BHI 37 22 20 12 0
L. monocytogenegll, 1/2c  BHI 37 23 18 10 0
L. monocytogenegl2, 1/2c  BHI 37 20 20 10 0
L. monocytogeneg?4, 4b BHI 37 20 19 10 0
L. monocytogenddSMZ BHI 37 20 20 12 4
20.600

L. monocytogend@PSS BHI 37 18 19 10 5
L. monocytogeneScottA BHI 37 0
Listeria seeligeril3 BHI 37 0
Listeria welshimeril2 BHI 37 0
SalmonellaAgona 29 BHI 37 11 10 0 0
SalmonellaAnatum 30 BHI 37 0 0 0 0
SalmonellaBraenderup BHI 37 0 0 0 0
H9812

SalmonellaBrandenburg 32  BHI 37 10 9
SalmonellaBrandenburg 33  BHI 37 13 14 0
Salmonella choleraesuis BHI 37 0 0 0 0
DSMZ 13772

Salmonella entericaubsp.  BHI 37 15 16 9 0
enteric31

Salmonella enteritidiATCC BHI 37 0 0 0 0
13076

SalmonellaHeidelberg 27 BHI 37 0 0 0 0
SalmonellaMadelia 34 BHI 37 8 9 0 0
SalmonellaMontevideo 28 BHI 37 12 14 6 0
Staphylococcus aureus BHI 37 0 0 0 0
ATCC 6538

S. aureusATCC 25923 BHI 37

S. aureuATCC 29213 BHI 37

S. aureuPDSMZ 20231 BHI 37 0 0 0 0
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Esclusione dell’attivita inibitoria dovuta a fagitici

Si puo chiaramente escludere che l'inibizionedgguta all’attivita di batteriofagi
litici, poiché la formazione delle “placche” fagehnon e stata rilevata ed il test di
sensibilita agli enzimi proteolitici ha mostratoratura proteica delle sostanze inibenti lo
sviluppo dei microrganismi sensibili. Inoltre, € bin ulteriore conferma con i risultati del
test di resistenza ai trattamenti termici, poichich® dopo essere stati sottoposti a
temperature sicuramente proibitive per i fagi, pewatanti dei quattro ceppi in esame

hanno conservato l'attivita antimicrobica.

Calcolo dell’Unita Arbitraria

Come gia detto nella parte riguardante i mateeatietodi I'attivita antimicrobica
viene espressa in Unita Arbitrarie o Unita di wita per millilitro (AU/ml) ); una Unita
Arbitraria € definita come il reciproco della m@ita diluizione mostrante una chiara zona
d’inibizione (Todorov and Dicks, 2005)

L'Unita e “Arbitraria” perché il suo valore dipeadda tanti parametri quali la
composizione del mezzo di crescita, la temperatgra tempi di esposizione, il pH del
mezzo, la sensibilita del microrganismo sensibds,., e quindi piu in generale dalle
condizioni sperimentali adottate.

L’attivita (espressa in UA/mL) é stata determinakapo 24 h di crescita dei
microrganismi produttori in MRS liquido (Oxoid) &%, mentre la L. monocytogenes
211 e servita come microrganismo test. Il calcatbedUnita Arbitrarie, sia con la tecnica
dell'’ agar-well-test sia con il metodo dell’agamsipest, quest’ultimo eseguito cosi come

descritto da/an Reenen et al. (1998)a fornito gli stessi valori.

| ceppi diEnterococcus faeciur8D1 ed SD2 hanno fatto registrare i piu alti vialor
di attivitd con 51.200 UA/ml alle 24 h, dopo avephcato la formula %100, dove “a”
rappresenta il fattore di diluizione in base 2 &l'tltima diluizione che produce una zona
d’inibizione di almeno 2 mm di diametro, mentrd @0 ¢ il fattore di conversione (spot di
10 ul) al fine di poter esprimere il valore dellUA petl. Nel caso delle batteriocine SD1
ed SD2 applicando la formula appena descritta @vo 2 x 100 = 25600 UA/mI. Il
ceppo diE. faeciumSD3 ha segnato valori di attivitd di 3200 UA/mialala 2 x 100,
mentre il valore pill basso di attivitd & statoaigcato con il ceppo SD4 dové 2 100 =
800 UA/mI (Figura 13).
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Fig. 13 -Unita arbitraria dei 4 ceppi produttori, in MR3a&4° h .
LaL. monocytogene®ll e stata usata come microrganismo test.
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Effetto dei trattamenti col calore

Le batteriocine SD1 ed SD2 si sono dimostrateilerpsistenti agli effetti del
calore, conservando una certa attivita dopo essite sottoposte alla temperatura di
100°C per 120 minuti ed anche dopo il trattamentsterilizzazione a 121°C x 15’; la
batteriocina SD3 ha conservato lattivita quandsiada sottoposta a trattamento di 100°C
per un tempo di 2 ore, ma é stata disattivatardttbimento di sterilizzazione.

Infine la batteriocina SD4 era ancora attiva daadtamento di 100°C x 30’ ma € stata
disattivata dopo i 40’ (Figure 14, 15, 16, 17).

L’enterocine 1071A e 1071B prodotte &aterococcus faecaliBFE 1071 sono
resistenti ai trattamenti termici fino a 100°C p&0 minuti e conservano
approssimativamente il 50% dell’attivita antibatie dopo sterilizzazione per 15 minuti a
121°C (Balla et al., 2000) Anche per I'enterocina P lattivita € rimastabs& dopo
trattmento termico dell’ estratto libero da cellpker 60 minuti a 100°C, o per 15 minuti a
121°C(Arlindo et al., 2006)

Per quanto riguarda I'enterocina MR99, batteriacprodotta daEnterococcus
faecalisMR99, I'attivita non ha subito variazioni con trattamefiio a 90°C per 30 minuti
mentre si e ridotta del 50 % dopo 30 minuti a 1008C & raggiunta la completa in
attivazione in autoclave a 121°C per 15 nfparo et al., 2006)Anche nel caso della
enterocina M, batteriocina prodotta Haterococcus faeciurAL41 le temperature di 60,
80 e 100°C impiegate per la durata di 1 h non hanaodificato I'attivita.

L'enterocina HJ35 prodotta nerococcus faeciunHJ35 ha mostrato di essere
relativamente stabile, conservando I'attivita quaedstata trattata 100°C per 30 minuti.
Risultati simili di resistenza al calore sono stéivati per diverse batteriocine prodotte sia
da ceppi diLactobacillusche diLactococcusja Lattocina NK24, prodotta da lactis, ha
perso 87.5% della sua attivita dopo 30 minuti a<lD@d e stata completamente inattivata
dopo 15 minuti a 124C (Lee and Paik., 2001)

La stessanisina, prodotta da.. lactis WNC20, e stata inattivata dopo un
trattamento di sterilizzazione classica per 15 mii21-C, mentre la Bozacina B14
prodotta dd._. lactis ha perso I'attivita antimicrobica quando e staa#tata per 10 minuti a
90-C (lvanova et al., 2000)
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Fig. 14 -Conservazione dell’attivita antimicrobica dellatbaocina SD1dopo
esposizione alla temperatura di 100°C per tefivarsi.

Fig. 15 -Conservazione dell’attivita antimicrobica delldtbeaocina SD2 dopo
esposizione alla temperatura di 100°C per tafivarsi.
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Fig. 16 -Conservazione dell’attivita antimicrobica dellatbaocina SD3 dopo
esposizione alla temperatura di 100°C per tefivarsi.

Fig. 17 -Conservazione dell’attivita antimicrobica dellatbaocina SD4 dopo
esposizione, per tempi diversi, alla temperatu@0€C per la piastra a sinistra
ed a 100°C per la piastra a destra .
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Effetto degli enzimi

Le batteriocine SD1, SD2 ed SD3, a conferma della natura proteica, sono
risultate sensibili ed hanno mostrato una completidvazione quando sono state
sottoposte all’azione dei diversi enzimi proteolitiestati, papaina, pepsina, pronase tipo
XIV, proteinase K, rennina (bovina) e tripsina; datalasi non ha influito sull'attivita
escludendo cosi l'acqua ossigenata tra le possidilse dell’inibizione, mentre I'azione
della a-amilasi ha portato alla perdita totale dell'attlvi suggerendo che le quattro
batteriocine siano glicosilate e che quindi nettattura del complesso molecolare oppure
della molecola attiva siano presenti degli zucchlaricui idrolisi porta ad una perdita
dell’attivita antimicrobica.

Diverso e stato il comportamento della SD4 cheéaéasdisattivata dal pronase e
dalla tripsina, ma ha mostrato solo una riduzicaeziple nei confronti di proteinasi I§;
amilasi, papaina, pepsina e chimosina; la catal@siha mostrato alcun effetto, escudendo
cosi l'azione dell'acqua ossigenata (Figura 18).batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4
potrebbero, quindi, appartenere al IV° gruppo dslbhema di classificazione generale
delle batteriocindKlaenhammer, 1988)La maggior parte delle batteriocine, secobao
Vuyst and Vandamme (1994dno dei polipeptidi e ad oggi sono state descsito poche
batteriocine che sono un eccezione a questa regole di conseguenza rientrano nella
IVe classe(Klaenhammer, 1988)

Tipici esempi di batteriocine sensibili alfamilasi sono la Leuconocina S, prodotta
da Leuconostoc paramesenteroid@sewus et al., 1992¢ la carnocina 54, prodotta da
Leuconostoc carnosufiiKkeppler et al., 1994) attivita della Pediocina PA-1 non risulta
influenzata da trattamenti con catalasi e lisozimentre viene persa dopo incubazione con
enzimi proteolitici come tripsina, papaina, chinymma, proteasi IV, proteasi XIV,
proteasi XXIV e proteinasi KRay et al., 1989)Le batteriocine prodotte da diverse specie
di Pediococchi mostrano una certa resistenza aglime proteolitici; il trattamento delle
pediocine SM-1 e PD-1 con papaina, pepsina, t@psim-chimotripsina non ha avuto
effetto sull’attivita, mentre le due pediocine sornisultate sensibili all’azione della
proteinasi K(Anastasiadou et al., 2008a; Green et al., 1997)

La batteriocina T8 prodotta danterococcus faecium8, e risultata sensibile alla
proteinasi K, pepsina e pronase mentre il trattameon amilasi non ha avuto effetto
sull'attivita (De Kwaadsteniet et al., 2006)
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Fig. 18 -Test di sensibilita delle quattro batteriocineaai enzimi (1mg /ml, 37°C x 2h).
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Effetto del pH

Le batteriocine sono rimaste stabili dopo un terdpesposizione di 30" e di 2 h
alla temperatura di 37°C, con valori di pH comprdai 2 ad 11; tutte hanno invece
mostrato una riduzione dell’attivita a pH 12 (Figu9, 20, 21, 22).

L’Enterocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 sono quindi stestemente stabili in ampi
intervalli di pH. Queste caratteristiche sono ftifg@iadi diverse enterocine gia conosciute e
caratterizzate, quali I'enterocina (Aymerich et al., 1996)I'enterocina B(Casaus et al.,
1997) I'enterocina RCintas et al., 1997produced byE. faecium e I'enterocine 1071A e
1071B, prodotte d&. faecalis(Balla et al., 2000)

La batteriocina prodotta da. mundtii,denominata mundticina € risultata stabile
per 14 h a valori di pH da 1 fino a 18ennik et al., 1998mentre l'attivita della
mundticina KS prodotta d&. mundtiiceppo NFRI 7393won € stata marcatamente
influenzata dopo incubazione a 37°C x 30 minutabow di pH da 3 a 12ZKawamoto et
al., 2002) Valori simili sono stati registrati per le enteiree 1071A e 1071B, le quali non
sono state drasticamente influenzate da valorHdda 3 a 12. Nessuna attivita battericida
e stata rilevata per la batteriocina T8, una hattara prodotta d&. faeciumT8, quando
sottoposta a valori di pH 2 e {Re Kwaadsteniet et al., 2006)

L’E. mundtiiQU 2 produce la mundticina Qu 2, che mostra adtiuit un ampio
spettro di pH da 2 all ed un massimo di 12 800 WAdwntroLact. plantarumATCC
14917; ancora a pH 12, la batteriocina conserva unigttili 800 UA/ml(Zendo et al.,
2005)

La batteriocina sintetizzata dnterococcus faeciurhR/6 denominata enterocina
LR/6 non ha subito perdite nell’attivita nel randjepH tra 2.0 e 6.0, ma ha mostrato una
riduzione del 20 % a valori di pH di 7.0 ed 8Qumar et al., 2009)mentre la enterocina
HJ35 prodotta d&. faeciunHJ35 é stabile fra pH 3.0 e pH 9®hang Yoon et al., 2005)

Sono diverse le batteriocine da enterococchi dssipdono e conservano una certa
stabilita in ampi intervalli di pH anche a valostemi (pH 2 oppure 12); questa € una
caratteristica molto importante e deve essere aeimnugrande considerazione per una loro

applicazione come conservanti degli alimenti.
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Fig. 19 -Effetto del pH sull'attivita della batteriocina 2D
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Fig. 20 -Effetto del pH sull'attivita della batteriocina 8D
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Fig. 21 -Effetto del pH sull'attivita della batteriocina SD
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Fig. 22 -Influenza del pH sull'attivita della batteriocisD4.
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Effetto dei tensioattivi e dei sali

L’attivita delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed Siegh sembra essere influenzata
dall'azione dei diversi tensioattivi e dei salilazati nel test. Particolare attenzione
meritano N-Laourylsarcosine (sale sodico, tensiaathnionico, L5125-Sigma), Sodium
dodecyl sulphate (SDS-detergente anionico, L60288) e Triton X-100 (tensioattivo
non ionico, T9284-Sigma), perché manifestando &ssisi attivita inibitoria nei confronti
del microrganismo test “mascherano” I'eventualenalod’inibizione prodotto dalle
batteriocine (Figura 23).

Nessuno dei tensioattivi e dei sali impieagatian@rova ha annullato o ridotto
I'attivita delle batteriocine testate, come si @a@rdal confronto con il controllo presente in
ogni piastra. E’ invece evidente, particolarmerdgbeaaso della batteriocina SD4 un effetto
“somma” dell'attivitd della batteriocina stessa cdéazione inibitoria esplicata dai tre
tensioattivi citati in precedenza, N-LaourylsaroesiSDS e Triton X-100.

L’effetto del Tween 80 e stato inoltre osservatmfoontando i valori di UA/ml
ottenuti dai surnatanti ottenuti da colture micobl@ dei quattro ceppi dt. faecium
cresciuti su brodo MRS (Tween 80, 0.1%) e su MRSlifitato senza Tween 80; &
evidente I'apporto positivo dato dal Tween 80 neltaduzione delle quattro batteriocine
(Figura 24)

In letteratura si riporta che [lattivita della twiocina ST44AM non viene
influenzata dalla presenza del 1% di SDS, TweenT@@&en 80, Trion X-100, Triton X-
114, Urea, EDTA od NaCl. Risultati simili si sondtemuti con la plantaricina 423
(Verellen et al., 1998)a pediocina AcHBIswas et al., 1991)a lattacina BBarefoot and
Klaenhammer, 1984 la lattocina 705Vignolo et al., 1995) Anche l'attivita della
plantaricina C19 non é stata ridotta quando sofigpal trattamento con SDS oppure
Triton X-100 (Atrih et al., 1993) cosi come anche per la pediocina STI8dorov and
Dicks, 2005a) la enterocina EJ97 prodotta @a faecalisEJ97, la plantaricina ST31
(Todorov et al., 199% la bozacina B1dvanova et al., 2000)

Pantev et al. (2002)anno riscontrato che nel caso della enterocoi2@00, fra i
diversi tensioattivi testati SDS, Triton X-100, Teve 20, Tween 80, urea ed N-

laurylsarcosine, solo quest’ultimo inibiva 'atti&idella batteriocina.
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Soli tenattvi

Fig. 23 -Effetto dei tensioattivi e dei sali sulle divetsateriocine.
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SD2

SD3 SD4

Fig. 24 -L’effetto positivo del Tween 80 sulla produziornald batteriocine;
confronto tra MRS ed MRS modificato (senza tw&en
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Stabilita delle batteriocine nel tempo
L’attivita antimicrobica delle batteriocine € ritata stabile dopo che i surnatanti,
sono stati incubati a 25°C per 72 h; questo suggetiassenza di proteasi nei supernatanti

o0 la mancanza d’azione nei confronti delle battzne.

Produzione delle batteriocine a diversi tempi enfgerature

Dall’osservazione dei grafici (figura 25) si natfae la temperatura d’'incubazione di
21°C ha fatto registrare i piu bassi livellli dtigita per tutti e quattro i ceppi produttori;
nel ceppo SD3, il livello di produzione della batteina non & stato neppure rilevabile.
Nei ceppi SD1 ed SD4 alla temperatura sia di 30 @h87°C non vi e stata alcuna
differenza nel calcolo delle UA/ml al variare detlarata dell’incubazione; per il ceppo
SD1 sono state registrate 51200 UA/ml a 12, 24 ke, 3Gentre il ceppo SD4 ha marcato un
valore di 800 UA/ml sempre per gli stessi tempi.H.’faeciumSD2 ha fatto registrare la
massima produzione in assoluto tra tutti e quatteppi, con 102400 UA/ml ottenuto alla
temperatura di 37°C ed alla 36° h d’incubazione;slesso ceppo alla medesima
temperatura ma alla 12° ed alla 24° h, ed alla ezatpra di 30°C per tutti e tre i tempi di
rilevamento ha raggiunto 51200 UA/ml. La temperaiir30°C sembra la piu ottimale per
la sintesi della batteriocina SD3, che sia allali2ia alla 24° ha fatto registrare un valore
di attvita di 3200 UA/ml. Da notare, infine, che Batteriocina SD4 alla temperatura di
21°C ed alla 24° h d’'incubazione, ha ottenuto uoreadi 800 UA/ml, dato simile a quegli

conseguiti con le temperature di 30 e 37°C.
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Figura 25.Produzione espressa in UA/ml delle batteriocine $0Jagina precedente), SD2 (B),
SD3 (C) ed SD4 (D) a 12, 24, 36 h edvardi valori di temperatura di 21, 30 e 37°C.
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Produzione delle batteriocine in differenti terremd a diversi pH iniziali di

crescita

La produzione delle batteriocine & fortemente wij@mte da diverse variabili quali
il pH e la composizione del mezzo, la temperatueadurata d’'incubazione, etc.

Inoltre, i massimi livelli di attivita non sono sene correlati con la massa cellulare o con il
tasso di crescita del microrganismo produtt@fen et al., 1997; Bogovic-Matijasic and
Rogelj, 1998) Maggiori livelli nella produzione delle batterine si ottengono spesso in
condizioni differenti, di solito non ottimali, comad esempio temperature piu basse
rispetto a quelle richieste per I'optimum di svihgiTodorov and Dicks,. 2004; Parente et
al., 1994; Parente and Ricciardi, 1994; Mortveditlddaard et al., 1995; De Vuyst et al,
1996; Matsusaki et al, 1996; Krier et al, 1998; éast al, 2000; Todorov et al, 2000)

E’ stata rilevata la curva di produzione delletérdcine SD1 (fig. 26C, 27), SD2
(fig. 28C, 29), SD3 (fig. 30C, 31) ed SD4 (fig. 32%3) durante le 27 ore ad intervalli di 3
h, mentre con cadenza oraria sono state esegaita dettura della densita ottica che
'andamento del pH per i singoli ceppi produttoBIS(fig. 26 A-B), SD2 (fig. 28 A-B),
SD3 (fig. 30 A-B) ed SD4 (fig. 32 A-B). L’incubamie e avvenuta a 30°C in terreno
liquido MRS con 2% d’inoculo.

Tutte le prove di attivitd sono state condottdiaztando come microrganismo
sensibile laL. monocytogeneall.

Per quanto riguarda la crescita microbica dei cdpp. faeciumdurante le 24 ore,
e stata registrato un aumento della densita cedlulda 0.04-0.05 (Ofonm) ad,
approssimativamente, un valore di 2.7-3.0 (tenendmnsiderazione nel calcolo il fattore
di diluizione).

Sono stati registrati livelli di produzione dellatteriocine SD1 ed SDEG200
UA/mL) dopo 3 h di crescita in MRS liquido, menfyer i ceppi SD3 ed SD4 non € stato
rilevato alcun livello di attivita. Alla 6° h il yare di attivita e salito a 12800 UA/ml per i
ceppi SD1 ed SD2, mentre per la batteriocina SO8aiuto un livello di attivita di 1600
UA/ml e nessuna produzione per il ceppo SD4. Wvittidelle batteriocine SD1 ed SD2 ha
raggiunto rispettivamente le 51200 e le 25600 UAdopo 9 h d’incubazione, le 6400
UA/ml per il ceppo SD3 ed ancora nessuna produziemda batteriocina SD4. Dopo 12 h
di crescita le batteriocine SD1 ed SD2 hanno comdép i valori della 9° h mentre si
registra un calo per la SD3 con 3200 UA/ml; pebddteriocina SD4 é stata rilevata una
certa attivita di 800 UA/ml. Con eccezione per B2Sche registra 51200 UA/ml, il
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monitoraggio alla 24° h ha confermato i livelli giggistrati nelle prime 12 h, con 25.600
UA/ml per la batteriocina SD1, 3200 UA/ml per ldtbaocina SD3 e le 800 UA/ml per la
SD4. Nell'ultimo rilievo effettuato alla 27° h iiMello di attivita delle batteriocine SD1 ed
SD2 si € mantenuto costante con 51200 UA/mI, meh&reevidenziato un calo della
batteriocina SD3 con 1600 UA/ml e della SD4 com <0 UA/mI.

Sono stati riscontrati risultati simili anche aftre batteriocine, come ad
esempio la AMA-K prodotta ddl. plantarumAMA-K, un ceppo isolato dal’Amasi, un
latte fermentato dello Zimbaw@ odorov, 2008) In questo caso la massima produzione di
batteriocina AMA-K (25600 UA/mL) si e avuta dopo 29 e soltanto a temperature
d’incubazione di 30°C oppure %7, mentre bassi livelli di attivita (meno di 200 L)
sono stati riscontrati dopo 8 h, sempre in MRSitlqu La batteriocina AMA-K e un
metabolite primario. La crescita delplantarumAMA-K in diversi mezzi di crescita quali
BHI, M17, latte di soia € stata molto simile a daéh MRS.

Le produzioni della batteriocina ST151BRodorov and Dicks, 20Qp della
plantaricina Y(Bogovic-Matijasic and Rogelj, 1998 della batteriocina prodotta dal
acidilactici (Nel et al., 2001hanno fornito risultati simili.

La crescita dei ceppi di. faeciumSD1, SD2, SD3 ed SD# 37 g/l di BHI liquido
(Oxoid) ed in 50 g/l oppure 100 g/l di latte scrém@xoid) & stata molto simile a quella
riscontrata in MRS liquido (Oxoid) (fig. 26 A, 28,80 A, 32 A). Lo sviluppo microbico
in BHI liquido con valore iniziale di pH corretto@5 ha prodotto un attivita di 25.600,
12.800, 200 e 200 UA/mL rispettivamente per le dyagtine SD1, SD2, SD3 ed SD4
(tabella 9). Dall’osservazione della tabella sineei che la batteriocina SD1 raggiunge, in
BHI con pH corretto a 6.5, gli stessi livelli diigita riscontrati in brodo MRS sia a pH 6.0
che a pH 7.0 (25.600 UA/mI); la batteriocina SD@dwtta nelle stesse condizioni, registra
valori simili a quelli ottenuti su MRS liquido aHp7.0 (12.800 UA/mI) ma del 50%
inferiori a quelli ottenuti su MRS liquido a pH06(25.600 UA/mI). Per la batteriocina
SD3 prodotta in BHI emerge un crollo nel livello aitivitd prodotta in BHI (pH 6.5)
rispetto ai valori espressi in brodo MRS, registi@malori otto volte inferiori (200 UA/mI
contro 1.600 UA/ml). Anche la batteriocina SD4, meézzo BHI raggiunge livelli di
attivita che sono inferiori rispetto a quanto ottenin MRS sia a pH 6.0 che a pH 7.0
(rispettivamente 200 UA/ml contro 800 UA/mI e 408/hl).

Utilizzando il latte scremato (Oxoid) in ragionel &% (p/v) sono stati riscontrati

livelli piu bassi nella produzione delle batterioeiper i ceppi SD16.400 UA/ml) ed SD2
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(3.200 UA/mI), mentre non vi e stata produzionewvdbile di batteriocine con i ceppi SD3
ed SD4. Quando il latte, come terreno liquido déscita, € stato impiegato con
concentrazione del 10%, sono stati ottenuti livéilattivita di 6.400 UA/ml e di 12.800
UA/ml per le batteriocine SD1 ed SD2, mentre ancooa si € avuta produzione di
batteriocine per i ceppi SD3 ed SD4 (tabella 9).

Nel caso della batteriocina AMA-K, prodotta dalplantarumAMA-K, sono stati
rilevati bassi livelli di produzione della battecina (800AU/mL) quando i ceppi sono stati
inoculati in melassa ottenuta dalla lavoraziondadebnna da zucchero, utilizzata in
concentrazione del 10% (p/v).

L’ottimo nella produzione della batteriocina SB¥lstata registrata in terreno MRS
con valori iniziali di pH di 6.0 e di 7.0 (25.600ALml), mentre per la batteriocina SOI2
livello di attivita di 25.600 UA/ml lo si & avutcok con il valore iniziale di pH di 6 in
brodo MRS. Quando il pH iniziale del’lMRS e statorfato al valore di 7.0, il livello di
attivita della batteriocina SD2 sceso a 12.800 UA/ml. Come per la batteriocind,SD
anche per la batteriocina SD3 la massima produzostata rilevata con i valori di pH di
partenza sia 6.0 che 7.0, raggiungendo le 1.600viU&dme miglior risultato. Similmente
alla batteriocina SD2, il ceppo SD4 ha prodottdivello ottimale di batteriocina di 800
AU/ml, quando e stato lasciato crescere in brodd&SMBn un valore di pH iniziale di 6.0.

La produzione ottimale della batteriocina AMA-K (820 UA/mL) e stata
registrata in brodo MRS con valori di pH iniziali@lO e 5.5Todorov, 2008)mentre bassi
livelli di attivita della batteriocina si sono avguando i ceppi sono stati inoculati in MRS
liquido con valori di pH di partenza di 5.0 e 4rispettivamente 3.200 UA/mL e 6.400
UA/mL (Todorov, 2008) Il pH della brodo coltura dopo una crescita 4lil2si aggirava
tra 3.45 e 3.60, in accordo con altri risultati oo stati riportati per altre batteriocine
prodotte daL. plantarum(Daeschel et al., 1990; Jimenez-Diaz et al., 1998ofov et al.,
2000)
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Fig. 26 -(A) curva di crescita (OD)B) andamento del pH (€) produzione

della batteriocina SD1 da parteedifaeciunSD1.
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Fig. 27 —E. faeciunSD1.Produzione della batteriocina espressa in UA/ml.
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Fig. 28 -(A) curva di crescita (OD)B) andamento del pH (€) produzione
della batteriocina SD2 da part& diaeciunSD2.
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Fig. 29 —E. faeciumSD2. Produzione della batteriocina espressa imillA/
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Fig. 30 -(A) curva di crescita (OD)B) andamento del pH(€) produzione

della batteriocina SD3 da parteEdifaeciumSD3.
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Fig. 31 —E. faeciunSD3.Produzione della batteriocina espressa in UA/ml.

Autore: Stefano Schirru
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datkadi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari
Universita degli Studi di Sassari

110



Batteriocine da enterococchi isolati

da latte digra

CAP. 10 Risultati e discussione

OD SD4
3
2,5 o
2
1,5
1
0,5
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
A
pH SD4
7
6 b
5
4
3
2
1
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
B
UA/mI SD4
1000
800
600
400
200
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12345678 910111213141516171819202122232425262728
C

Fig. 32 -(A) curva di crescita (OD)B) andamento del pH (€) produzione

della batteriocina SD4 da parteedifaeciunmSDA4.
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Fig. 33 —E. faeciumSD4.Produzione della batteriocina espressa in UA/ml
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L’effetto della composizione del mezzo di cresaitdla produzione delle
batteriocine

E’ stato detto fin qui detto che la produzionelaldatteriocine & fortemente
dipendente da diverse variabili quali il pH del m@zla temperatura d’incubazione, etc. e
che i massimi livelli di attivita non sono sempi@relati con la massa cellulare o con il
tasso di crescita del microrganismo produtt@fen et al., 1997; Bogovic-Matijasic and
Rogelj, 1998) Maggiori livelli nella produzione delle batterine si ottengono spesso in
condizioni differenti, di solito non ottimali, comad esempio temperature piu basse
rispetto a quelle richieste per una crescita oténieodorov and Dicks,. 2004; Parente et
al., 1994; Parente and Ricciardi, 1994; Mortvedilddaard et al., 1995; De Vuyst et al,
1996; Matsusaki et al, 1996; Krier et al, 1998; éast al, 2000; Todorov et al, 2000)

Inoltre e stato visto che il livello della prodame delle batteriocine viene spesso
aumentata, oltre che correggendo i valori di pH aezzo, come descritto nel test
precedente, dall’apporto al terreno di fattori uleihzanti la crescita come carboidrati,
azoto, vitamine e fosfato di potassio.

Come conseguenza delle risposte avute precedentenseaturite dall'impiego di
diversi substrati di crescita, si puo quindi affarenche per la produzione delle batteriocine
SD1, SD2, SD3 ed SD4 siano richiesti determinatriewti; questo aspetto € gia stato
osservato per altri peptidi, ad esempio le battere ST194BZ, ST414BZ ed ST664BZ,
prodotte da differenti ceppi di. plantarum(Todorov and Dicks, 20Q5 Todorov and
Dicks, 2006).

Fonti azotateln un esperimento condotto utilizzando il ceppolSDaggiunta di
triptone (20g/L), od una combinazione di estrattoadne ed estratto di lievito nel rapporto
1.1, o di una combinazione di triptone, estrattecaline ed estratto di lievito in rapporto
1:0,5:0,5 ad un terreno MRS base ha determinatolivello di produzione della
batteriocina di 25.600 UA/mL (tabella 9), mentre ¢aescita in presenza di una
combinazione di triptone ed estratto di carne @):(ha ridotto la produzione della
batteriocina del 50%. Il livello di attivita raggito in presenza del solo estratto di lievito
(20g/L), del solo estratto di carne (20 g/l) o detbmbinazione di triptone ed estratto di
lievito (1:0,6) risultava essere di 6.400 UA/mLbgdla 9).

Per la batteriocina prodotta dalf. faeciumSD2, il livello piu alto di produzione
della batteriocina (25.600 UA/mI), per quello chguarda le sole fonti azotate come

variabili, &€ stato ottenuto con la combinaziondrigitone, estratto di carne ed estratto di
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lievito in rapporto 1:0,5:0,5. Sono stati rilevétielli di attivita di 6.400 UA/ml quando

sono stati aggiunti singolarmente triptone (20, gd¥tratto di carne (20 g/l) od una
combinazione di triptone ed estratto di lievitoO(6) (tabella 9), mentre il livello si é
ulteriormente ridotto del 50% (3.200 UA/ml) nel oadi utilizzo delle combinazioni

triptone ed estratto di carne (1:0,6) e di estrditoarne con estratto di lievito (1:0,6). Il
livello pit basso di attivita lo si & ottenuto céaggiunta del solo estratto di lievito (20 g/l)
come unica fonte di azoto, risultando in soli 1.609 (tabella 9).

Per quanto riguarda la batteriocina S@giunta ditriptone (20g/L) oppure della
combinazione triptone, estratto di carne ed estrdittlievito (1:0,5:0,5), al terreno MRS
base ha prodotto un livello di batteriocina di D&DA/mL, che € anche il massimo livello
raggiunto dal ceppo SD3 (tabella 9), mentre lacit@slel ceppo in presenza di estratto di
carne (20 g/l), di estratto di lievito (20 g/l) app della combinazione di estratto di carne
ed estratto di lievito nel rapporto di 1:1, ha dimto la produzione della batteriocina del
50% (400 UA/mI). | piu bassi livelli nella produzie della batteriocina SD3 si sono avuti
con le combinazioni di triptone ed estratto di ie\1:0,6) e di triptone con estratto di
carne (1:0,6) (tabella 9).

Risultati similari, come andamento, sono stati ndsger la produzione della
batteriocina SD4, che & prodotta ai massimi liy@00 UA/ml) dalla presenza di triptone
(20g/L) oppure dalla combinazione nel rapporto i,3:0,5 di triptone con estratto di
carne ed estratto di lievito (tabella 9), mentrarglo si aggiungono singolarmente al
terreno MRS base I'estratto di carne (20 g/l) opdiestratto di lievito (20 g/l) od ancora
la combinazione degli estratti di carne e di lie\(it:1) il livello di attivia della batteriocina
si riduce del 50% (400 UA/ml). Come con la batteina SD3, anche per la batteriocina
SD4 le riduzioni piu forti si sono osservate quarlidoeppo diE. faeciume stato fatto
crescere in presenza di triptone ed estratto ditdi€1:0,6) oppure di triptone ed estratto di
carne (1:0,6) (tabella 9).

Risultati simili sono stati riportati per la prodoze della plantaricina 423
(Verellen et al., 1998)della batteriocina ST712BZodorov and Dicks, 2007¢ per le
batteriocine ST151BR ed ST112BRodorov and Dicks, 20Q4 Todorov and Dicks,
2004,). Il Triptone € la risorsa chiave di azoto indisganile per una ottimale produzione
della batteriocina AMA-K(Todorov, 2008) Diverso ¢ il caso della plantaricina 423, nella
quale le produzioni ottimali sono state ottenuteegrando MRS base con nell'ordine,

peptone batteriologico, casaminoacidi, triptone estratto di carne. Una spinta alla
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produzione della batteriocina per mezzo dell’etdrdi lievito e dell'estratto di carne, é
stata riportata per la helveticina(dberger and Klaenhammer, 198@nfine, per quanto
fino ad oggi osservato, il triptone € la primar@nte azotata per la produzione delle
batteriocine da parte del plantarum

Zuccheri. La crescita dell’ E. faecium SD1 in presenza di glucosio in
concentrazione di 20.0 e 30.0g/L ha portato ad pnoaluzione di batteriocina SD1 di
25.600 UA/mI (tabella 9), mentre si e osservatadaaoremento del 50% (12.800 UA/mI)
con concentrazioni di 5g/ e 10 g/l; inoltre likgbiu alti di glucosio (50 g/l) hanno
prodotto un piu basso livello di attivita di sol®@0 UA/mI (tabella 9). E’ stata testata, in
MRS modificati, anche la sostituzione del glucosan il lattosio ed i risultati ottenuti
mostrano che la concentrazione ottimale di latigser la sintesi della batteriocina SD1 é
di 10 g/l (51.200 UA/mI), mentre con concentraziaini5 g/l oppure di 20 g/l si sono
registrati livelli di attivita ridotti del 50%, 2600 Ua/ml (tabella 9). Aumentando la
concentrazione del glucosio la relativa produziodella batteriocina si riduce
ulteriormente. Sostituendo il glucosio con il masinoalla concentrazione di (20.0g/L), é
stata rilevata I'attivita di 25.600 UA/ml, la stasettenuta con le stsse concentrazioni di
glucosio (Tabella 9).

La crescita dellE. faeciumSD2 in presenza di glucosio in concentrazione dd 20
g/l ha prodotto un valore di attivita di 25.600 WA/ di batteriocina SD2 (tabella 9),
mentre quando sono stati utilizzati quantitativigtlicosio sia inferiori (5g/I e 10 g/l) che
superiori (30 g/l e 50 g/l) ai 20.0 g/l sono stagistrati livelli inferiori di produzione della
batteriocina, rispettivamente 3.200 UA/ml, 6.400 /A 6.400 UA/ml, 800 UA/mI
(tabella 9). Quando il glucosio é stato sostitgibo il lattosio sono stati rilevati alti livelli
nella sintesi della batteriocina SD2 con 51.200 rdlAdtilizzando 5.0 g/l, 10 g/l, 20g/l e 30
g/l (tabella 9), con una riduzione del 50% (25.600'ml) con concentrazioni di lattosio di
50 g/l. La crescita del ceppo SD2 in presenza dg/2@i mannosio produceva la stessa
attivita di 51.200 UA/ml del lattosio utilizzatolalstessa concentrazione di 20 g/l, mentre
sostituendo il glucosio con il ramnosio (20 g/l)ssino raggiunti livelli di attivita della
batteriocina SD2 di 6.400 UA/ml (tabella 9).

Con l'utilizzo del glucosio, in ragione di 20 gkpme fonte zuccherina per la
crescita delE. faeciumSD3 sono stati osservati livelli di attivita di 1.600AUNI (tabella
9), mentre sono stati misurati decrementi in preageti  5g/I, 10g/l, 30 g/l e 50 g/l di
glucosio, rispettivamente 200 UA/ml, 200 UA/mI, 408/ml e 200 UA/ml (tabella 9). La
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crescita in MRS modificati dove il glucosio e statustituito dal lattosio ha mostrato quale
concentrazione ottimale di lattosio per la prodoeidella batteriocina SD3 quella di 10g/I
(3200 UA/ml), mentre con 20 g/l di lattosio si eutav una riduzione del 50% , cioé 1.600
Ua/ml. Utilizzando concentrazioni di lattosio dD5g/l, 30g/l oppure di 50 g/l, sono stati
livelli molto bassi nel livello di attivita (tabell2). La crescita in presenza di mannosio (20
g/l) ha fatto rilevare la stessa attivitd prodat&ga20 g/l di glucosio e da 20 g/l di lattosio
(tabella 9).

La concenrazione di 20 g/l di glucosio ha determoinper la batteriocina SD4, la
produzione di 800 UA/mI come livello di attivitaafiella 9), mentre un decremento (200
UA/mI) e stato registrato con concentrazioni dioglsio di 5g/l, 10g/l e 30 g/l ed invece,
nessuna produzione di batteriocina si € avutal@@moncentrazione di 50 g/l (tabella 9).
La sostituzione del glucosio con il lattosio ha trat® che i livelli di concentrazione
ottimali per la massima produzione della battenactono 5 g/l e 10g/l (400 AU/ml), con
solo 200 UA/mI quando il quantitativo di lattosicstato aumentato a 20.0 g/l, 30g/l e 50
g/l (tabella 9). L'impiego del mannosio (20 g/l) luogo del glucosio (20 g/l) ha prodotto
lo stesso livello di attivita di 800 UA/mI (tabel®s.

In bibliografia si riporta che iL. plantarumAMA-K in presenza di glucosio (20 e
50 g/l) ha prodotto 12.800 UA/mI di batteriocina AMK (Todorov, 2008)registrando un
aumento dell'attivita (25.600 UA/ml) quando la centrazione di glucosio e stata
innalzata a 30g/l ed un abbassamento dell'attaota minori concentrazioni di zucchero di
5.0g/l e 10.0g/l, rispettivamente 3.200 UA/ml ed®4JA/mI (Todorov, 2008) La crescita
in presenza di maltosio (20 g/l) o di saccarosi® @) ha mostrato gli stessi livelli
produttivi dei 20.0g/L di glucosio, mentre gli zberi mannosio (20.0g/l) e fruttosio
(20.0g/l) hanno ridotto I'attivita del 75%, cioe8200 UA/mI(Todorov, 2008)In presenza
di 20 g/l di lattosio e di 20 g/l di gluconato iduzione nella produzione della batteriocina
AMA-K é stata perfino maggiore con 1.600 UA/ml. @tierisultanti sono abbastanza
sorprendenti, poiché il ceppo é stato isolato ddatte fermentato, ma allo stesso tempo
indicano che la produzione della batteriocina difgeda una combinazione di fattori. Sulla
base di questi risultati, la produzione della baittna AMA-K viene stimolata quando le
cellule sono lasciate crescere in un terreno aoiado di 30.0g/l di glucosi¢Todorov,
2008)
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KoHPO, ed KHPO: La produzione della batteriocina S[2lstata diversamente

influenzata dalla presenza di differenti concentnaiz del dipotassio-idrogeno-fosfato
(KoHPOy) o del potassio-diidrogeno-fosfato (KIPO,). La produzione ottimale di
batteriocina SD1 (25.600 UA/mI) si & ottenuta maindo concentrazioni di 2.0g/l e 10.0
g/l di K;2HPOy; altre concentrazioni differenti che sono stagae hanno avuto un effetto
negativo sulla sintesi della batteriocina SD1, regharticolare I'attivita € scesa del 50% a
valori di 12.800 UA/mI con 5.0 g/l (tabella 9). kastituzione del BHPO, con ilKH,PO,

ha indotto una diminuzione sia nella crescita dell'faeciumSD1 sia nella produzione
della batteriocina (tabella 9), cosi come anchedmbinazione del PO, con il
KH,PQO, (2.0g/l e 2.0g/l) ha raggiunto un livello di attdv abbastanza modesto di 3.200
UA/mI (tabella 9).

Risultati simili si sono registrati per la battamioa SD2, poiche anche in questo
caso la produzione e stata influenzata dalle dévepsantita impiegate di KIPO, o di
KH,PQO,. La massima produzione di batteriocina SD2 (25.8@0ml) & stata rilevata in
presenza di 2.0g/l di KPQ,, il quale se utilizzato a concentrazioni diversi, piu alte
che piu basse, presenta un effetto negativo selldi\di batteriocina prodotto (tabella 9).
Come osservato per la batteriocina SD1, la sostitezdel KkHPO, con il KH,PO, ha
avuto come risultato la riduzione della crescitdl’ #e faeciume la diminuzione della
relativa produzione della batteriocina (tabella @pa riduzione dellattivita della
batteriocina SD2 (3.200 UA/ml) e stata determinateche dalla combinazione, con
concentrazioni di 2.0g/l e 2.0g/l, debl POy con il KH,PO..

Quando I|E. faeciumSD3 e I' E. faeciumSD4 sono stati esaminati per la
produzione delle rispettive batteriocine sono stdt@ivati risultati molto simili. La
produzione ottimale (1.600 UA/mI) per la batterreiSD3 si ha in presenza di 2.0g/I di
K.HPQO,, mentre concentrazioni piu alte difPO, hanno avuto un effetto negativo, cosi
come anche la sostituzione dejHPO, con il KH,PO, ha determinato una riduzione sia
nello sviluppo del microrganismo sia nella sintdslla batteriocina (tabella 9). Con la
combinazione del HPO, e del KHPQ, in concentrazioni di 2.0g/l e 2.0g/l si &€ avuta la
perdita totale di attivita della batteriocina SE@bglla 9).

La produzione della batteriocina SO stata influenzata in modo simile alla
batteriocina SD3; infatti, anche la produzioneno#tie della batteriocina SD4 (200 UA/ml)
e stata ottenuta in presenza di 2.0g/l diHRO, (tabella 2), mentre sia l'uso di
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concentrazioni diverse sia la sostituzione dgHRO, conil KH,PQ, hanno avuto effetti
negativi sul livello della batteriocina SD4 (taleel©). Anche in questo caso la
combinazione del BHPO, con il KH,PO, (2.0g/l e 2.0g/l) ha provocato una totale perdita
dell’attivita (tabella 9).

L’effetto del dipotassio-idrogeno-fosfato e del gestio-diidrogeno-fosfato sulla
produzione delle batteriocine € ben riportato itielatura. Nel caso della plantaricina
UG1, l'uso del KHPO, in concentrazione di 7.0g/l ha determinato un enento
dell'attivita (Enan et al., 1996)mentre nella produzione della batteriocina ST712BZ
prodotta daL. pentosusST712BZ, differenti concentrazioni di,KPQO, e di KH,PO, non
ne hanno influenzato significativamente il livel{@odorov and Dicks, 2007) Nella
produzione della batteriocina ST112BR, sono stisgvati maggiori livelli di attivita
quando il mezzo conteneva 5.0g/l, 10.0g/I 20.0gK PO, (Leroy and De Vuyst, 2003)
Per la ottimale produzione della plantaricina S$B4ono rese necessarie concentrazioni di
Ko,HPO, comprese tra 2.0g/l e 5.0¢flodorov et al., 2000)

Glicerolo. La massima produzione delle batteriocine SD1, ,SBR3 ed SD4
(rispettivamente 25.600 UA/mI, 25.600 UA/mI, 1.6QA/ml ed 800 UA/mI) e stata
osservata in assenza di glicerolo (tabella 9).s€xeti concentrazioni di glicerolo da 5.0g/I
fino a 20.0g/l hanno portato livelli decrescentillaleproduzione delle batteriocine,
progressivi nel caso delle batteriocine SD3 ed Siltdlenanti per le batteriocine SD1 ed
SD2 (tabella 9). In letteratura sono riportati fltiati simili per la produzione delle
batteriocine ST151BR, ST112BR, ST712BZ e della taplacina ST31(Todorov and
Dicks, 2004; Todorov et al., 2000; Todorov and Dicks, 2p0%odorov and Dicks, 2007)
E’ noto che un aumento del glicerolo conduce adhimassamento dell’attivita dell’acqua;
la produzione della batteriocina AMA-K puo esserfiuenzata da stress osmotici o per
mezzo del legame della batteriocina alle membratlelari o ad altre molecole, in ogni

caso agevolati dalla presenza del glicerolo.

Tween 80.La massima produzione delle batteriocine SD1, SBR3 ed SD4
(rispettivamente 25.600 UA/mI, 25.600 UA/mI, 1.6QA/ml ed 800 UA/mIl) e stata
registrata in presenza di 1.0 g/l di Tween 80, mgenmtaggiori concentrazioni di Tween 80
hanno un effetto negativo sulla produzione dellatga batteriocindtabella 9). Risultati
differenti sono stati registrati nella produziorgla batteriocina AMA-K, il cui ottimo é
stato rilevato in presenza di 1.0g/l, 1.5¢/l e A.dg Tween 80, il quale a concentrazioni
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piu basse esplica un effetto negativo sulla prathezidella batteriocina AMA-KTodorov,
2008)

Acetato di sodioln presenza della concentrazione di 5.0 g/l dtao di sodio, la
produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed &gjiunge i massimi livelli. Tutte le
altre concentrazioni testate hanno mostrato drmidiattivita delle batteriocine (tabella 9).

Solfato di magnesio e solfato di manganelse assenza di questi due sali, la

produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed $B4ata inferiorese confrontata con
quella ottenuta quando questi due sali sono stapieigati alle concentrazior@on cui
entrano a far parte del terreno MRS (tabella 9nch® la produzione della batteriocina
AMA-K richiede la presenza del solfato di magnesialel solfato di manganese come
componente del mezzo di crescifeodorov 2008) poiché Il'esclusione di questi sali
determina la riduzione della produzione della battégna AMA-K (Todorov 2008)

Citrato triammonico.Risultati simili sono stati ottenuti per effetteldcitrato

triammonico; normalmente, questo componente € ptesel terreno MRS nella dose di
2.0g/l, ed a questa concentrazione si € avuta ompdupione ottimale delle batteriocine
SD1, SD2, SD3 ed SD4. Sia 'esclusione del cittatsnmonico dal mezzo di crescita, che
'uso di concentrazioni crescenti a 4.0 g/l si soisolti in una riduzione del livello di
attivita delle batteriocine (tabella 9). In letteena sono riportati risultati simili per la
produzione della batteriocina AMA-KIodorov 2008.
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Tabella 9.Influenza, a diverse concentrazioni, dei compondgitbrodo MRS sulla
produzione delle batterioci®&®1, SD2, SD3 ed SDA4.

Componenti Concentratione Attivita batteriocina (UA/ml)

(g/L) SD1 SD2 SD3 SD4
Triptone 20.0 25 600 6 400 1 600 800
Estratto di carne 20.0 6 400 6 400 400 400
Estratto di lievito 20.0 6 400 1 600 400 400
Triptone + estr. dicarne 125+ 7.5 12 800 3 200 00 2 200
Triptone + estr. di lievito 12.5 + 7.5 6 400 6 400 200 200
Estratto di carne + 10.0 + 10.0 25 600 3200 400 400
estratto di lievito
Triptone + estr. di carne 10.0 + 5.0 + 5.0 25 600 25 600 1 600 800
+ estratto di lievito
Glucosio 5.0 12 800 3200 200 200
Glucosio 10.0 12 800 6 400 200 200
Glucosio 20.0 25 600 25 600 1 600 800
Glucosio 30.0 25 600 6 400 400 200
Glucosio 50.0 1 600 800 200 0
Lattosio 5.0 25 600 51 200 800 400
Lattosio 10.0 51 200 51 200 3200 400
Lattosio 20.0 25 600 51 200 1 600 200
Lattosio 30.0 12 800 51 200 400 200
Lattosio 50.0 6 400 25 600 200 200
D-mannitolo 20.0 - — - —
Mannosio 20.0 25 600 51 200 1 600 800
Ramnosio 20.0 - 6 400 - 0
Glicerolo 0 25 600 25 600 1 600 800
Glicerolo 2.0 6 400 6 400 400 400
Glicerolo 5.0 3200 6 400 400 400
Glicerolo 8.0 3200 12 800 400 400
Glicerolo 10.0 6 400 12 800 400 200
Glicerolo 20.0 6 400 6 400 200 200
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MRS (Oxoid) (controllo) 55.0 25 600 25 600 1 600 800
MRS pH 3.0 55.0 — — — —
MRS pH 4.0 55.0 — — — —
MRS pH 5.0 55.0 800 800 0 0
MRS pH 6.0 55.0 25 600 25 600 1600 800
MRS pH 7.0 55.0 25 600 12 800 1600 400
BHI (Oxoid) 37.0 25 600 12 800 200 200
Milk (Oxoid) 50.0 6 400 3200 0 0
Milk (Oxoid) 100.0 6 400 12 800 0 0
KoHPO, + KHoPO, 20+2.0 3200 3200 0 0
KoHPO, 0.0 - — 200 200
Ko:HPO, 2.0 25 600 25 600 1 600 800
KoHPO, 5.0 12 800 1 600 400 200
KoHPO, 10.0 25 600 800 800 200
KH,PO, 0.0 - - 200 200
KH,PO, 2.0 - - - -
KH,PO, 5.0 - - 200 —
KH,PO, 10.0 - — 0 0
Solfato di magnesio 0 6 400 400 200 200
Solfato di magnesio 0.1 25 600 25 600 1 600 800
Solfato di manganese 0 3 200 6 400 200 400
Solfato di manganese 0.05 25 600 25 600 1 600 800
Triammonio citrato 0 12 800 6 400 400 400
Triammonio citrato 2.0 25 600 25600 1 600 800
Triammonio citrato 4.0 1 600 12 800 0 0
Tween 80 1.0 25 600 25 600 1 600 800
Tween 80 2.0 3200 6 400 200 200
Tween 80 5.0 3200 6 400 200 200
Acetato di sodio 0.0 3200 1 600 400 400
Acetato di sodio 5.0 25600 25 600 1 600 800
Acetato di sodio 10.0 1 600 1 600 200 200
?53?5%??52&?5 tgii:;“énterm:occhi isolati datiatli capra
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Crescita del microrganismo target in presenzlld batteriocine

Supernatanti con valori di 25.600 UA/ml della batteina SD1, 25.600 UA/mI
della batteriocina SD2 1.600 UA/ml della batteriocina SD3, sono stagiagti a colture
microbiche diL. monocytogene211, L. monocytogene220 e L. monocytogene§37
(ODesoonm = 0.1) durante la terza ora d’incubazione e quiadiinizio della fase
esponenziale di crescita; il controllo era rappneste dagli stessi ceppi diisteria
monocytogenefasciati crescere nelle stesse condizioni (ino@il@% in brodo BHI a
37°C) ma senza la presenza delle batteriocine.

L’aggiunta dei surnatanti contenenti le batteriecina represso la crescita
microbica per tutta la durata della fase esponé&nziae, nel controllo ha registrato una
durata di 6 h, avendo avuto inizio alla 3° h ecerdssi conclusa alla 9° h, momento nel
quale si é registrato l'inizio della fase stazidgaakLa repressione ha avuto un andamento
molto simile per queste tre batteriocine (Fig. pdddotte dai ceppi dt. faeciumSD1,
SD2, SD3. Nella relativa conta in piastra dei campidopo le 12 h e mostranti bassi
valori di densita ottica, non sono state rilevatdube vitali di L. monocytogene2l1 in
presenza delle batteriocine SD1, SD2 ed SD3; quasfgerisce che l'azione delle tre
relative batteriocine, nei confronti della monocytogene®ll é battericida.

Nel caso della batteriocina prodotta dall'faeciumSD4, invece, quando questa
batteriocina é stata aggiunta alle stesse coltuceobiche diL. monocytogene211, L.
monocytogene20 e L. monocytogene$37 (ODgoonm = 0.1) durante la terza ora
d’'incubazione e quindi all'inizio della fase esporiale di crescita, € stata osservata una
inibizione insufficiente ed alla dodicesima oraithuzione della crescita dei microrganismi
test e stata di circa il 50% se confrontata caroiitrollo non trattato. Questo suggerisce
che I'azione della batteriocina SD4 non e battdaauanto piuttosto batteriostatica.

Le batteriocine SD1, SD2, SOQ@ssono percio essere impiegate nel controllo della
contaminazione alimentare testeria. Va sottolineato, infatti, che questi esperimentiso
stati eseguiti con un alto numero iniziale di delldi Listeria (approssimativamente 40
CFU/mL). Poiché molto difficilmente negli alimerdi riscontrano valori nel numero di
cellule cosi elevati, ma di solito, anche nei @bntaminati e quindi alterati, il numero di
cellule che ci si attende € piu basso, questi taBukuggeriscono che l'azione delle
batteriocine SD1, SD2, SBx&ara piu che sufficiente.
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Figura 34 Curva dicrescita di.. monocytogene®37 (A),L. monocytogened20 (B) eL.
monocytogen&d 1l (C) in presenza delle batteriocine SD1, SDZ3 88 SD4.
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Riduzione delle cellule vitali del microrganismo riget in presenza delle

batteriocine

Non sono state riscontrate neppure cellule vitaiindo, cellule in fase stazionaria
di L. monocytogene®l1, sono state esposte all’azione delle batieeoSD1, SD2, SDa
37°C per 1 h.

Nel test eseguito utilizzando semprd_lanonocytogene®l1l come microrganismo
sensibile, ma utilizzando la batteriocinkl'E. faeciumSD4, é stata riscontrata una
riduzione nel numero della conta vitale da 5.7 & C&U/ml a 3.4 x 1D CFU/ml. Una
simile riduzione e considerata insufficiente partilizzo nella bioconservazione degli
alimenti.

Trattamenti di cellule in fase stazionaria Idi ivanovii subsp.ivanovii ATCC
19119, L. innocua2030C edE. faeciumHKLHS (1 — 10 CFU/mL) con batteriocina
ST44AM prodotta dal cepp&T44AM di Pediococcus pentosacemmstravano una
completa inibizione della crescitdodorov and Dicks, L.M.T. 2009poiché dopo 1 h di
contatto non € stata rilevata alcuna cellula vigild_. ivanovii subsp.ivanovii ATCC
19119,L. innocua2030C edE. faeciumHKLHS. Per contro, non si € avuta nessuna
variazione significativa nel controllo non trattatel numero di cellule vitali di. ivanovii
subsp.ivanovii ATCC 19119,L. innocua2030C odE. faeciumHKLHS. Risultati simili
sono stati ottenuti quando sono state trattate wnone numero di cellule, sempre degli
stessi ceppi microbidi. ivanovii subsp.ivanovii ATCC 19119,L. innocua2030C edE.
faeciumHKLHS (Todorov and Dicks, 2009)Risultato analogo € stato riportato per le
batteriocine HA-6111-2 ed HA-5692-3 prodotte Rlaacidilactici nei confronti del ceppo
di E. faeciunHKLHS (Albano et al. 2007)
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Adsorbimento delle batteriocine sulle cellule tatg

La batteriocinaSD1 & stata adsorbita per il 42.86% sulle cellule Ldi
monocytogene&11, sulle cellule dL. monocytogene620 e sulle cellule dE. faecium
ATCC 19443, mentre per il 57.14% sulle celllle monocytogene§37 e solo per il
28.57% sulle cellule di. sakeiATCC 15521 (tabella 10). Per la batteriocina Sb&ato
registrato un adsorbimento del 42.86% sullanonocytogeng11, sullaL. monocytogens
637 e sulle cellule dt. faeciumATCC 19443, mentre é risultato del 57.14% sulldéute|
di L. monocytogenes20 e sulle cellule diL. sakei ATCC 15521 (tabella 10).
L'’adsorbimento della batteriocina SD3 e stato ddl.43% sulle cellule diL.
monocytogenes20, mentre e risultato minore con valori del 8%lsulle cellule diL.
monocytogene®11, sulle cellule di L. monocytogenes37 e sulle cellule di. sakei
ATCC 15521, mentre ha registrato valori del 42.86%e cellule diE. faeciumATCC
19443 (tabella 10). Infine la batteriocina SD4 atastadsorbita al 33% sulle cellule ldi
monocytogenegl1, su quelle di. monocytogene820 , sulle cellule di. monocytogenes
637 e sulle cellule dL. sakeiATCC 15521, mentre I'adsorbimento maggiore e stato
osservato sulle cellule delE. faeciumATCC 19443 con un valore del 66.67% (tabella
10).

Sono diversi i casi citati in letteratura, comaliversi livelli di adsorbimento
osservati per la batteriocina bacHV219, ma in gaeer piu alti livelli di adsorbimento
sono stati registrati su ceppi sensibili rispetteppi dimostratisi resistenti all'azione della
batteriocinaTodorov et al.2007) Sono stati riportati risultati simili per la pedina N5p
(Manca de Nadra et al, 199&)e é stata adsorbita al 100% dalle cellule sgngdikO. oeni
X2L, per 80% dalle cellule diactobacillus hilgardiie da quelle dD. oeniL10, ed al 70%
dalle cellule diL. hilgardii 6D (Manca de Nadra et al, 1998)entre & stata adsorbita meno
del 20% dai batteri rivelatisi resistenti alla prmlina NSp(Manca de Nadra et al, 199&a
buhnericina LB e stata adsorbita per il 100% dakdule sensibili diL. plantarum
Pediococcus dextranicu®. oenied E. faecalis ma ha anche registrato un adsorbimento
del 100% da parte di un ceppo insensibilePddiococcus cerevisiagrildirim et al.,
2002) Nel caso della plantaricina 423, adsorbimento heilla® dal 17% per lo
Streptococcus caprinuATCC 700066 al 67% per iL. plantarumLMG 13556, il L.
curvatus DF38, laL. innocuaLMG 13568 ed ilL. sakeiDSM 20017, mentre i ceppi
microbici sensibili alla plantaricina 423 I'hanndsarbita in modo maggiof@odorov and
Dicks, 2006)
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L’influenza del pH sull'adsorbimento delle batter@ine

L’adsorbimento ottimale della batteriocina SD1 (&P6) sulla cellule delld..
monocytogenedll e stato registrato a pH 8.0 ed a pH 10.0, mentralori di pH inferiori
(6.0 e 4.0) si e avuta una riduzione dell'adsorhitoe (tabella 10).1l massimo
adsorbimento della batteriocina S[B87.14%) sulle cellule della. monocytogene®ll é
stato ottenuto a pH 10.0, mentre una diminuziotiéadsorbimento della batteriocina SD2
e stato riscontrato a valori di pH 8.0, 6.0 e 4abélla 10).l piu alto adsorbimento della
batteriocina SD3 (71.43%) da parte delle cellule.dnonocytogene®ll e stato rilevato a
pH 4.0, per contro valori di pH maggiori hanno ywoato riduzione nell'adsorbimento
sulla stessalisteria monocytogenegl1l (tabella 10). L'ottimale adsorbimento della
batteriocina SD4 (66.67%) sulle cellule ddllanonocytogene®ll e stato registrato a pH
4.0; quando il pH é stato corretto a valori piu @t0, 8.0 e 10.0) si € avuta una riduzione
nell'adsorbimento da parte del microrganismo bdigafjabella 10). Questi risultati
mostrano il potenziale applicativo di queste baiténe ai diversi intervalli di pH; le
batteriocine SD1 ed SD2 potrebbero trovare appbcazin prodotti a valori di pH neutri o
superiori, mentre le batteriocine SD3 ed SD4 pdieed essere utilizzati in prodotti con
pH bassi. Le differenze nell’adsorbimento dovutdiaersi valori di pH potrebbero essere
dovute a specifiche interazioni che s’instauraaddrbatteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4
ed il ceppo bersaglio. Nel caso della buchneridiBa il migliore adsorbimento sulle
cellule diL. plantarume stata registrata a pH 5.0 — 0ldirim et al., 2002) il migliore
adsorbimento della plantaricina 423 dallfaeciumHKLHS si & avuto con valori di pH
compresi tra 8.0 e 10.0 mentre il migliore adsoito della stessa batteriocina &ul
sakeiDSM20017 ha oscillato da pH 2.0 a pH el@dorov and Dicks, 2006)

L’influenza della temperatura sull’adsorbimento delbatteriocine

La temperatura ha dimostrato d’'influenzare I'adsadmto delle batteriocine SD1,
SD2, SD3 ed SD4ulle cellule diL. monocytogene®l1. Alle temperature di 26 e 37C
sono stati osservati livelli di adsorbimento del. 136 per la batteriocina SD4ulla
Listeira monocytogene211 come microrganismo test, mentre vi e stata rith&ione
dell’adsorbimento al 42.86% alle temperature @ 4 36C (tabella 10). Il piu alto livello
di adsorbimento ottenuto (42.86%) dalla batteriac®D2 sulle cellule delld.isteira
monocytogeneg11 é stato rilevato alle temperature dP@G& 37C; quando sono state
testate temperature pitl bass¥; 4 25C, si sono ottenuti livelli di adsorbimento infewjo
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del 28.57% (tabella 10). La batteriocina SD3, &lmperatura di %€ mostra livelli di
adorbimento del 100% quando testata dukdeira monocytogenesll, mentre con valori
di temperatura crescenti a 25°C, 30°C e 37°C shbamali progressivi rispettivamente a
valori del 71.43%, 57.14% e 42.86% nell'adsorbiroedélla batteriocina stessa (tabella
10). L’adsorbimento ottimale della batteriocina SDlle cellule della Listeira
monocytogenedl1 é stato osservato alle temperature’@j 25C e 37C, dove sono stati
raggiunti livelli del 66.67% (tabella 10). L’adsarento €, quindi, stato influenzato dalla
temperatura e risultati simili sono stati osserpati altre batteriocine.

In bibliografia e riportato che un aumento dellaperatura, con valori compresi da
25°C fino a 60C, ha avuto un effetto negativo sull'adsorbimentllad batteriocina
bacHV219 sulle cellule dt. faeciumHKLHS, risultando essere del 40% per I'intervalio
temperatura indicato, ed un adsorbimento ottimale \ealori dell’'80% a temperature di
4°C. E’ stato rilevato, inoltre, un totale adsorbiwe(100%) per la stessa batteriocina nei
confronti dell’ E. faecalisE88, quando sono state impiegate temperaturepdsegone di
4°C, 10C, 45C e 60C, mentre un decremento di adsorbimento del 2094té slevato
alla temperatura di 37°CTodorov et al.,2007) Diversi sono i casi della batteriocina
buchnericina LB, che ha registrato livelli di adsiarento identici sulle cellule dL.
plantarumdopo un esposizione a diverse temperature di, 23,060 ed 8t (Yildirim et
al., 2002)e della plantaricina 423, dove variazioni dellaperatura non ha prodotto effetti
nell’adsorbimento sulle cellule ddl: faeciumHKLHS (Todorov and Dicks, 2006)

L'effetto dei sali inorganici e dei composti orgasiisull’ adsorbimento delle
batteriocine

Per questa prova di adsorbimento dellle battero@bB1, SD2, SD3 ed SD4, sono
stati utilizzati NaCL, NgHPO, e NaHPQO, SDS, Tween 20, Tween 80. L’adsorbimento
della batteriocina SD1 sulle cellule della monocytogene2l11 e risultato essere del
57.14% in presenza del Tween 80, del Tween 20, &HRO, ed NaHPQ,, con un
decremento (42.86%) con cloruro di sodio, mentssme adsorbimento é stato registrato
con SDS (tabella 10). Per quanto riguarda la hatiea SD2 sono stati osservati livelli di
adsorbimento del 57.14% in presenza del Tweendf BlaHPO,, livelli del 42.86% con
Tween 20 e con NgifO, mentre i piu bassi livelli di adsorbimento (14.2986no stati
ottenuto utilizzando SDS ed NaCl (tabella 10). into riguarda la batteriocina SD3 il
piu alto livello di adsorbimento (85.71%) sulleloé# dellaL. monocytogene2ll e stato
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raggiunto con l'impiego del sodiodiidrogenofosfaiaH,PO4), livelli intermedi del
71.43% sono stati rilevati in presenza del Tweend8&DS e del disodioidrogenofosfato
(NaHPO4), mentre i piu bassi livelli di adsorbimenbd.(14%) si sono osservati con NacCl
e Tween 20 (tabella 10). Rispetto alle altre tréeb@mcine, la SD4 ha ottenuto risultati
diversi di adsorbimento sempre sulle cellulé dmonocytogene®l1, toccando il 100% in
presenza di of SDS, sequito dal 66.67% con Tweea B@een 20 ed il 33.33% da NaCl,
NaoHPO, e NaHPO, (tabella 10).

La letteratura riporta diversi lavori sull’adsortk@nto delle batteriocine da parte dei
microrganismi bersaglio; un incremento nell’adsordnto della batteriocina bacHV219
prodottaLactococcus lactisubsp.lactis HV219 sul ceppo dE. faeciumHKLHS e stato
rilevato in presenza di Triton X-10@;mercapto-etanolo, cloroformio, NaCl, KPO, e
MgCl, (Todorov et al., in press, 42Fadsorbimento della stessa bacHV219 maEsu
faecalis E88 ha registrato livelli piu alti quando impiegaih associazione con sodio
acetato, NgCOs, Triton X-100, etanolo 80%, metanolopHtPO,, KH,POy, MgCl,, KCl,
Tris e NH;-citrato (Todorov et al.2007) Triton X-100, Triton X-114 cloroformio hanno
incrementato I'adsorbimento della plantaricina 42&. faeciumHKLHS (Todorov and
Dicks, 2006) Il ceppo diL. sakeiDSM 20017 trattato con NaCl,,KPQ;, KH,PQy,
MgCl,, KCI, Kl, Tris, NH4-citrato, NaCOs, SDS, -mercapto-etanolo, etanolo 80% e
metanolo ha portato ad una riduzione nell’adsorbimealella plantaricina 428Todorov
and Dicks, 2006)Nessuna variazione nell’adsorbimento e stataressein presenza di
sodio acetate o di EDTA, mentre un incremento ® stato da Triton X-100, Triton X-114
e cloroformio (Todorov and Dicks, 2006)L'adsorbimento della buchnericina LB su
cellule diL. plantarumeé diminuito in presenza di NaCl, N&l, MgCl,, KCI, Kl e Tris,
mentre il trattamento delle cellule con Neltrato, sodio acetato, NaGOEDTA, SDS,
triton-X, 2-mercapto-etanolo, etanolo 80% e metan80% non ha avuto effetto
sull’adsorbimento della buchnericina LB du plantarum (Yildirim et al., 2002)
L’adsorbimento della pediocina N5p $u pentosaceu&5p € aumentato in presenza di
MgCl,, MgSQ,, MnCl,, MnSQ,, mentre NaCl, KCI, KI, NECI, CaC}, NasPQy, NaSOy,
EDTA ed etanolo non lo hanno influenzgtdieto-Lozano et al., 2002Per contro i sali
organici ed il sodio acetato hanno ridotto I'adsmdnto della pediocina N5p sulle cellule
bersaglio. Infine, 'adsorbimento della stessadaitina viene incrementato del 25% in
presenza di SD8Vanca de Nadra et al, 1998)
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Tabella 10.Effetto della temperatura, pH, tensioattivi e sali’adsorbimento delle

batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 sui anganismi sensibili

Adsorbimento (%) delle batteriocine prodottekddaecium

SD1 SD2 SD3 SD4
L. monocytogene®ll, 4b 42.86 42.86 57.14 33.33
L. monocytogenes20, 4b 42.86 57.14 71.43 33.33
L. monocytogene®37, 1/2c  57.14 42.86 57.14 33.33
E. faeciumATCC 19443 42.86 42.86 42.86 66.67
L. sakelATCC 15521 28.57 57.14 57.14 33.33

Adsorbimento (%) delle batteriocine Baterococcus faecium su L. monocytogetids 4b

Temperatura®C)

4 42.86 28.57 100 66.67
25 57.14 28.57 71.43 66.67
30 42.86 42.86 57.14 33.33
37 57.14 42.86 42.86 66.67
pH

4.0 42.86 28.57 71.43 66.67
6.0 42.86 42.86 57.14 33.33
8.0 57.14 42.86 57.14 33.33
10.0 57.14 57.14 42.86 0
Tensioattivi e sali (1%)

Tween 80 57.14 57.14 71.43 66.67
Tween 20 57.14 42.86 57.14 66.67
SDS 0 14.29 71.43 100
NacCl 42.86 14.29 57.14 33.33
NaHPO, 57.14 57.14 71.43 33.33
NaH,PO, 57.14 42.86 85.71 33.33
?53??3??52&?5 Tii;r:nterococchi isolati datiatli capra
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Determinazione della dimensione in Tricine SDS-PAGE

L’agar spot test, realizzato utilizzando @D dei retentati per ciascuno dei tagli
molecolari di 30, 10 e 3 kDa, nonché Ileluato dekD8&, ottenuti trattando
consequenzialmente lo stesso campione, cosi caredentemente descritto nei materiali
e metodi, ha fornito dei primi risultati indicatigulla dimensione di queste sostanze ad
attivita antimicrobica. Nel caso delle batteriociB®1 ed SD2 si sono ottenuti 2 aloni
d’inibizione, uno con la frazione con cut-off dal@a e I'altro con taglio da 10 kDa.

Con le batteriocine SD3 ed SD4 invece, é statmotteun solo alone d’inibizione, relativo
alla frazione con cut-off a 30 kDa, mentre nonatastiscontrata alcuna attivita negli altri
tre tagli molecolari (figura 35).

Da questo primo risultato parziale, quindi, le tbabcine oggetto di studio
sembrerebbe possano avere dimensioni molecolaaliugusuperiori ai 10 kDa. Invece,
secondo quanto evidenziato con il gel in tricii@SSPAGE (figure 36, 37), in ambiente
denaturante, le batteriocine sono risultate esskeiepiccoli peptidi con una massa
molecolare compresa tra i 5 ed i 10 kDa, cosi cdengquasi totalita delle batteriocine
prodotte dal generfenterococcus

Questa differenza la si spiega con la capacitpaite delle batteriocine, di solito
sotto forma di oligomeri, di creare aggregati oagmrgati (dimeri, tetrametri) che, quindi
vengono trattenuti dai tagli di peso molecolareesigpi, mentre nellSDS-PAGE questi
vengono scomposti nelle singole frazioni monomb#iattive, essendo il test fortemente
denaturante per le strutture terziarie e quatezndelle proteine, conservando comungue
la capacita inibitoria.

Ad oggi, su un totale di 25 enterocine conosgilten 24 hanno dimensioni
inferiori ai 10 kDa, con la sola esclusione dellatéfolisina A che possiede una massa

molecolare di 34.500 daltons.
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Fig. 35 -Aloni di inibizione da surnatanti a diversi taglotacolari, ottenuti con
concentratori da 30, 10 e 3 kDa.
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N

CEPPO SD1 CEPPO SD2

CEPPO SD3 CEPRBD4

Fig. 36 - Tricine-SDS-PAGE delle batteriocine. La meta ddlrgcoperto con cellule di
L. monocytogenanostra la zona d’inibizione nella crescita delnmiganismo.
Le zone d'inibizione indicano la posizione ddiiande del peptide attivo.
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Fig.37 -Determinazione della dimensione delle batterioamediante affiancamento delle
meta dei gel ottenuti in tricine-SDS-PAGE. Sullaistra di ciascun immagine la
meta del gel colorato con Coomassie, sulla desiedlagimpiegata per il test di

attivita biologica.
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Conclusioni

Gli enterococchi sono ampiamente diffusi in natlxen rappresentati nei prodotti
alimentari fermentati e nei prodotti lattiero caseia particolare nei formaggi tradizionali
del bacino del mediterraneo, contribuiscono allanfzione di sapori ed aromi tipici.
Inoltre, sembra che rivestano una certa importamzde in altri prodotti fermentati quali
gli insaccati, le olive ed i vegetali. Tali micramgsmi sono produttori di batteriocine attive
sia nei confronti di batteri degradativi-putrefatisia di microrganismi patogeni, in
particolare laListeria. Questa capacita potrebbe essere uno strumento wikonella
produzione e nella conservazione di diversi prodottme ad esempio i formaggi da latte
crudo, i formaggi tradizionali dal’laroma molto spato o gli insaccati fermentati a bassa
acidita. Inoltre, gli enterococchi sono stati eg@mo usati come probiotici.

Gli enterococchi solitamente risultano essere la@presentati in molti prodotti di
origine animale e questo trova diverse plausilplegazioni, tra le quali il fatto che la
produzione delle batteriocine li agevola nella aid@azione dei cibi, prendendo cosi il
sopravvento sugli altri gruppi microbici presesefifetto valido particolarmente per le carni
fermentate e per i prodotti lattiero caseari. Laefgpresenza degli enterococchi, che spesso
costituiscono la popolazione microbica predominaditediversi prodotti fermentati di
origina animale, non pud comunque, essere spiegal@a con la produzione delle
batteriocine, ma anche attraverso la loro grandestenza verso i diversi parametri che
influenzano la vita dei microrganismi quali il cedpi bassi valori di attivita dell'acqua e le
alte concentrazioni di sale. La produzione di baiténe, in combinazione con I'ampio
spettro di resistenza nei confronti di diversi dgésici e chimici, potrebbe spiegare il
perché questi batteri sono cosi naturalmente vaja@@erché occupano una cosi grande
varieta di nicchie ecologiche.

Le stesse batteriocine prodotte dai ceppEdifaeciumisolati da latte di capra
prodotto in Sardegna, che sono state I'argomentgudsto studio, hanno dimostrato di
avere interessanti potenzialita; infatti nei vaestta cui sono state sottoposte, hanno
dimostrato:

» Di possedere capacita antagonistica nei confratad. monocytogened'inibizione
mostrata nei confronti di questo microrganismo swigge che, dette batteriocine

possano essere ascritte nella classe IIA (batiedoad azione antListeria) dello
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schema di classificazione generale. Da sottolinBazene d’inibizione mostrata dalle
batteriocine SD1, SD2 ed SD3 nei confronti di divereppi di Salmonellapoiche,
I'attivita contro batteri gram negativi € un fenameabbastanza inusuale ed e stato
rilevato solo per poche batteriocine, come l'ertare AS-48 ed MR99 rispettivmente
prodotte dai ceppi dE. faecalis S-48 ed MR99, e I'enterocina 012 prodotta dall
Enterococcus gallinarumAnche una batteriocina prodotta da un ceppoadtobacillus
plantarumisolato da molassa, ha mostrato di possederdtattentroA. baumannii
COsi come e stata riportata attivita antimicrolsieaconfronti di specie batteriche gram
negative per la batteriocina ST4SA prodott&EdanundtiiST4SA.

» Di essere termoresistenti, arrivando a conservagkcaso delle batteriocine SD1 ed
SD2, lattivita antimicrobica anche dopo esseretestsottoposte al trattamento di
sterilizzazione classica (121°C X 15).

» Di possedere grande resistenza verso variaziositskmel pH, mostrando di mantenere
praticamente inalterata la capacita antimicrolrican range di pH da 2 a 11.
all'azione di diversi agenti tensioattivi e salonganici.

» Produrre diversi valori di Unita Arbitraria neller delle 24 h, con picchi di 51200
UA/ml per i ceppi SD1 ed SD2, 3200 per I'SD3 e §@0 I'SD4.

» Laloro natura proteica quando trattate con divengimi proteolitici , nonché la perdita
della loro capacita antimicrobica per azione diimnzglicolitici (a-amilasi), che
dimostra la presenza, nella frazione attiva, dieoraponente glicosidica.

» Di reprimere la crescita microbica per tutta laadardella fase esponenziale, quando
sono state aggiunte a colture microbiche dei mganeismi sensibili durante la terza ora
d’'incubazione e quindi all'inizio della fase esporrle di crescita.

» Di avere azione battericida nei confronti ddllamonocytogenesnfatti, nella conta in
piastra del microrganismo target successiva allilagg delle batteriocine sia in fase di
crescita esponenziale che in fase stazionaria,span state rilevate cellule vitali di
monocytogeneall.

» Essere adsorbite sulla parete delle cellule beacsagldiversi valori di pH, con le
batteriocine SD1 ed SD2 che hanno mostrato un hitlsento ottimale a pH superiori a
6, mentre le batteriocine SD3 ed SD4 sono staterbits preferenzilamente a valori di
6 od inferiori. Questi risultati mostrano il potégle applicativo di queste batteriocine ai
diversi intervalli di pH; le batteriocine SD1 ed 3Dpotrebbero infatti trovare
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applicazione in prodotti a valori di pH neutri gpguiori, mentre le batteriocine SD3 ed
SD4 potrebbero essere utilizzati in prodotti conljatssi.

» Di avere una dimensione molecolare inferiore aikD@&, come la quasi totalita delle
batteriocine da enterococchi. Ad oggi, su un total25 enterocine conosciute, ben 24
hanno dimensioni inferiori ai 10 kDa, con la sofxlasione della Enterolisina A che
possiede una massa molecolare di 34.500 daltons.

Le enterocine sono generalmente attive contrd.lanonocytogeneg possono
anche essere attive nei confronti @eltyrobutyricum un microrganismo responsabile del
gonfiore tardivo dei formaggi a lunga stagionatwraso degli enterococchi produttori di
batteriocine come colture starter nella produzide¢ formaggi potrebbe prevenire lo
sviluppo dei clostridi ed inibire la crescita dellamonocytogenesosi come dimostrato
da studi recenti. Infine gli enterococchi produtidir batteriocine o le stesse batteriocine
purificate sono state impiegati, in prove sperimmBnt come bioconservanti nella
produzione di diversi alimenti.

Le batteriocine possono svolgere un importanteorugll’ecologia batterica e
guesto probabilmente spiega la grande capacitaatlupre batteriocine da parte degli
enterococchi. Nella maggior parte dei casi, sersheala produzione delle batteriocine sia
regolata e che avvenga in condizioni di cresciéaligd anche se per contro, c’é chi sostiene
che la produzione massima delle batteriocine noabbia nelle migliori condizioni di
sviluppo del microrganismo produttore. Percio laltscdi adatte condizioni di crescita
come la composizione del mezzo, il tempo e la teatpe dincubazione, I'attivita
dell'acqua, etc., sono assolutamente determinagita rfase di monitoraggio di ceppi
potenziali produttori di batteriocine.

E’ noto che alcune batteriocine vengano prodotten@zzo solido e non in brodo
colturale, altre sono fortemente influenzate dedraperatura; ad esempidl'faeciumL50
produce almeno tre batteriocine che vengono predatttemperature differenti, come
differenti sono temperature ideali a cui vengonadptite. Queste batteriocine sono L50A,
L50B, enterocina P ed enterocina Q. Cio che remdei gli enterococchi € il grande
numero di differenti batteriocine prodotte dai nenai questo gruppo batterico.

Poiche queste batteriocine sono generalmente agtiveonfronti di batteri patogeni
di origine alimentare, suscita grande interesgentiativo di farne un uso biotecnologico ai
fini della conservazione degli alimenti, sia atteso I'uso del ceppo produttore sia

utilizzando direttamente la batteriocina purificata

Autore: Stefano Schirru

Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati datkadi capra

Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrameeétali e delle produzioni alimentari 137
Universita degli Studi di Sassari



Batteriocine da enterococchi isolati da latte dipra

CAP. 11 Conclusioni

Per contro alcuni enterococchi sono portatori diepmiali fattori di virulenza e
possono risultare patogeni; inoltre, nell'ultimacdde &€ andato aumentando il numero
degli enterococchi resistenti alla vancomicina, hense fortunatamente, tutte queste
importanti caratteristiche sono specie-specifiéhar. queste motivazioni, nella selezione di
ceppi di enterococchi interessanti per l'industaBmentare, l'assenza di qualsiasi
patogenicita o di geni di resistenza agli antilsictbno requisiti fondamentali.

Un ostacolo all'uso degli enterococchi come coltstarter € che essi non sono
considerati GRAS (generally recognized as safe),ineitre sono stati associati con
infezioni nosocomiali.

Percid sono necessari studi per garantire chepba@an esame sia “sicuro” in
termini di virulenza potenziale, specialmente pérchppi isolati dai cibi hanno mostrato
di possedere determinanti per la virulenza. E’ irapeo, quindi, che qualsiasi ceppo di
enterocco batteriocina-produttore, prima del suen&yale utilizzo come coltura starter o
come microrganismo probiotico sia testato per podédinfattori di virulenza e per la
resistenza agli antibiotici.

Tutto quanto detto e naturalmente valido ancheipsgppi di E. faeciume le
batteriocine da essi prodotte che, sono stati afiush questo lavoro di tesi. Essi, come
suddetto, presentano le diverse caratteristicheitiygscomuni al gruppo degli
enterococchi, ma necessitano di essere testatijysdrche riguarda I'aspetto “sicurezza”

prima di un loro eventuale utilizzo nellindustaiimentare.
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