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Riassunto

I microrganismi, per loro stessa natura, sono in grado di attivare una serie di
sistemi difensivi estremamente varia.

Tra questi sistemi rientrano i classici antibiotici, svariati agenti litici, diversi
prodotti del metabolismo batterico, varie tipologie di esotossine, e le batteriocine.

Lo scopo di questo articolo ¢ quello di fornire un quadro sufficientemente
ampio e dettagliato per quanto concerne uno dei sistemi difensivi pill consistenti e
diversificati del mondo batterico: le batteriocine.

Verranno affrontate le caratteristiche generali di queste straordinarie protei-
ne con un’attenzione particolare alle batteriocine prodotte da batteri lattici analizzan-
done, nel dettaglio, la genetica e la regolazione della loro produzione, il meccanismo
d’azione ed il ruolo ecologico che queste sostanze svolgono all’interno di una popo-
lazione batterica.

In seguito I’attenzione verra focalizzata sul ruolo svolto dalle batteriocine in
campo clinico e sulla salute umana, delineando un loro possibile e proficuo utilizzo
in qualita di bioconservanti alimentari.

Verranno inoltre riportati i dati sperimentali relativi all’attivita della colicina
V+, batteriocina prodotta da E. coli, con la finalita di stimarne la sua azione specifica
nei confronti di diversi stipiti batterici sia Gram positivi che Gram negativi.
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These include classical antibiotics, lytic agents, metabolic by-products, sev-
eral different types of protein exotoxins, and bacteriocins.

The purpose of this article is to review current knowledge about one of the
most abundant and diverse family of microbial defence systems: the bacteriocins.

First of all, we discuss the general characteristics of these extraordinary pro-
teins, in particular bacteriocins produced by lactic acid bacteria, the genetics and
regulation of their production, their mode of action and ecological role (mediating
bacterial population-level and controlling community-level dynamics).

In the latter half of this article we focus on the potential possible role played
by bacteriocins in biomedical and human health field, with particular reference to the
current role in food preservation.

It’s also reported results concerning activity of colicin V+, bacteriocin pro-
duced by Escherichia coli, to estimate its specific action against various Gram posi-
tive and negative strains.

Introduzione

Col termine “batteriocine”, coniato nel 1953 da Jacob e collaboratori, vengo-
no indicate quelle molecole proteiche di produzione batterica generate indifferente-
mente da Gram-positivi e da Gram-negativi e dotate di attivita inibitoria nei confronti
di ceppi batterici diversi dal ceppo produttore, ma a questo strettamente correlati.

La famiglia delle batteriocine comprende un’ampia gamma di proteine che
si differenziano in termini di dimensioni, struttura chimica, cellule rarget, modalita
d’azione e meccanismi immunitari indotti, e che si ritiene vengano prodotte dal 99%
delle specie batteriche presenti in natura.

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi sono generalmente pro-
teine ad elevato peso molecolare che presentano un caratteristico dominio, specifico
per I’adesione, la traslocazione o ’attivita di killing della batteriocina stessa, mentre
le batteriocine prodotte dai batteri Gram positivi sono generalmente peptidi cationici,
di piccole dimensioni e termostabili, inizialmente sintetizzati come pre-peptidi e che,
in seguito a fenomeni di scissione, si trasformano nelle molecole biologicamente
attive.

Genetica

L’informazione genetica che codifica per la produzione di batteriocine pud
essere contenuta sia a livello plasmidico, sia a livello cromosomico e tale produzio-
ne pud avvenire spontaneamente oppure conseguire ad una stimolazione operata da
agenti ambientali, fisici o chimici.

I geni che codificano per le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi ri-
sultano localizzati a livello plasmidico, mentre i geni che codificano per le batteriocine
prodotte dai Gram positivi possono essere presenti sia a livello plasmidico che cromo-
somico, ed inoltre si localizzano specificamente in strutture multigene operone-simili;
il corredo genetico deputato alla produzione delle batteriocine ad opera dei Gram po-
sitivi risulta anche estremamente pitt ampio rispetto a quello dei Gram negativi.

236



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XX VI, 2006) pag. 235 - pag. 246

Meccanismo d’azione

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi si differenziano rispetto a
quelle elaborate da microrganismi Gram positivi in quanto le prime agiscono mediante
formazione di canali ionici a livello di membrana citoplasmatica e mostrano, una volta
penetrate nella cellula sensibile/farget, una spiccata attivita nucleasica, mentre le se-
conde sono “membrana-attive”, ossia operano direttamente a livello di membrana (1).

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi aderiscono alle cellule
bersaglio grazie alla presenza di specifiche unita recettoriali presenti a livello di
membrana esterna delle cellule sensibili coinvolte. Quelle prodotte dai microrgani-
smi Gram positivi non mostrano invece alcun assorbimento specifico, pur non po-
tendosi escludere a priori la possibilita di una via di assorbimento preferenziale per
quelle specifiche batteriocine caratterizzate da uno spettro d’azione piu limitato (2).

Lo spettro d’inibizione delle batteriocine prodotte dai Gram negativi ¢ stret-
tamente correlato alla specie produttrice, mentre le batteriocine prodotte dai Gram
positivi si dimostrano attive non solo verso altri batteri Gram positivi ma, occasio-
nalmente, anche verso microrganismi Gram negativi.

Risulta poi di un certo interesse la constatazione che il range di sensibilita
puo incrementare, anche notevolmente, al variare del pH, cosi come in presenza di
particolari sostanze chimiche che agiscono alterando I’integrita della parete batterica.

Regolazione della produzione delle batteriocine

Per quanto concerne la regolazione della produzione di batteriocine, i mi-
crorganismi Gram positivi elaborano uno specifico e personale sistema di regolazio-
ne, mentre i batteri Gram negativi si basano su diversi sistemi regolatori.

In entrambi i casi risulta di particolare rilevanza un sistema di regolazione
batterica denominato quorum sensing system; tale sistema risulta essere influenzato
dalla densita cellulare presente nel substrato (3, 4, 5).

Esistono nel mondo procariotico alcuni sistemi di controllo globale che con-
sentono ad un microrganismo di rispondere in modo estremamente efficace ai segnali
offerti dall’ambiente.

Un interessante “segnale” ¢, per 1’appunto, quello riportabile alla presenza
di altri organismi appartenenti alla stessa specie. Alcune specie batteriche, infatti,
possiedono sistemi regolatori che si basano sulla percezione della densita batterica di
cellule appartenenti alla stessa specie nell’ambito della popolazione. E questa forma
di controllo che viene appunto definita quorum sensing. Si stabilisce, in altri termini,
una sorta di network di comunicazione tra cellula e cellula, basata su fattori solubili
(N-acil-L-omoserina per i batteri Gram negativi e varie unita peptidiche per batteri
Gram positivi) che spesso determinano la formazione di biofilm microbici. Questo
mezzo di comunicazione intercellulare viene innescato per regolare la trascrizione
genica di strutture coinvolte in differenti processi fisiologici come la bioluminescen-
za, il trasferimento di materiale plasmidico per via coniugativa e la produzione di
specifici fattori di virulenza. Svariate specie microbiche impiegano questa strategia
di comunicazione per mantenere una crescita organizzata nell’ambiente, situazione
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indispensabile per la sopravvivenza di taluni patogeni nell’ospite. Ciascun batterio
Gram negativo che possieda questo sistema di controllo, risulta dotato di un enzima
che sintetizza omoserina lattone acilato (AHL), molecola che diffonde all’esterno
della cellula. All’interno della cellula I’AHL si concentra in modo specifico soltanto
nel momento in cui ve ne siano numerose altre nelle vicinanze produttrici della stessa
molecola. Queste molecole “segnale” a basso peso molecolare possono venire con-
siderate come induttori che attivano la trascrizione genica da parte del cromosoma,
producendo opportuni fattori di virulenza batteriocine incluse.

Batteriocine prodotte dai batteri lattici

Tra le specie batteriche presenti in natura, in particolare i batteri lattici (LAB:
lactic acid bacteria) hanno sviluppato la capacita di produrre un’ampia gamma di
batteriocine.

Le batteriocine prodotte dai LAB sono state suddivise da Kleanhammer (6)
in tre classi, a cui se ne aggiunge una quarta attualmente poco nota (7):

e  Batteriocine di classe I: definite lantibiotici. Si tratta di molecole a basso
peso molecolare, termostabili e modificate post-traduzionalmente; la nisina
rappresenta il classico prototipo delle batteriocine appartenenti a questa clas-
se (8).

e  Batteriocine di classe II: molecole di piccole dimensioni, idrofobiche e re-
lativamente termostabili. Questa classe viene, a sua volta, suddivisa in 3
sotto-gruppi: la classe IIa (9), il gruppo pilt ampio e pili importante per la sua
attivita anti-Listeria, la classe IIb, batteriocine formate da due peptidi, e la
classe Ilc, che comprende batteriocine inquadrate come sec-dependent, sulla
base del loro intrinseco meccanismo di secrezione (10).

e  Batteriocine di classe III: proteine di notevoli dimensioni e termolabili.

e  Batteriocine di classe I'V: molecole complesse nella cui struttura si ricono-
scono componenti sia di natura lipidica che glucidica.

Ruolo ecologico delle batteriocine

Le batteriocine svolgono una funzione chiave in termini “relazionali” all’in-
terno delle diverse comunita batteriche, anche se il ruolo di queste sostanze antimi-
crobiche non ¢ stato ancora definitivamente chiarito.

La sintesi batteriocinica, talvolta estremamente elevata sotto I’aspetto quan-
titativo, potrebbe suggerire un possibile coinvolgimento di tali sostanze sia nei mec-
canismi difensivi (impedisce 1’invasione ad opera di altri ceppi o specie batteriche al-
I’interno dell’ habitat del batterio produttore), che offensivi, mettendo in atto strategie
invasive con conseguente stanziamento in una particolare nicchia ecologica (4).

Applicazioni delle batteriocine in campo clinico ed alimentare

Queste sostanze a spiccata attivita antimicrobica hanno riscosso un crescente
interesse soprattutto per il loro possibile impiego sia in campo clinico che in quello
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tecnologico/alimentare (in particolar modo le batteriocine prodotte dai batteri lattici
e definite per I’appunto lantibiotici).

Per quanto attiene alle applicazioni in campo clinico, le batteriocine rappre-
sentano una valida soluzione alternativa agli antibiotici. Infatti, grazie al loro limitato
spettro d’azione, possono essere considerate “farmaci d’elezione” che agiscono spe-
cificatamente su determinati agenti patogeni; cid consentirebbe, per lo meno in linea
teorica, una drastica diminuzione dell’utilizzo degli antibiotici, riducendo in tal modo
da un lato lo sviluppo di antibiotico-resistenza da parte dei ceppi patogeni e dall’altro
il depauperamento della flora apatogena commensale presente nell’organismo.

Ne sia d’esempio la latticina 3147, batteriocina prodotta da Lactococcus lac-
tis, che ha mostrato una spiccata attivita nei confronti dei principali agenti mastitoge-
ni Gram positivi (11, 12, 13, 14, 15). Appare quindi evidente come la latticina 3147
presenti interessanti potenzialita di utilizzo sia in fase di trattamento terapeutico che
in fase di prevenzione e controllo della mastite bovina.

In campo alimentare le batteriocine possono essere utilizzate come bio-con-
servanti per controllare e contenere la popolazione batterica indesiderata e responsa-
bile di intossicazioni e deterioramento della matrice alimentare.

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

In particolare la prima batteriocina, approvata nel 1988 dall’FDA (Food and
Drug Administration) in qualita di bio-conservante, ¢ stata la nisina, sostanza anti-
microbica prodotta da Lactococcus lactis e appartenente alla classe dei cosiddetti
lantibiotici.

Attualmente la nisina viene impiegata come bio-conservante alimentare in
oltre 45 Paesi, e rimane la sola batteriocina che puo essere aggiunta ai prodotti ali-
mentari (16).

Questo bio-conservante ha trovato larga applicazione nei prodotti di origine
lattiero-casearia, nelle carni, nei prodotti vegetali (frutta compresa), nei prodotti di
panetteria e pescheria, cosi come in talune tipologie di bevande (8, 14, 17).

Oltre che per prevenire la contaminazione da parte di batteri patogeni nei
prodotti alimentari, le batteriocine possono essere impiegate anche per migliorare le
caratteristiche qualitative intrinseche del prodotto stesso (18).

Come diretta conseguenza di quanto finora sottolineato, I’utilizzo delle bat-
teriocine potrebbe costituire uno strumento “tecnologicamente” corretto ed efficace,
impiegabile nella produzione di quei prodotti definiti “di alta qualita” che si con-
servano per lunghi periodi di tempo in assenza di alterazioni ed in totale sicurezza
mantenendo le caratteristiche organolettiche intrinseche.

Anche in questo settore si ¢ dimostrata utile la nisina, in grado di agire ini-
bendo la produzione di spore da parte dei batteri dei generi Bacillus e Clostridium e
nell’ambito della produzione di differenti prodotti lattiero-caseari precedentemente
sottoposti a processo di pastorizzazione (19, 20, 21).

La nisina, inoltre, si ¢ dimostrata attiva ed efficace nei confronti di una vasta
gamma di batteri Gram positivi, compresa Listeria monocytogenes, agente eziologi-
co di una delle intossicazioni alimentari piu frequenti e pericolose in termini sanitari,
la listeriosi (22, 23).
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Per completare il quadro relativo alle possibilita applicative di queste sostan-
ze antimicrobiche, va ricordato ’utilizzo di colture batteriche produttrici di batterio-
cine in qualita di probiotici alimentari.

Col termine di probiotico si intende, in modo estremamente schematico, una
preparazione a base di particolari microrganismi: anche in questo caso i batteri lattici
sono quelli pitt ampiamente utilizzati a tale scopo infatti, una volta somministrati,
migliorano le proprieta della microflora autoctona dell’organismo ricevente.

L’incorporazione dei microrganismi probiotici puo essere estesa ai prodotti
lattiero-caseari, alle formulazioni per 1’infanzia, ai succhi di frutta, ai prodotti a base
di cereali ed a taluni prodotti farmaceutici (24, 25).

E stata inoltre evidenziata la capacita per alcune specie batteriche, nello spe-
cifico Lactobacillus e Bifidobacterium, di inibire la crescita di Helicobacter pylori,
uno dei principali agenti eziologici responsabili di ulcere gastro-duodenali, grazie alla
liberazione di molecole proteiche riconducibili a specifiche batteriocine. La sommini-
strazione in forma probiotica di queste specie batteriche ed in soggetti geneticamente
predisposti previene, in primo luogo, la formazione di ulcere a livello gastroenterico
e, secondariamente, ha esitato in un diretto coinvolgimento nella stabilizzazione della
barriera gastrica oltre che nella riduzione dell’inflammazione mucosale.

Dati sperimentali hanno rivelato come 1’utilizzo di probiotici non porti al-
I’eradicazione definitiva e completa di H. pylori, ma sia in grado di contenere il livel-
lo gastrico del patogeno, inibendo in tal modo la sintomatologia clinica (26, 27, 28).

Materiali e metodi

Sono stati impiegati stipiti di Salmonella enterica e di Yersinia enterocolitica
ricavati nel corso di una precedente indagine effettuata su campioni carnei destinati
all’alimentazione del cane, nonché ceppi appartenenti ad altri generi, sempre isolati
presso la Sezione di Microbiologia ed Immunologia del Dipartimento di Salute Ani-
male, e riportabili a Pasteurella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., En-

terococcus spp., Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Alcaligenes spp., Bacillus
spp.- (29, 30).

Test per la produzione di colicine

Consente di saggiare I’attivita batteriocinica posseduta dal ceppo di Escheri-
chia coli colicina V+ (ATCC 14763), allo scopo di evidenziarne la capacita di elabo-
rare batteriocine (colicine) attive nei confronti di altri ceppi appartenenti alla stessa
specie e nei confronti di stipiti appartenenti a generi differenti.

Ceppo produttore: Escherichia coli colicina V+ ( ATCC 14763)

Ceppi testati: 42 ceppi di Yersinia enterocolitica (uno dei quali di referenza:
CIP 6529), 24 stipiti di Salmonella enterica (di cui 2 di referenza per Salmonella
pullorum e Salmonella typhi), 4 ceppi di Pasteurella spp., 3 ceppi di Aeromonas
hydrophila, un singolo ceppo riportabile a E. coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., Alcaligenes spp.

Metodica: tutti i ceppi, compreso il ceppo indicatore, sono stati seminati
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in Tryptose broth addizionato di estratto di lievito 0.3% e di CaCl, 0,145%. Dopo
incubazione a 37°C per 8-10 ore, sono state eseguite diluizioni del ceppo colicinico
provvedendone alla semina di una aliquota pari a 0.5 ml sullo stesso terreno agariz-
zato. Si & proceduto quindi ad eliminare 1’eventuale liquido in eccesso presente sulla
superficie della piastra, lasciando la stessa ad asciugare sotto cappa sterile a flusso
laminare per un periodo di almeno 20 minuti.

In seguito, la brodocoltura del ceppo da testare, in volume di 10 pl, ¢ stata
deposta al centro delle piastre, che sono state poi incubate per 16-18 ore ad una tem-
peratura di 30°C.

La produzione di colicine si evidenzia attraverso la formazione di un alone
di inibizione misurabile attorno al ceppo in esame (31, 32).

Figura 1:
immagine relativa agli aloni di inibizione riguardanti alcune delle specie batteriche prese in esame.

Risultati

I risultati relativi alla parte sperimentale vengono riportati in tabella 1.

Tabella 1:

risultati concernenti la sensibilita dei ceppi saggiati nei confronti della colicina V+.

Nella prima colonna vengono indicati i ceppi saggiati, mentre nella seconda vengono riportati i relativi
diametri di inibizione evidenziati durante la prova.

CEPPO +/- CEPPO +-

S. enterica tennessee 3 - Yersinia enterocolitica CIP 6529 -

S. enterica blockley 1 - Yersinia enterocolitica 763 -

S. enterica enteritidis 2 - Yersinia enterocolitica 153 + (>5mm)
S. enterica dublin - Yersinia enterocolitica 89 + (>4mm)
S. enterica tennessee 1 - Yersinia enterocolitica 21B + (>4mm)
S. enterica java - Yersinia enterocolitica 47 -
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CEPPO +/- CEPPO +/-

S. enterica derby 3 - Yersinia enterocolitica 25sd + (>4mm)
S. enterica derby 4 - Yersinia enterocolitica 85 + (>3mm)
S. enterica pullorum - Yersinia enterocolitica 387 + (>5mm)
S. enterica st. paul 1 - Yersinia enterocolitica 11C -

S. enterica enteritidis 1 - Yersinia enterocolitica 314 -

S. enterica typhi ref. - Yersinia enterocolitica 512 -

S. enterica anatum 3 - Yersinia enterocolitica 48 -

S. enterica coeln C1 - Yersinia enterocolitica 3A -

S. enterica blockley 2 - Yersinia enterocolitica 84 -

S. enterica thompson - Yersinia enterocolitica 42 -

S. enterica derby 1 - Yersinia enterocolitica 391 -

S. enterica derby 2 - Yersinia enterocolitica 772 -

S. enterica enteritidis 3 - Yersinia enterocolitica 31 -

S. enterica anatum 1 - Yersinia enterocolitica 14 -

S. enterica typhimurium - Yersinia enterocolitica 18 -

S. enterica anatum 2 + (>4mm) Yersinia enterocolitica 32sd -

S. enterica tennessee 2 - Yersinia enterocolitica 384 -

S. enterica infantis - Yersinia enterocolitica 911 -
Yersinia enterocolitica 293sd - Yersinia enterocolitica 97 -
Yersinia enterocolitica 46 - Yersinia enterocolitica 1032sd -
Yersinia enterocolitica 183 - Bacillus subtilis -
Yersinia enterocolitica 99 - Escherichia coli -
Yersinia enterocolitica 74 - Streptococcus spp. -
Yersinia enterocolitica 771 - Staphylococcus spp. + (<2mm)
Yersinia enterocolitica - Pasteurella spp. A + (<2mm)
Yersinia enterocolitica 192sd - Pasteurella spp. B + (<2mm)
Yersinia enterocolitica 71sd - Pasteurella spp. C + (<2mm)
Yersinia enterocolitica 88 - Pasteurella spp. D + (<2mm)
Yersinia enterocolitica 365 - Alcaligenes faecalis -
Yersinia enterocolitica 654sd - Enterococcus faecalis -
Yersinia enterocolitica 34A - Aeromonas hydrophila A -
Yersinia enterocolitica 643sd - Aeromonas hydrophila B -

Yersinia enterocolitica 504sd

Aeromonas hydrophila C
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Discussione e conclusioni

Innanzitutto ¢ possibile affermare che per Yersinia, si ¢ evidenziata sensibi-
lita per 6 dei 41 stipiti saggiati (14.6% con intervallo di confidenza al 95% compreso
tra i seguenti valori: 0,001 e 0,228) escludendo il ceppo di referenza; mentre per Sal-
monella si € riscontrato 1 ceppo sensibile su 22 (4.5% con intervallo di confidenza, al
95%, tra i valori 0,056 ¢ 0,292).

Il raffronto statistico ottenuto dai dati relativi ai suddetti due generi non evi-
denzia significativita di relazione tra i parametri Genere, nella fattispecie Salmonella
e Yersinia, e Sensibilita alle specifica batteriocina in oggetto.

Tutti e quattro gli stipiti di Pasteurella spp. hanno presentato sensibilita nei
confronti della colicina prodotta dal ceppo di Escherichia coli V+, mentre, ad ecce-
zione dello stipite di Staphylococcus spp. anch’esso risultato sensibile, tutte le altre
specie non hanno esibito alcun alone di inibizione.

I dati riferibili a queste diverse specie batteriche, essendo stati estrapolati e
ricavati da casi singoli o limitati a pochi ceppi, consentono soltanto alcune semplici
considerazioni che hanno valore indicativo, costituendo un dato preliminare che ne-
cessiterebbe di ulteriori conferme e approfondimenti.

Sulla base delle considerazioni fino ad ora apportate, ¢ possibile concludere
che le batteriocine sono dotate di un elevato potenziale applicativo. Risulta, pertanto,
fondamentale e necessario continuare ad approfondire le ricerche per comprendere
sempre piu a fondo le caratteristiche intrinseche di queste molecole, ampliando, se
possibile, il loro coinvolgimento in ambito sia bio-medico che alimentare.
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