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1. Uvod

Vyuzitie Specifickych vlastnosti mikroorganizmov
nazyvanych prospesné baktérie — probiotika — je dlho zna-
me. Prostrednictvom potravin, doplnkov stravy alebo lie-
kov, mézu mat’ pozitivny vplyv na celkovy zdravotny stav
a pohodu hostitel'a — ¢loveka alebo zviera. Probiotika su
definované Svetovou zdravotnickou organizaciou ako
,»Z1vé mikroorganizmy, ktoré ak st poddvané v primera-
nom mnoZstve, poskytuju zdravotné vyhody hostitelovi*' ™.
Probiotikd sa svojimi biologickymi vlastnostami a pro-
duktmi podiel'aju na optimalnom fungovani organovych
systémov a tvoria prirodzenu bariéru pred pomnozenim
neziaducich mikroorganizmov.

Probiotické baktérie sit mimoriadne bohaté na tvorbu
roznych biologicky aktivnych latok, z ktorych sa
v sticasnosti venuje popredna pozornost’ najmé bakterioci-
nom, biosurfaktantom, vitaminu K2 a exopolysacharidom,
najméd pre ich vyznamné mnohostranné Gc¢inky na l'udsky
¢i zvieraci organizmus. Pricom biologicky aktivne latky st
zltceniny, ktoré maju schopnost’ interagovat’ s jednou
alebo viacerymi zlozkami zivého tkaniva, so Sirokym
spektrom moznych G&inkov'. Okrem vyssie spominanych
latok maju aj organické kyseliny, oxid uhli¢ity, etanol,
peroxid vodika, diacetyl a d’al$ie latky schopnost’ inhibo-
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vat’ rast a metabolicku aktivitu technologicky a zdravotne
neziaducej mikroflory’.

2. Bakteriociny

Baktériami ribozomalne syntetizované antimikrobidl-
ne latky st tradi¢ne zname ako bakteriociny®. Klasifikacia
bakteriocinov Gram-pozitivnych baktérii je komplikovana,
dlhodobo diskutovand medzi odbornikmi s réznymi ne-
zhodami, existuje vSak vSeobecny konsenzus pre dve hlav-
né skupiny bakteriocinov: (a) lantibiotika (trieda I), post-
translatne modifikované bakteriociny (charakteristické
pritomnost’ou posttransla¢ne modifikovanych neobvyklych
aminokyselin, ako st napriklad dehydroaminokyseliny
dehydroalanin a dehydrobutyrin a tioéterové aminokyseli-
ny (lantionin a 3-metyllantionin)) a (b) nonlantibiotika
(trieda II), nemodifikované bakteriociny, ktoré sa dalej
delia do 4 podtried”’. Mnohi autori navrhuju a uznavaju
doplnenie samostatnej skupiny bakteriocinov (trieda III)
zahriiujucej cyklické peptidy/proteiny s lytickou aktivitou,
tzv. bakteriolyziny® .

Okrem toho, v devit'desiatych rokoch nastal znacny
rozmach v $tidiu bakteriocinov produkovanych niektory-
mi zastupcami rodu Enterococcus, ¢o viedlo ku klasifika-
cii samotnych enterocinov, teda bakteriocinov produkova-
nych zvéc¢sa enterokokmi. Probiotické baktérie alebo ich
bakteriociny (enterociny) maji slubny profylakticky ¢i
aditivny potencial v chove zvierat, napr. ukoni' alebo
psov®’.

Néazov lantibiotika je odvodeny od ,,antibiotika obsa-
hujtce lantionin“ (/anthionine and/or methyl-lanthionine
containing antibiotics). Su syntetizované v ribozémoch
ako neaktivne prekurzory, ktoré podliehajli enzymami
sprostredkovanym, posttranslacnym modifikaciam
(vysledkom je kruh lantionin a/alebo 3-metyllantionin),
priCom vznikaju ich biologicky aktivne formy. Charakte-
ristické tioéterové aminokyseliny st zavedené do prekur-
zorovych peptidov pomocou enzymov sprostredkujtcich
posttranslaéné modifikacie'’. Vysledné kruhové Struktary
prispievaji k zvySeniu odolnosti voci proteolyze ¢i k zvy-
Senej tolerancii voéi oxidaénym podmienkam'®. Vzhladom
na ich komplikované Struktiry je chemickd syntéza tychto
biomolekul ekonomicky naro¢nd, a preto sa biologicka
vyroba javi ako jedina realna alternativa’.

Lantibiotikd ako rozmanité triedy antimikrobialnych
peptidov produkovanych réznymi baktériami, vykazuju
Siroké spektrum aktivity. Bolo identifikovanych viac ako
sto lantibiotik (lantipeptidov), pricom niektoré vykazovali
na nanomolarnej uUrovni silntl antimikrobialnu aktivitu
proti nozokomidlnym patogénom, ako je meticilin-
rezistentny  Staphylococcus  aureus,  vankomycin-
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rezistentné enterokoky a oxacilin-rezistentné Gram-
pozitivne baktérie. Dolezité je, ze vyznamny vyvoj rezis-
tencie nebol pozorovany u najlepsie preStudovaného lanti-
biotika nizinu'”. Nizin ako najziadanejsie a komeréne vyu-
zivané lantibiotikum vykazuje vysokua G¢innost’ proti mno-
hym patogénom. Avsak niektoré klinicky relevantné bak-
térie moZu exprimovat’ vysoko Specifické membranovo
asociované proteiny nizinovej rezistencie'. Nizin a d’alsie
lantibiotikd maju potencial viest’ k vyvoju novych deriva-
tov pre terapeutické pouzitie (oblast’ bioinzinierstva). Ni-
zin sa moze vyskytovat v niektorych syroch prirodzene
ako vysledok fermentaéného procesu, v potravinarskom
priemysle sa moZe pouzivat’ ako konzervacnd latka E234.

Lantibiotikd st klasifikované na typ-A a typ-B.
Typ-A (linearne peptidy) sa deli na zéklade Struktary do
podtypov typ-A (I) (napr. nizin) a typ-A (II) (napr. nukacin
ISK-1). Lantibiotika typ-A s vSeobecne podlhovasté am-
fifilné latky. Lantibiotika typ-B su naopak konformacne
definované peptidy s globularnou 3D Strukturou (napr.
mersacidin  a actagardin). Treti typ, dvojzlozkové
(dvojpeptidové) lantibiotika (napr. lakticin 3147), obsahu-
ju dva struktarne odlisné peptidy pdsobiace synergicky pri
nieni cielovych baktérii".

Lantibiotikd posobia proti Gram-pozitivnym bakté-
riam, a to viacerymi mechanizmami ucinkov: Lantibiotika
typ-A (I) advojzlozkové lantibiotikd najprv interaguju
s lipidom 1II (hlavny transportér peptidoglykanovych pod-
jednotiek z cytoplazmy do bunkovej steny) a vznika stabil-
ny komplex, ktory nasledne vedie k inhibicii biosyntézy
bunkovej steny ak tvorbe poérov vnej. Lantibiotikd
typ-A (II) a typ-B sa tiez viazu s lipidom II a inhibuju bio-
syntézu bunkovej steny, ale bez tvorby porov'’.

Antimikrobialna aktivita lantibiotik vo¢i multirezis-
tentnym patogénom, ich stabilita vo¢i protedzam, teplu
a oxidacii robi tieto latky zaujimavymi kandidatmi pre
nové antimikrobidlne aplik4cie v oblastiach zdravotnictva
a stvisiacich odvetviach. Vzhladom na nedavny vyvoj
a skutocnost’, ze niekol’ko lantibiotik je v sucasnej dobe
v predklinickych a klinickych $tadiach, predpoklada sa, zZe
bioinzinierstvo lantibiotik by mohlo prispiet k rieSeniu
antibiotickej rezistencie naprie¢ Sirokému spektru bakte-
ridlnych patogénov. Rozne modifikécie lantibiotik otvéaraju
totiz moznost’ generovat’ vylepsené lantibiotikové peptidy.
Okrem aplikdcie ako alternativa klasickych antibiotik
mozno lantibiotika pouzit’ aj ako profylaktika & aditiva.
Gallidermin a lakticin 3147 pdsobia proti akné spdsobuju-
cim baktéridm Propionibacterium acnes a je mozné ich
pouzitie ako prisad v kozmetickych pripravkoch
a pripravkoch osobnej starostlivosti’. Bola popisana vhod-
na aplikacia galliderminu (jeho inkorporaciou do kibu) ako
profylaktika proti biofilmovym infekciam sposobenym
Staphylococcus epidermidis a suvisiacich s implantaciou
protetického kibu®'. Lakticin 3147 a mutaciny pdsobia
antimikrobialne na rdzne kariogénne kmene Streptococcus
mutans, diskutuje sa preto o ich priddvani do zubnych
pripravkov. Boli vyvinuté Zuvacky a pastilky obsahujuce
kmen Streptococcus salivarius, ktory produkuje salivari-
cin, a su urené na profylaxiu zubného kazu, paradentozy
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a infekcie Gstnej dutiny'>*2. Pokial’ ide o veterinarne apli-
kacie, napriklad lakticin 3147 bol tuspesne pouzity na
prevenciw/lie¢bu mastitidy u hovidzieho dobytka™?.
U pacientov s cystickou fibrézou nepritomnost’ alebo dys-
funkcia transmembranového reguldtora chloridového ka-
nala vedie k znizeniu transportu chloridovych idnov
vrespiracnych  epitelovych ~ bunkach. = Duramycin
v pripravku Moli 1901 stimuluje alternativny chloridovy
kandl a modze tak kompenzovat' nedostatok regulatora
v epiteli dychacich ciest pacientov s cystickou fibrozou*.
Viaceri autori sa zaoberali cytotoxickym efektom nizinu
na rézne huménne nadorové bunky* .

Bakteriociny mozu byt pouzité samostatne ale-
bo v kombinacii s inymi antimikrobidlnymi latkami
(inhibitormi quorum sensing, enzymami odburavajucimi
biofilm a inymi) na inhibiciu tvorby biofilmu a/alebo era-
dikaciu existujtcich biofilmov*®. Dolezitt sudast’ biofilmu
tvoria aj bunky obklopujuce matrice obsahujice vodu,
extracelularnu DNA, proteiny a polysacharidy. Kompo-
nenty matrice ul'ahcuji kolonizaciu povrchov v kontakte
s potravinami alebo tkanivami®-’.

Perales-Adan a spol.*' vo svojom experimente preu-
kazali synergicky u¢inok dvoch testovanych bakteriocinov
(AS-48 a nizinu) produkovanych baktériami mlie¢neho
kvasenia na kontrolu stafylokokov, vratane kmenov rezis-
tentnych voci antibiotikam.

3. Biosurfaktanty

Biosurfaktanty (BS) m6zeme definovat’ ako povrcho-
vo aktivne biomolekuly so Sirokym spektrom aplikécii,
produkované mikroorganizmami*2. Mézu byt produkova-
né baktériami bud’ extracelularne alebo ako sti¢ast’ bunko-
vej membrany™. Su to amfifilné molekuly, ktoré obsahuju
hydrofilni a hydrofébnu cast’ a mézu byt pouzité ako
emulgatory, ale aj ako demulgacné ¢inidla, zmacadla, pe-
notvorné ¢inidla, roztieracie ¢inidla, funkeéné zlozky potra-
vin a detergenty. Schopnost BS znizovat medzifazové
povrchové napétie spdsobila, Ze zohravaju dolezita tlohu
pri obnove ropy a v bioremediacii’>. Vlastnosti BS st Zia-
duce v roznych priemyselnych odvetviach ako petroche-
micky priemysel, banictvo, hutnictvo, pol'nohospodarstvo,
kozmeticky, farmaceuticky a potravinarsky priemysel, ¢i
oblast’ nanotechnoldgii’*. Produkcia biosurfaktantov je
povazovana za jednu z klicovych technologii pre rozvoj
v 21. storo¢i. Jej vyznam spociva najmé v rieSeni global-
nych problémov. BS je mozné pre ich biologicka rozlozi-
telnost’ a nizku toxicitu vyuZit' ako obnoviteIné zdroje
energie. Santos a spol.*® biosurfaktanty oznagili ako multi-
funkéné biomolekuly 21. storocia.

Vicsina v sucasnosti vyrabanych surfaktantov je che-
micky odvodenych z ropy. Tieto syntetické povrchovo
aktivne Cinidla su vSeobecne toxické a tazko sa rozkladaju
pésobenim mikroorganizmov, preto je snaha o vyvoj
a zavedenie surfaktantov SetrnejSich k Zivotnému prostre-
diu, ¢o sa da dosiahnut’ napr. mikrobidlnou produkciou
(vid’ vyssie spominané biosurfaktanty). Medzi vyhody BS
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patria Struktirna réznorodost, povrchova aktivita, nizka
toxicita, uc¢innost’ pri extrémnych podmienkach (pH, teplo-
ta), relativne I'ahké priprava, vyroba zahfiiajuca obnovitel-
né zdroje, vysSia biodegradovatelnost, emulga¢na a de-
mulga¢na schopnost’ a antimikrobialna aktivita®*.

Biosurfaktanty st vSeobecne kategorizované podla
ich mikrobidlneho povodu a chemického zloZenia. Delia sa
do dvoch zakladnych skupin a) glykolipidy a b) lipopepti-
dy a lipoproteiny. Zo skupiny lipopeptidov je znamy sur-
faktin  (produkovany Lactococcus lactis), fengycin
(produkovany Bacillus subtilis) a lichenyzin (produkovany
Bacillus licheniformis). Biosurfaktanty mozeme rozdelit aj
na zéklade molekulovej hmotnosti na nizkomolekularne
BS (napr. glykolipidy, lipopeptidy a fosfolipidy) a BS
s vysokou molekulovou hmotnostou (napr. lipoproteiny,
lipopolysacharidy a komplexné biopolyméry). Boli popisa-
né mnohé probiotické baktérie produkujuce BS, ako napri-
klad: Lactobacillus helveticus (xylolipidy), Lactobacillus
delbrueckii  (glykolipidy),  Lactobacillus  pentosus
(glykolipidy), Lactococcus lactis (xylolipidy a glykopro-
teiny), Streptococcus thermophilus (glykolipidy), Entero-
coccus  faecium  (glykolipidy), Lactobacillus casei
(glykolipidy) a iné (cit.*®). Lipopeptidy mézu byt pouziva-
né v roéznych oblastiach ako potravinarsky a kozmeticky
priemysel pre svoje emulzifikacné/deemulzifikac¢né, peni-
vé, zvlhCovacie a dispergacné vlastnosti. Niektoré glykoli-
pidové biosurfaktanty (napr. sophorolipidy, rhamnolipidy)
st pouZivané v kozmetike. MoZnost’ aplikacie biosurfak-
tantov v biomedicine sa za posledné desatrocie zvysila.
Kvoli svojim vlastnostiam (biologicky povod, biologicka
odburatel’nost, nizka toxicita) si povaZzované za vhodnej-
Sie ako chemickeé, povrchovo aktivne léltky3 7. Okrem toho
ich schopnost’ tvorit' pdry a destabilizovat’ biologické
membrany umoziluje ich pouZzitie ako antimikrobidlne,
hemolytické, protivirusové, protinadorové a insekticidne
Tatky >389,

Mnohé BS ziskané z laktobacilovych kmefiov sa vy-
znacuju antiadhezivnymi/antibiofilmovymi vlastnostami
vo& multirezistentnym patogénnym mikroorganizmom®.
BS mo6zu zmenit’ fyzikalne a chemické podmienky prostre-
dia, kde sa vyvijaju biofilmy a st povazované za silné
antiadhezivne latky, pretoZe inhibuju prilnavost’ Sirokého
spektra patogénov na povrchy biomaterialu a epitelialnych
buniek. Biosurfaktant izolovany z Lactobacillus plantarum
subsp. plantarum PTCC 1896 zabranoval adhézii patogé-
nov Escherichia coli a Staphyloccocus aureus, pri pouziti
bakterialnej suspenzie na mikrotitracnej platnicke
v pokuse in vitro (cit.**). Biosurfaktant ziskany z Lacto-
coccus lactis 53 inhiboval adhéziu réznych patogénov na
silikdnové rurky a redukoval populéacie patogénnych mikro-
organizmov na hlasovych protézach*'*. BS ziskané
z probiotickych baktérii mlie¢neho kvasenia (najma Strep-
tococcus thermophilus a Lactobacillus spp.) antagonizova-
li rast roéznych patogénov ako Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Enterococcus faecalis, Candida albi-
cans (cit.”*). Napriklad biosurfaktant produkovany Lac-
tococcus lactis (xylolipid), izolovany z fermentovaného
mlie¢neho pripravku, vykazoval vyznamni antibakterialnu
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aktivitu vo¢i klinickym patogénom*. Merghni a spol.*
potvrdili antioxidacny a antiproliferativny potencial bio-
surfaktantov izolovanych z Lactobacillus casei a rovnako
ich antiadhezivne a antibiofilmové vlastnosti voci oralnym
oportinnym kmenom Staphyloccocus aureus. Biosurfak-
tanty produkované probiotikami maji potencial na pouZi-
tie ako antibiofilmové ¢inidld v biomedicinskej oblasti
(antibiofilmové biologické natery pre medicinske zariade-
nia na zniZovanie nozokomialnych patogénov) a v potravi-
nérskej oblasti®’.

4. Vitamin K

Existuju dva typy prirodzene sa vyskytujuceho vita-
minu K: vitamin K1 (fylochinén/fytomenadién) a vita-
min K2 (menachinén) (cit.*®). Obe formy maju spolo&né
2-metyl-1,4-naftochinénové jadro (menadion, vitamin K3),
lisia sa Struktirou v postrannom retazci. Menachinon mo-
7e obsahovat’ bo¢né retazce roznej dizky (4-13 isopréno-
vych jednotiek), preto je oznaCovany ako MK-n, kde ,,n“
oznaluje pocet isoprenoidovych zvyskov*"*.

Vitamin K1 je tvoreny hlavne v rastlinach®, kym
vitamin K2 je produkovany predovSetkym mikroorganiz-
mami, tzv. bakteridlnou syntézou***>'. Prirodzené vitami-
ny K st nerozpustné vo vode a v tele sa absorbuju iba za
pritomnosti zl¢e. Koncentracia fylochinénu v zvieracich
tkanivach je pozoruhodne nizka v porovnani s menachind-
nom (najmi MK-4) (cit.??).

Baktériami produkované menachinény (MK) su bio-
logicky aktivne formy vitaminu K, ktoré st pritomné
v F'udskom &reve, peceni a plazme®'. Je pozoruhodné, Ze
baktérie nesyntetizuju MK-4. MK-4 je produkovany l'ud’-
mi a zvieratami tkanivovo Specifickou premenou fylochi-
nénu a/alebo menadiénu®>. V procese fermentacie druhom
Bacillus vzniké napriklad MK-7 a teda moze byt ziskany
z potravinarskych vyrobkov ako je syr, méso a fermen-
tované sdje, ale jeho koncentracia je vel'mi nizka. Ukéazalo
sa, ze MK-7 méze hrat’ dolezita ulohu pri znizovani rizika
zlomenin kosti®® ako aj pri $pecifickych kardiovaskular-
nych poruchach®. Zvysena produkcia vitaminu K2 bola
dosiahnuta u Bacillus subtilis natto mutaciou a optimalizaciou
fermentacie. Ziskany kmenl bol pomenovany ako BN-2-6
(cit.*). Zvyseni produkciu vitaminu K2 potvrdzuje aj
patent u bakteridlneho kmena Lactococcus lactis ssp. cre-
moris (cit.”). Produkcia menachinénov baktériami mlie¢-
neho kvasenia bola potvrdend aj u kmena Leuconostoc
lactis YIT 3001 (cit.>®). U v&gsiny druhov v ramci rodu
Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus bezne
pouzivanych v procese kvasenia alebo pridavanych do
potravin ako probiotikd, nie je zndme, ¢iprodukuju
menachinony™.

5. Exopolysacharidy

Exopolysacharidy (EPS) su mikrobialne polysachari-
dy produkované prokaryotami (eubaktérie a Archaebacte-
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ria) aj eukaryotami (fytoplanktén, huby a riasy) (cit.”’)
auvolnované do extracelularneho prostredia, vo forme
kapsul alebo biofilmu®®. EPS predstavuju az 90 % celkové-
ho organického uhliku v biofilme a tvoria hlavnii cast’
matrixu biofilmu. LiSia sa u jednotlivych mikroorganiz-
mov v chemickych a fyzikalnych vlastnostiach™.

Exopolysacharidy mézu byt vyluované z bunky do
prostredia alebo viazané kstene bunky, pripojené
k bunkovému povrchu. Delia sa do dvoch skupin na homo-
a hetero-EPS. Homo-EPS su tvorené z jedného typu mono-
sacharidu, ako napriklad dextran alebo levan, kym hetero-
-EPS st zlozené z roznych typov monosacharidov®®%.

Baktérie mlie¢neho kvasenia produkuju EPS, napri-
klad Leuconostoc mesenteroides vylucuje dextran, ktory je
komeréne vyuzivany®. Medzi popisované tilohy EPS patri
napriklad ochrana bakterialnych povrchov, pri interakciach
s inymi bakteridlnymi povrchmi sluzia ako substrat ¢i le-
pidl4, ako ochranné prostriedky proti vonkajSiemu prostre-
diu, ako latky pre bakteridlne agregacie v rhizosfére, ako
stavebné  stabilizatory v biofilme, ¢i ako signalne
molekuly®'. Niektoré bakterialne polyméry su vyuzivané
ako aditiva v potravinarskom priemysle (xantan, gellan
a curdlan) (cit.”%6>%),

Exopolysacharidy nasli vyuZitie okrem potravinarske-
ho priemyslu aj vo farmaceutickom priemysle, resp.
v inych priemyselnych odvetviach®’.

Priblizne 30 druhov laktobacilov je opisanych ako
producenti EPS. Medzi nimi s0i najznamejSie L. casei,
L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulga-
ricus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum,
L. johnsonii, atd. (cit.®").

ZvySeny zaujem sa v sucasnosti orientuje na produkty
prospesnych (probiotickych) baktérii, ktoré st schopné
rozruSovat’, pripadne eradikovat' biofilmy patogénnych
baktérii s perspektivou pouzitia vo farmaceutickom
a potravindrskom priemysle ako alternativa antibiotik.
Medzi takéto produkty s antibiofilmovou aktivitou patria
EPS. Vyznamné su aj ich imunostimulacné a d’alSie zdra-
viu prospesné ucinky, ¢i mozné vyuzitie pre zlepSenie
vybranych vlastnosti fermentovanych potravin® .

6. Zaver

Probiotikd sa svojimi biologickymi vlastnostami
a produktmi podiel'aju na optimalnom fungovani organo-
vych systémov a tvoria prirodzenu bariéru pred pomnoZe-
nim neziaducich mikroorganizmov. Probiotické baktérie
tvoria biologicky aktivne latky ako bakteriociny, biosur-
faktanty, vitamin K2 a exopolysacharidy. Inhibicia rastu
a metabolickej aktivity technologicky a zdravotne neZiadu-
cej mikroflory, antimikrobialne a antiadhezivne vlastnosti
¢i antibiofilmovéa aktivita tychto latok naznacuji Siroké
spektrum ich vyuzitia v réznych oblastiach mediciny, prie-
myslu a potravindrstva.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢. APVV-15-0377
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a na zaklade Zmluvy ¢. APVV-16-0203 a projektom VEGA
1/0081/17.
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of Veterinary Medicine and Pharmacy in Kosice, Slo-
vakia): Probiotic Products as Biological Active Sub-
stances

Probiotics and their products, due to their beneficial

biological properties, participate in optimum functioning
of organ systems and form a natural barrier against the
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overgrowth of undesirable microorganisms. Probiotic bac-
teria produce biologically active substances, such as bacte-
riocins, biosurfactants, vitamin K2, and exopolysaccha-
rides. Inhibition of growth and metabolic activity of tech-
nologically and medically undesirable microflora, antimi-
crobial and antiadhesive properties or antibiofilm activity
of these substances represent a wide range of their applica-
tion in medicine, industry and food industry.
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