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ABSTRAKT 

Koliciny a mikrociny jsou antibakteriální toxiny produkované bakteriemi Escherichia coli 

a příbuznými druhy či rody čeledi Enterobacteriaceae. Tato práce popisuje jejich základní 

vlastnosti a snaží se je klasifikovat. Možnosti jejich stanovení jsou nejen mikrobiologické, 

ale zejména pomocí metod molekulární biologie – nejběžněji metodou PCR. Cílem této 

práce bylo aplikovat systém typizace 21 kolicinů a 3 mikrocinů na soubor kolicinogenních 

kmenů Escherichia coli izolovaných z drůbežího masa a bažantů. Bylo nalezeno 13 kolici-

nogenních producentů, u kterých byla zjištěna produkce 8 typů kolicinů a 2 typů mikroci-

nů. Dva kmeny produkovaly pouze jeden bakteriocin, zbylé kmeny nejméně dva a více 

bakteriocinů. Nejčastěji byly zastoupeny koliciny B, M, Ia a Ib, z mikrocinů pak B17 a V. 
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ABSTRACT 

Colicins and microcins are antibacterial toxins produced by Escherichia coli and related 

species or genera of Enterobacteriaceae. The basic characteristics and classification of 

colicins were described. Possibilities of determination are not only microbiological but also 

by methods of molecular biology - the most common is PCR. The aim of this study was to 

apply the system of colicin determination (21 colicins and 3 microcins) on the collection of 

colicinogenic Escherichia coli strains isolated from poultry and pheasants. It was found 13 

colicinogenic producers, which were found to produce 8 types of colicins and 2 types of 

microcins. Two strains produced only one bacteriocin, the remaining strains at least two or 

more bacteriocins. Colicins B, M, Ia and Ib, and microcins B17 and V were found the most 

frequently.  
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ÚVOD 

Bakteriociny jsou látky bílkovinné povahy, produkované grampozitivními i gramnegativ-

ními bakteriemi, usmrcující citlivé kmeny stejného či příbuzného bakteriálního druhu či 

rodu. K nejlépe prostudovaným bakteriocinům patří koliciny a mikrociny, produkované 

bakteriemi Escherichia coli a příbuznými druhy z čeledi Enterobacteriaceae. 

Koliciny jsou antibakteriální toxiny produkované buňkou ve stresu. Tvorba kolicinů je ve 

většině případech kódována extrachromozomálně, na plazmidech, a účinek je zprostředko-

ván specifickými receptory ve vnější membráně buněčné stěny. Podle letálního účinku jsou 

děleny na koliciny depolarizující plazmatickou membránu, koliciny s endonukleázovou 

aktivitou, koliciny blokující proteosyntézu a koliciny degradující peptidoglykan.  

Druhou skupinu tvoří mikrociny, jejichž produkce je indukována za specifických podmí-

nek, zejména při nedostatku živin. Mikrociny jsou děleny do dvou skupin, na nemodifiko-

vané a modifikované peptidy. Podle velikosti mohou být navíc rozděleny na malé peptidy 

s nízkou molekulovou hmotností (pod 3,5 kDa) a na peptidy s vyšší molekulovou hmotnos-

tí (do 10 kDa).  

V současnosti jsou bakteriociny předmětem zvýšené pozornosti jako potenciální náhrada za 

antibiotika, součást probiotických přípravků nebo jako přírodní konzervační látky. Byl také 

prokázán jejich účinek v boji proti rakovinovým buňkám.   
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I.   TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BAKTERIOCINY 

Bakteriociny jsou látky bílkovinné povahy, produkované grampozitivními i gramnegativ-

ními bakteriemi, pomocí kterých bakterie mezi sebou soupeří [1]. Tyto bílkoviny usmrcují 

citlivé kmeny stejného nebo příbuzného druhu či rodu [2]. Bakteriociny tvoří rozmanitou 

skupinu s odlišnými morfologickými a biochemickými vlastnostmi [3]. Naproti tomu mají 

některé znaky společné. Jedná se zpravidla o vysokomolekulární proteiny antibiotické po-

vahy, většinou kódovaných na plazmidech [4]. Od tradičních antibiotik se liší především 

tím, že mají poměrně úzké spektrum působnosti [1]. Mezi nejlépe prostudované bakterio-

ciny patří koliciny a mikrociny, tvořené gramnegativní bakterií Escherichia coli [2]. Buňky 

mohou produkovat koliciny i mikrociny současně nebo mohou zároveň produkovat více 

kolicinů, což je pro danou buňku selekční výhodou [5]. 

1.1 Koliciny 

Koliciny jsou toxické exoproteiny produkované bakteriemi kolicinogenních kmenů Esche-

richia coli a některých příbuzných druhů v rámci čeledi Enterobacteriaceae, a to během 

růstu jejich kultur. Působí inhibičně na citlivé bakterie téže čeledi a jejich účinky jsou zpro-

středkovány specifickými receptory v buněčné stěně [6].  

První kolicin byl popsán již v roce 1925 (Gratia). Jednalo se o kolicin V, který je nyní řa-

zen k mikrocinům. Název kolicin byl vytvořen v roce 1946 (Gratia, Fredericq), kdy byla 

prokázána jejich bílkovinná povaha a specifičnost činnosti [7]. Dnes je známo 34 kolicinů, 

ale pouze 26 z nich je podrobně popsaných [8]. 

Klasifikace a nomenklatura kolicinů souvisí s podstatou interakce kolicinů s citlivou buň-

kou. Označují se velkými písmeny dle své receptorové specifity. V případě, že se váže více 

typů kolicinů na jeden receptor, jsou při označování přidávány k písmenům čísla [9].  

Dalším kriteriem klasifikace kolicinů je typ translokačního mechanizmu, který využívají 

k transportu přes buněčný obal [9] (Obrázek 1). To umožňuje řazení kolicinů do dvou sku-

pin A a B. Skupina A zahrnuje koliciny, které využívají systém Tol, který se skládá 

z proteinů TolA, TolB, TolQ, TolR [10] a patří sem koliciny E1 až E9, K,L, N, S4, U a Y 

[7]. Koliciny skupiny B využívají systém Ton, který se skládá z proteinů TonB, ExbB a 

ExbD [10] a patří sem koliciny B, D, Ia, Ib, M, 5 a 10 [7].  
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Pro správnou klasifikaci kolicinu tedy musíme znát receptorovou specifitu, dále typ 

translokačního mechanizmu, který využívá a přítomnost nebo absenci zkřížené imunity 

producenta vůči kolicinům, které využívají stejný receptor [9]. 

 

 

Obr. 1. TonB a Tol translokační systém: OM- vnější 

membrána, P- periplazmatický prostor, IM- vnitřní 

membrána, R- receptor pro TonB, C-C-terminální 

část, N- N-terminální část [11]. 

 

Na základě sekvenčních podobností v letální doméně mohou být koliciny rozděleny 

do dvou skupin, a to na typ A, kam jsou řazeny koliciny A, B, N a U, a typ E1, kam patří 

koliciny E1, 5, K, 10, Ia a Ib [12]. 

Podle letálního účinku jsou koliciny rozděleny do čtyř skupin: 

1. Koliciny depolarizující plazmatickou membránu (A, B, E1, Ia, Ib, K, N, S4, U, Y, 

5 a 10) [7]. Jsou to koliciny s molekulární hmotností okolo 40-70 kDa, jejichž bak-

tericidní účinek spočívá ve schopnosti tvořit iontové kanály ve vnitřní membráně 

cílových buněk [13].  

2. Koliciny s DNA endonukleázovou aktivitou (E2, E7, E8 a E9).  

3. Koliciny blokující proteosyntézu (D, E3, E4, E5, E6). 

4. Koliciny degradující peptidoglykan (M) [7].  
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Jakmile tedy vstoupí kolicin do cílové buňky, bude záviset na typu kolicinu, jakým způso-

bem buňku usmrtí: tvorbou iontových kanálů v plazmatické membráně, degradací DNA 

nebo tím, že inhibuje syntézu proteinů [4]. 

Koliciny jsou kódovány převážně na plazmidech. Syntéza kolicinů je kódovaná geny na 

tzv. Col – plazmidech [9]. Jsou rozlišovány dva typy Col plazmidů: 

• Typ I – jedná se o malé plazmidy o velikosti 6-10 kb, může být přenášen v pří-

tomnosti konjugativního plazmidu, kódují převážně koliciny skupiny A. 

• Typ II – jde o velké plazmidy o velikosti kolem 40 kb, kódují zpravidla koliciny 

skupiny B; mohou nést i dva operony pro dva různé koliciny, například B a M 

nebo Ia a mikrocin V [7]. 

Kolicinový operon, nesen na Col – plazmidu, se obvykle skládá ze tří genů. Jsou to gen pro 

kolicin - toxin, gen pro imunitní protein a gen pro lytický protein [7]. Lytický protein 

usnadňuje export většiny kolicinů z produkčních buněk a způsobuje rozvolnění buněčného 

obalu a smrt produkční bakterie. Imunitní protein chrání produkční kmen proti letálnímu 

efektu kolicinu [9]. Interakce mezi volně rozpustným kolicinem a membránově vázaným 

imunitním proteinem je vhodným modelem pro studium protein – proteinových interakcí 

[14]. Imunitní protein kolicinů, které tvoří iontové kanály, je umístěn do plazmatické mem-

brány buněk produkčního kmene a chrání je tak před účinkem exogenního kolicinu. Aktivi-

tu endogenního kolicinu tlumí „obrácený“ membránový potenciál. Nukleázové koliciny, 

působící v cytoplazmě, jsou ihned po syntéze asociovány s imunitním proteinem, který 

chrání buňky produkčního kmene jak před exogenním, tak před endogenním kolicinem [9].  

Koliciny jsou syntetizovány v buňce po stresu (SOS reakce) [4]. Existují látky, které jsou 

schopny vyvolat SOS reakci, nejpoužívanější při práci v laboratořích je antibiotikum mi-

tomycin C [7].  

Interakce kolicinu s citlivou bakteriální buňkou probíhá ve třech krocích. Jsou to vazba na 

specifický receptor ve vnější membráně bakterie (1), translokace přes buněčný obal (2) a 

vlastní letální účinek (3). Vazbu na receptor ve vnější membráně zprostředkovává centrální 

doména, prostup kolicinu přes buněčný obal zajišťuje N-terminální sekvence a C-

terminální sekvence je odpovědná za letální účinky [10] a za interakci kolicinu s imunitním 

proteinem [6] (Obrázek 2). 
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Obr. 2. Struktura kolicinu a jeho jednotlivé 

části [15]. 

 

Vazba kolicinu na receptor je typickou protein-proteinovou interakcí a nevyžaduje energii 

ze strany buňky [9]. Různé koliciny využívají různé receptory, například FepA (ColB a D), 

FhuA (ColM), BtuB (ColE1 a E3), OmpF (ColA a N) [16]. 

1.1.1 Koliciny skupiny A 

Do této skupiny patří koliciny E1- E9, K, N, S4, U a Y. Koliciny E2, E7, E8 a E9 vykazují 

DNA endonukleázovou aktivitu, koliciny E3, E4, E5 a E6 blokují proteosyntézu. Pro zbylé 

koliciny této skupiny je mechanismem účinku tvorba iontových kanálů ve vnitřní membrá-

ně cílových buněk [6] [7] [13]. 

Kolicin E1 patří do skupiny kolicinů tvořící iontové kanály, s čímž je spojena depolarizace 

plazmatické membrány. Je složen ze tří hlavních oblastí. Struktura kolicinu E1 byla objas-

něna pomocí rentgenové krystalografie [17]. Patton a kol. potvrzují, že kolicin E1 je vysoce 

účinný proti Listeria monocytogenes [18]. V jiné studii byl prokázán zvýšený výskyt koli-

cinu E1 u kmenů E. coli, izolovaných od pacientů s infekcí močových cest. Výsledky uká-

zaly, že kolicin E1 se zdá být potenciálně významný faktor virulence uropatogenních kme-

nů E. coli (UPEC), které tvoří podskupinu extra-střevní patogenní E. coli, způsobující in-

fekci močových cest [8]. 

Kolicin E3 patří mezi koliciny blokující proteosyntézu. Na Obrázku 3 je znázorněn model 

vazby kolicinu E3 na receptor [27]. 
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Obr. 3. Model vazby kolicinu E3 na receptor. Kolicin E3: translokační 

doména- modře, katalytická doména- purpurově, imunitní doména- 

žlutě. OM- vnější membrána, PG- peptidoglykan [27]. 

 

Kolicin A patří mezi nejčastější skupinu bakteriocinů ( E1, K, Ia, Ib, B, N). Je zajímavé, že 

koliciny sdílí 60-80% homologii v C-terminální doméně, ale mají různé imunitní proteiny, 

z nichž každý je specifický pro jeden kolicin [19]. C-terminální část kolicinu N vykazuje 

významnou homologii s C-terminální částí kolicinu A [20]. Molekulová hmotnost kolicinu 

A byla stanovena přibližně na 63 kDa [21]. Pro kolicin N je to přibližně 42 kDa [22]. 

Kolicin U vykazuje vysokou sekvenční homologii s kolicinem Y [14]. Přestože je mezi 

koliciny U a Y 87 % totožnost na úrovni aminokyselinové sekvence, nejsou jejich produ-

centi navzájem zkříženě imunní [23]. 

Kolicin K je póry tvořící kolicin, u kterého byla prokázána účinnost proti kmenům způso-

bujícím záněty močových cest (UPEC). Studie byla prováděna na humánních izolátech 

v roce 2001 a 2002 ve Slovinsku [24]. 

N-terminální konec kolicinu K sdílí velkou homologii s N-terminálním koncem kolicinu 

S4. C-terminální konec kolicinu S4 sdílí určitou homologii s kolicinem A [25]. Kolicin S4 

je zajímavý tím, že je složen ze čtyř částí: N- konec, dvě centrální domény a C-konec. Je to 
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jediný kolicin, který má dvě téměř totožné centrální domény, odpovědné za vazbu na re-

ceptor [26].  

1.1.2 Koliciny skupiny B 

Do této skupiny patří koliciny B, M, Ia, Ib, D, 5 a 10 [7].  

Kolicin M je nejmenší ze známých kolicinů, jeho molekulová hmotnost byla odhadnuta na 

29 453 Da. Kolicin M blokuje syntézu peptidoglykanu, na základě čehož nastane jako dru-

hotný efekt autolýza. Je to jediný kolicin, u kterého je známý takový mechanizmus účinku. 

Geny pro kolicin a imunitní protein se nachází vedle sebe, ale v opačné orientaci, na ColM 

plazmidech [28]. Odolnost vůči tomuto kolicinu je zprostředkována pomocí cmi genu. Pro-

tein Cmi nepůsobí katalyticky, ale váže kolicin M do plazmatické membrány, což vede 

k inaktivaci kolicinu [29]. 

Kolicin B je cytotoxický protein s molekulovou hmotností 55 kDa. Jako receptor využívá 

vnější membránový transportér FepA a systém Ton pro translokaci. Po přístupu do cyto-

plazmatické membrány citlivých buněk E. coli tvoří póry, dochází k vyčerpávání elektro-

chemického potenciálu membrány, což nakonec vyústí ve smrt buňky. Celková struktura 

kolicinu B je ve tvaru činky [30]. 

Koliciny B a M patří k nejčastějším kolicinům u kmenů E. coli a běžně se vyskytují spo-

lečně u jednoho izolátu, neboť jejich geny jsou kódovány na stejném plazmidu [31]. 

Kolicin Ia je iontové kanály tvořící a ve vodě rozpustný bakteriální toxin [32]. Kolicin Ia a 

Ib vykazují velkou sekvenční homologii a mají velmi podobnou molekulovou hmotnost, 

69 457,7 Da pro kolicin Ia a 69 952,45 Da pro Ib [22]. Tyto dva koliciny adsorbují na stej-

né specifické buněčné receptory a mají také společný mechanismus účinku. I přes všechny 

společné rysy nejsou producenti vzájemně zkříženě imunní. Buňky schopné produkovat 

kolicin Ia jsou imunní k nízkým koncentracím kolicinu Ia, ale ne k Ib a naopak [33]. Na 

Obrázku 4 je znázorněna vazba kolicinu Ia na membránový receptor. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 18 

 

 

Obr. 4. Model vazby kolicinu Ia na Cir. 

Kolicin Ia: R- doména- tmavě zelená, 

zbytek molekuly- světle zelená. CIR- žlu-

tá a purpurová. Modré políčko označuje 

tloušťku membránové dvojvrstvy (Cir je 

v ní obsažen) [34]. 

 

Kolicin D se od ostatních kolicinů liší vysokou molekulární hmotností a obsahem šesti 

cysteinových zbytků ve své molekule. Kolicin D má obdobné mechanizmy působení jako 

kolicin E3, ale jejich molekulární vlastnosti jsou zcela odlišné. Kolicin D je jednoduchá 

bílkovina složená pouze z aminokyselin [35].  

Koliciny 5 a 10 zabíjí citlivé buňky permeabilizací jejich buněčných membrán. Kolicin 5 je 

zkoumán pro velmi vhodné vlastnosti jako potenciální nové antibiotikum, zejména pro 

léčbu infekcí lidí a zvířat způsobené patogenními kmeny E. coli [36]. 

1.2 Mikrociny 

Mikrociny představují druhou třídu bakteriocinů produkovaných Escherichia coli. Geny 

mohou být kódované chromozomálně nebo na plazmidech. Buňky syntetizují mikrociny za 

specifických podmínek, jako je například nedostatek železa [4]. Oproti kolicinům není pro-
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dukce mikrocinů regulována SOS systémem a jejich syntéza není pro produkční buňku 

letální [37]. Způsoby, jakými mikrociny zabíjí buňku nejsou všeobecně známé, ale některé 

narušují membránový potenciál cílové buňky [5]. Syntéza mikrocinů je aktivována při do-

sažení stacionární fáze růstu buněk nebo při nedostatku oxidu dusíku a fosforečnanu 

(mccB17), při nedostatku uhlíku a fosforečnanu (mccJ25) nebo při nedostatku uhlíku 

v prostředí (mccC51). Lze předpokládat, že produkcí mikrocinů buňka inhibuje ostatní 

buňky citlivé k účinkům mikrocinů, čímž získá více živin pro sebe. Mikrociny by mohly 

působit také jako signální molekuly [38]. 

Mikrociny lze rozdělit do dvou skupin na základě jejich molekulové hmotnosti: 

1. skupina – malé peptidy s nízkou molekulovou hmotností pod 3,5 kDa, kam 

patří mikrociny B17, C7, J25. 

2. skupina – mikrociny s vyšší molekulovou hmotností, kam patří například 

mikrocin H47, E492, V a L. 

Dále mohou být tyto mikrociny rozděleny na nemodifikované a modifikované peptidy. 

Nemodifikované mikrociny jsou vylučovány pouze s cílem působit na citlivé buňky a jejich 

genetické skupiny nacházející se v plazmidech jsou velmi jednoduché [39]. Do této skupi-

ny patří mikrociny E492, H47, 24, V a L [40]. Naproti tomu modifikované mikrociny jsou 

peptidy, které před vyloučením podstoupí posttranslační modifikaci [39]. Patří sem mikro-

ciny B17, C7, J25 [40].  

1.2.1 Mikrociny 1. skupiny 

Mikrociny J25, B17 a C7 patří do skupiny ribozomálně syntetizovaných peptidů s nízkou 

molekulovou hmotností - pro mccJ25 to je 2 106 Da, pro mccB17 to je 3093 Da a pro mcc 

C7 to je 1178 Da. Tyto tři mikrociny mají společnou nejen nízkou molekulovou hmotnost, 

ale také velmi neobvyklé struktury v důsledku rozsáhlých posttranslačních modifikací [38].  

Neobvyklá struktura mccJ25, podobná zavitému lasu (Obrázek 5), je odpovědná za jeho 

extrémně vysokou stabilitu. Mikrocin J25 je vysoce odolný vůči proteolýze a dokonce odo-

lává autoklávování bez ztráty aktivity [41].  
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Obr. 5. Struktura mikrocinu J25 [42]. 

  

Mikrocin J25 inhibuje transkripci pomocí bakteriální RNA polymerázy. Ve studii Portrait a 

kol.[43] byl uveden možný účinek mikrocinu J25 proti patogenním kmenům Salmonella 

enteritidis, potvrzený pokusem in situ. Ve studii Lopez a kol. [44] byl potvrzen vliv mikro-

cinu J25 na snižování počtu bakterií v játrech a slezině u myší infikovaných salmonelou.  

Studie Thompsona a kol. [45] byla věnována struktuře mikrocinu B17. Je to posttranslačně 

modifikovaný peptid, který ve své molekule obsahuje čtyři oxazolové a čtyři tiazolové kru-

hy a je znázorněn na Obrázku 6. 

 

Obr.  6. Mikrocin B17 [45]. 

1.2.2 Mikrociny 2. skupiny 

Do této skupiny patří mikrociny V, L, E492 a H47 [40].  

Kolicin V byl popsán Gratiou v roce 1925 jako první kolicin. V novějších studiích je již 

kolicin V řazen k mikrocinům, vzhledem k malé velikosti své molekuly a především proto, 
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že narozdíl od kolicinů není jeho produkce inducibilní na základě SOS reakce a není 

z buňky vylučován na základě lyze [46]. 

Mikrocin E492 patří mezi bakteriociny tvořící ve vnitřní membráně cílových buněk iontové 

kanály. Vyskytuje se ve dvou formách, jako posttranslačně modifikovaný a jako nemodifi-

kovaný peptid. Molekulová hmotnost tohoto bakteriocinu byla stanovena na 7,887 Da [47]. 

Srovnání aminokyselinových sekvencí ukazuje v určité části shodu s mikrocinem V. Mik-

rocin E492 je termorezistentní a odolný vůči kyselinám. Je aktivní vůči kmenům Escheri-

chia coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter a Erwinia [48]. Tento mikro-

cin je zajímavý tím, že působí toxicky na zhoubné buňky prostřednictvím apoptózy [49], 

což je požadovaný mechanismus při léčbě rakoviny a alternativně mohou být živé bakterie 

použity pro produkci mikrocinu u některých nádorů [50].  

Mikrocin H47 patří do skupiny mikrocinů s vyšší molekulovou hmotností, které mají 60-90 

aminokyselinových zbytků a je řazen mezi modifikované peptidy (katechol mikrociny) a 

vstupuje do buněk přes některý ze tří katechol receptorů (Cir,Fiu, FepA) [39]. Zároveň je 

ale dle studie Pons (2004) mikrocin H47 řazen i k nemodifikovaným peptidům [40].  

Mikrocin L je nemodifikovaný peptid s molekulovou hmotností 8,884 Da. Jeho C– termi-

nální část vykazuje vysokou homologii s mikrocinem V. Může být charakterizován jako 

termostabilní protein, odolává záhřevu až 100 °C po dobu 10 minut [40].  

1.3 Využití kolicin ů a mikrocinů 

V uplynulých letech si některé bakteriociny, obecně považované za bezpečné, získaly 

zvláštní pozornost vzhledem k jejich potenciální aplikaci v konzervaci potravin. Yang a 

kol. [36] se ve své studii zabýval možným využitím kolicinu 5 jako náhrady běžných anti-

biotik a došel k závěru, že kolicin 5 je díky úzkému spektru působnosti vysoce efektivní 

pro léčbu infekcí u lidí i zvířat způsobených patogenními kmeny E. coli. Také James a kol. 

[51] ve své studii potvrzují možné využití kolicinů při vývoji nových antibiotik a konzer-

vačních prostředků. 

Rostoucí zájem o přírodní produkty naproti uměle vyrobeným chemikáliím by mohl vést 

k dalším možnostem aplikace bakteriocinů v oblastech jako je kontrola chorob rostlin bak-

teriálního původu, ale také například při kontrole zubního kazu nebo při léčbě cystické 

fibrózy. Trautner a kol. ve své práci vyhodnotili kolicin E2 jako vysoce účinný při inhibici 
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růstu uropatogenních kmenů E. coli, čímž je možno předcházet vzniku infekcí močových 

cest při používání katetru [52]. 

V další studii je uvedena možnost aplikace bakteriocinů v probiotických přípravcích pou-

žívaných k zabránění vzniku mikrobiálních střevních patogenů [53] nebo jako prevence 

patogenů mimo střevní trakt, například ústní dutina nebo dýchací cesty [54].  

V práci Pattona a Dicksona [18] byl hodnocen účinek kolicinu E1 proti Listeria monocyto-

genes v bujónu a na povrchu hotových jídel. Uvedené výsledky naznačují, že kolicin E1 je 

proti listeriím vysoce účinný.  

Sable a kol. [55] hodnotí ve své práci inhibiční aktivitu mikrocinu J25 proti E. coli způso-

bující průjmová onemocnění, zejména sérotypu O157:H7, který byl příčinou několika vel-

kých epidemií v Evropě, Severní Americe a Japonsku, většinou po požití masa nebo mléč-

ných výrobků. Inhibiční aktivita J25 proti E. coli O157:H7 byla testována ve třech produk-

tech: sterilní odstředěné mléko, vaječný žloutek a masový extrakt. Výsledky prokázaly vy-

sokou inhibiční aktivitu mikrocinu J25 vůči tomuto patogenu.  

Ve studiích [49] a [50] je uveden toxický účinek mikrocinu E492 na zhoubné buňky a jeho 

možné využití při léčbě rakoviny. 
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2 METODY VYUŽÍVANÉ V MOLEKULÁRNÍ BIOLOGII 

Metody molekulární biologie umožňují analýzu biologicky významných molekul, zejména 

těch, které nesou a následně uskutečňují genetickou informaci, tedy nukleových kyselin a 

bílkovin. Rozvoj těchto metod v posledních dvaceti letech umožnil detailní analýzu gene-

tické informace. Dnes nejužívanější metody v diagnostice jsou založeny na polymerázové 

řetězové reakci (PCR). Jejich výhody spočívají především ve vysoké specifičnosti, citlivos-

ti a možnosti standardizovaného přístrojového provedení s minimálním množstvím biolo-

gického materiálu potřebného k vyšetření [56]. 

2.1 Hybridiza ční metody 

Hybridizační metody jsou založeny na identifikaci určitých částí genomu pomocí uměle 

připravených úseků DNA se známou sekvencí, nazývané jako sondy, přičemž každá sonda 

musí být označena. Principem hybridizace je denaturace a reasociace DNA [57]. 

2.1.1 Southern blot 

Southern blot patří k variantám hybridizace na pevném nosiči. Tato metoda umožňuje pře-

nos molekuly DNA z agarózového gelu, kde probíhala elektroforéza, na nitrocelulózový 

nebo nylonový materiál. Následně může být vzorek zvýrazněn pomocí radioaktivních nebo 

jiných prób [58].  

2.1.2 Metoda FISH 

Metodou FISH lze lokalizovat cílové nukleotidové sekvence přímo v buňkách (in situ). 

Metoda je založena na schopnosti jednořetězcové DNA sondy vázat komplementární úsek 

cílové DNA fixované na mikroskopickém skle [59]. Při této metodě se používají specifická 

barviva (fluorochromy), jež se váží na konkrétní sekvenci DNA. Následně jsou preparáty 

pozorovány pod fluorescenčním mikroskopem [60]. Citlivost metody FISH je srovnatelná s 

metodami založenými na amplifikaci [61]. 

2.2 Metoda PCR 

Polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je enzymová reakce, 

která slouží k rychlé syntéze velkého množství definovaného úseku DNA in vitro [62]. 
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Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je možné PCR použít pro zjištění přítomnosti velmi 

malého množství nukleové kyseliny ve vzorku. Základem úspěšné reakce je použití nepo-

rušeného úseku DNA, který má být amplifikován a navržení vhodných primerů tak, aby 

byla zajištěna specifita reakce. Pro PCR je nutno znát sekvence alespoň hraničních úseků 

fragmentu, který má být amplifikován. Řetězová reakce poskytuje exponenciální amplifi-

kaci originální DNA, kde počet cyklů (n) určuje kolik kopií (2n) je syntetizováno [62]. 

PCR byla zavedena Kary B. Mullisem v roce 1985. Její výhodou je zejména to, že umožňu-

je získat požadovanou a specifickou sekvenci genomové DNA bez jejího předchozího klo-

nování ve vektorech [63]. Jedná se o enzymatickou amplifikaci DNA in vitro syntézou 

mnoha kopií vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o třech teplotních fázích. 

Dvouvláknová DNA je nejprve denaturována na dvě jednovláknové templátové (matrico-

vé) molekuly DNA. Nukleotidová sekvence cílové DNA nemusí být známa, ale musí být 

známé alespoň sekvence krátkých úseků na obou koncích cílové amplifikované DNA. Oli-

gonukleotidové sondy (primery), které hybridizují na obou stranách cílové DNA, řídí syn-

tézu nových vláken. Jejich syntézu katalyzuje termostabilní DNA polymeráza (např. Taq) 

od 5´konce ke 3´konci vždy začínající od primerů. Během prvního cyklu syntéza nového 

vlákna pokračuje dále až za sledovanou sekvenci, ale následné cykly již amplifikují pře-

vážně pouze úsek mezi dvěma vybranými sondami (primery) [64]. 

Reakce se provádí v zařízení zvaném termocykler, v němž se teplota mění automaticky 

v naprogramovaných časových intervalech [63]. Reakční objem je obvykle mezi 20 – 100 

µl [64]. 

2.2.1 Jednotlivé složky PCR reakce 

Templátová DNA 

Množství templátové DNA potřebné pro PCR je 1,0 – 500,0 ng [64]. Na výchozí koncent-

raci templátové DNA je závislý optimální počet cyklů, který se většinou pohybuje 

v rozmezí 25 – 35 cyklů. Pro PCR je důležitá úplná počáteční denaturace templátu, 

k čemuž postačuje zahřátí směsi na 94 – 97°C. Při pouze částečné denaturaci dochází 

k nespecifické vazbě primerů (self-priming) a falešným výsledkům [63]. Templátová DNA 

by měla být neporušená v amplifikovaném úseku a je důležité, aby vzorek s DNA neobsa-

hoval inhibitory reakce, například detergenty, EDTA, stopy fenolu [65]. 
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Primery 

Oligonukleotidové primery jsou syntetizovány tak, aby hybridizovaly s komplementární 

sekvencí na obou vláknech dubletu DNA [64]. Optimální délka je 18 -25 nukleotidů [63]. 

Jejich optimální koncentrace v reakci je mezi 0,1-1,0 µmol/l.Koncentrace primerů má své 

optimum v závislosti na jejich sekvenci a složení nukleotidů cílové DNA [65]. Poměr 

GC:AT by měl být vyvážený [62]. Primery by neměly obsahovat oblasti bohaté na AT a 

GC a neměly by být mezi sebou komplementární, zejména ne na 3´konci, kde překrytí dvou 

nebo tří bází může způsobit vznik dimeru primerů, zejména při nadbytku primeru. Může 

tak vzniknout nežádoucí produkt PCR, např. z 2 * 20 bp primerů vzniká 40 bp fragment 

[64].  

dNTP mix 

Deoxyribonukleotidtrifosfáty (dNTP mix) se používají v optimální koncentraci 200µmol/l 

každého [33]. Jedná se o vodný roztok obsahující ultračistou směs každého ze čtyř dNTP 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) o pH 7,5 [66]. 

Taq DNA polymeráza 

Taq DNA polymeráza, izolovná z termofilní bakterie Thermus aquaticus, je termostabilní 

DNA polymeráza. Podmínka termostability je nutná z toho důvodu, že jedním krokem opa-

kovaných cyklů je denaturace DNA za vysoké teploty.V případě, ze by byla DNA polyme-

ráza během tohoto kroku inaktivována, bylo by zapotřebí ji při každém cyklu po denaturaci 

přidat [62], zatímco tato DNA polymeráza může být opakovaně vystavena vyšší teplotě 

(cca 95°C). Kromě Taq polymerázy jsou používány i jiné teplotně rezistentní polymerázy, 

například Pwul, Tth nebo Tbr, které vykazují nižší procento tvorby chyb [65]. 

PCR pufr 

PCR pufr obsahuje Tris-HCl , KCl a želatinu. Doporučuje se používat pufr dodávaný vý-

robcem polymerázy [65]. 

2.2.2 Teplotní fáze reakčního cyklu 

Vlastní PCR probíhá při třech teplotách, které odpovídají třem krokům v amplifikačním 

cyklu – denaturaci, annealingu a elongaci [65]. Schéma průběhu PCR reakce je znázorněno 

na Obrázku 7. 
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a) denaturace optimálně probíhá při 95°C, pro fragmenty do 1 kb 15 sekund, pro větší 

fragmenty 0,5-1,0 minutu [64]. 

b) teplota, při které dochází k připojování primerů, je závislá na teplotě tání primerů a 

většinou se pohybuje mezi 50-65 °C [65]. 

c) v této fázi jsou připojovány jednotlivé deoxyribonukleotidy ve směru 5‘→ 3‘. Teplo-

ta je zvýšena na 75 °C, což je teplotní optimum pro Taq polymerázu [62].  

 

 

Obr. 7. Průběh PCR reakce [67]. 

 

Počet cyklů se obvykle pohybuje v rozmezí 15-30 [64], popřípadě až 35 [63]. Výsledným 

produktem PCR jsou amplikony, což jsou úseky DNA definované délky o velikosti obvyk-

le desítky až tisíce bp, analogické restrikčním fragmentům [63]. 

PCR je významným nástrojem pro detekci odchylek v sekvencích nukleových kyselin. Po-

užívá se například pro monitorování terapie rakoviny, k detekci bakteriálních a virových 

infekcí, také například viru HIV a je hojně využívána také v prenatální diagnostice [63]. 
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2.3 Modifikace PCR reakce 

2.3.1 Multiplex PCR 

Multiplexová reakce je velmi výkonná metoda PCR k testování mnoha delecí a bodových 

mutací v jedné amplifikační reakci, v jednom elektroforetickém dělení v agaróze a obvykle 

s detekcí značením etidiumbromidem. Do reakční směsi je přidáváno několik párů primerů 

rozpoznávajících několik cílových sekvencí, což umožňuje detekci několika genů současně 

v jedné reakční směsi [63]. Nejsložitější je fáze přípravná, kdy je nutno vypracovat takové 

reakční podmínky (sekvence nukleotidů, koncentrace primerů, optimální teploty jednotli-

vých kroků cyklu), aby amplifikační reakce pro každý testovaný úsek genomické DNA 

neprobíhala pouze v případě, že se jedná o mutaci v tom kterém příslušném místě [64]. 

Hlavní výhodou multiplex PCR jsou nižší cenové náklady. Používá se k vyhledávání změn 

na dlouhých úsecích DNA nebo testování vzájemně nesouvisejících oblastí na DNA. Pří-

kladem využití této metody je diagnóza Duchennovy muskulární dystrofie [63]. 

2.3.2 Kvantitativní PCR (QPCR) 

Principem je amplifikace stejného množství kompetitivního templátu spolu se stejným 

množstvím cílové DNA. Kompetitivní templát obsahuje stejné sekvence pro vazbu primerů 

jako cílová DNA, ale má rozdílnou velikost. Okamžik, ve kterém jsou intenzity PCR pro-

duktů odvozených z cílové DNA a kompetitivní DNA ekvivalentní, je potom použit na 

stanovení množství cílové sekvence v původním vzorku [63]. 

2.3.3 Real - time PCR (RT-PCR) 

Real-time PCR je založena na sledování průběhu PCR přímo během reakce pomocí fluo-

rescenčních sond nebo barviv, které detekují množství PCR produktu během reakce zvýše-

ním své fluorescenční aktivity. Její výhodou je možnost přesného stanovení výchozího po-

čtu kopií cílové templátové sekvence DNA, to znamená schopnost kvantifikace. Je prová-

děna pomocí přístrojů, které umožňují jak provádění teplotního cyklování, tak detekci fluo-

rescence v každém cyklu PCR [68]. 
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2.3.4 Nested PCR 

PCR, která využívá vnitřních a vnějších primerů, je vysoce citlivá metoda, která umožňuje 

detekovat i jedinou molekulu templátové DNA.Amplifikace je prováděna ve dvou krocích. 

První zahrnuje 15- 30 cyklů s jedním párem tzv. vnějších primerů. Vzniklý produkt je pře-

veden do nové zkumavky pro druhý krok s tzv. vnitřním párem primerů, které jsou speci-

fické pro vnitřní část sekvence amplifikované s párem vnějších primerů. Po dokončení ná-

sleduje detekce elektroforézou [63]. 

2.3.5 Inverzní PCR 

Obrácená PCR je varianta, která umožňuje amplifikovat úseky DNA o neznámé sekvenci 

ohraničené na obou stranách DNA se známou sekvencí [63].  

2.4 Elektroforéza 

K detekci, separaci a purifikaci fragmentů DNA, které byly získány v PCR reakci, je pou-

žívána elektroforéza v agarózovém nebo polyakrylamidovém gelu [62]. Jedná se o fyzikál-

ně-chemickou metodu pro dělení látek v elektrickém poli [65]. Fragmenty DNA jsou děle-

ny podle své relativní molekulové hmotnosti a velikosti náboje. Sacharido-fosfátová páteř 

nukleových kyselin je příčinou rovnoměrného rozložení negativních nábojů v molekulách 

DNA. Pohyb těchto vysoce elektronegativních molekul v elektrickém poli vede k jejich 

separaci podle jejich molekulové hmotnosti. Koncentrace agarózy se volí podle velikosti 

fragmentů a pohybuje se od 0,8 do 3% (Tabulka 1) [64]. 

Tab. 1. Koncentrace agarózy v závislosti na velikosti 
fragmentů. 

Velikost fragmentů Koncentrace agarózy 

1-20 kb 0,4-0,8% 

500-1000 kb 2% 

100-500 kb 3% 

10-100 kb 5% 
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Mnoho amplifikací používá horizontální elektroforézu (U = 80-200V, I=20-60 mA) a gel je 

uložen ve svém lůžku ponořen do pufru (TE, TBE, TAE). Nanášení vzorku na start do ja-

mek předchází smíšení s nanášecím pufrem, který obsahuje barvu viditelného spektra 

(např. bromfenolová modř 0,5 g/l, 400g/l sacharóza, 20mmol/l EDTA). Jako kalibrační 

škály molekulové hmotnosti se používá krokový žebříček po 50 nebo 100 bp (Step ladder) 

nebo jiné PCR markery [64].  

Gel je barven etidiumbromidem, což je interkalační činidlo, které se váže mezi vlákna 

DNA a červeno-oranžově fluoreskuje po ozáření UV zářením o vlnové délce 260-360nm. 

Komplex DNA s etidiumbromidem je následně vizualizován osvětlením pomocí zdroje UV 

záření (transluminátoru) [62]. 
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II.   PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem práce bylo provést bakteriocinotypizaci kmenů Escherichia coli izolovaných 

z potravin v těchto krocích: 

• identifikovat bakteriální izoláty z potravin biochemickými metodami, 

• s kmeny identifikovanými jako Escherichia coli provést vpichový pokus na zjištění 

produkce bakteriocinů, 

• u produkčních kmenů E. coli aplikovat systém duplex PCR detekce bakteriocinů 

dle diplomové práce Janákové [69], 

• výsledky vyhodnotit a diskutovat s nejnovější literaturou. 
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4 MATERIÁL  

4.1 Přístrojová technika 

• Autokláv -135 S, H+P Varioklav - H+P Labortechnik AG, Německo 
 
• Termostat - BT 120 - Laboratorní přístroje Praha, Česká republika 

 
• Laboratorní chlazená centrifuga 2300K - Hermle Labortechnik, Německo 

 
• Termoblok BIO TDB-100 - Dry Block Heating Thermostat, Litva 

 
• Digitální váha - Kern&Sohn GmbH, Německo 

 
• Automatické mikropipety - Nichiryo, Japonsko 

 
• Termocycler - Bio-Rad , USA  

 
• Elektroforéza – SCIE PLAS, Anglie 

 
• UV transluminátor - Ultra Lum Inc., USA 

 
• Běžné laboratorní sklo 

 

4.2 Kultiva ční média 

masopeptonový bujón (MPB) 

• NaCl   5 g 
• Masový výtažek 10 g 
• Pepton   10 g 
• Destilovaná voda 1000 ml 

 
Pro pevné živné půdy bylo přidáno 15 g/l agaru. 

Soft agar (1,05%) 

• NaCl   5 g 
• Masový výtažek 3 g 
• Pepton   5 g 
• Agar   10,5 g 
• Destilovaná voda 1000 ml 
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4.3 Chemikálie 

• primery - Invitrogen, USA (Tabulka 4) 
 

• Taq DNA polymeráza – Taq DNA polymerase with ThermoPol Buffer, BioLabs, 
USA 

 
• dNTP Mix – směs dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Jena Bioscience, Německo 

 
• agaróza – Sea Kem LE Agarose, Lonza, USA 

 
• etidiumbromid – Sigma Aldrich, Německo 

 
• nanášecí pufr – TopBio, Česká republika 
 
 
• TAE pufr (50x koncentrovaný)  

 
1. TRIZMA – Sigma Aldrich, Německo 
 
2. EDTA (0,5M roztok EDTA, pH 8,0) – Lachema, Česká republika 
 
3. Kyselina octová – Ing. Petr Lukeš, Česká republika 
 
 

• 100 bp DNA marker – New England Biolabs, USA   

1. 180 µl vody 

2. 50 µl nanášecího pufru 

3. 20 µl DNA ladder 

4.4 Použité bakteriální kmeny 

Vzorky drůbežího masa byly získány od J. Rozumkové [73]. Jednalo se o 37 izolátů po-

cházejících z chlazené drůbeže zakoupené v tržní síti, a to u prodejců RACIOLA-

JEHLIČKA s.r.o., ve zlínské podnikové prodejně, Řeznictví a uzenářství Josef Filák v 

podnikových prodejnách ve Zlíně a Uherském Hradišti. Tyto vzorky byly zamraženy 

9.7.2010 a až do použití v této práci byly uchovány v zamraženém stavu (-80 °C). Jednotli-

vé vzorky byly značeny R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R10, R12, R13, R14, R15, R16, 

R17, R18, R19, R20, R21, R22, R24, R25, R26, R27, R28, R31, R33, R35, R37, R38, 

R39, R40, R41, R45, R47, R50, R51.  
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Vzorky bažantího masa byly získány od Ing. Roberta Gála, Ph.D. Jednalo se o bažanty, 

kteří byli z části vychováni ve voliérách v bažantnici Svatobořice - Mistřín (Jihomoravský 

kraj) a následně vypuštěni do přírody, kde byli odloveni. Dále byli zahrnuti bažanti žijící 

ve volné přírodě ve stejném regionu (Svatobořice – Mistřín) a v těchto místech byli násled-

ně odloveni. Bažanti byli odloveni dne 6. 11. 2010 a skladováni ve visu venku při průměr-

né teplotě 6,3 °C pro Jihomoravský kraj [74]. První vzorky masa byly odebrány dne 9. 11. 

2010. Z dalších kusů ponechaných za stejných podmínek byly odebrány vzorky masa dne 

18. 11. 2010. Celkem bylo izolováno 8 kmenů, všechny z Endova agaru, což je selektivně 

diagnostická půda pro koliformní bakterie. Charakteristika kmenů je uvedena v Tabulce 2. 

Tab. 2. Charakteristika bakteriálních kmenů izolovaných z bažantů. 

Označení 
izolátu 

Původ ba-
žanta 

Datum 
odlovu 

Datum odběru 
vzorků masa 

Vzorek masa 

I/1 chov 6. 11. 2010 9. 11. 2010 prsní svalovina 

I/2 chov 6. 11. 2010 9. 11. 2010 stehenní svalovina 

I/3a 9. 11. 2010 

I/3b 
chov 6. 11. 2010 

9. 11. 2010 
játra 

I/4a 9. 11. 2010 

I/4b 
volná příroda 6. 11. 2010 

9. 11. 2010 
prsní svalovina 

I/6a 9. 11. 2010 

I/6b 
volná příroda 6. 11. 2010 

9. 11. 2010 
játra 

II/1 chov 6. 11. 2010 18. 11. 2010 prsní svalovina 

II/3 chov 6. 11. 2010 18. 11. 2010 játra 
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5 METODY  

5.1 Enterotest 

U vzorků pocházejících z bažantů byly pro identifikaci bakteriálních kmenů provedeny 

biochemické mikrotesty. Použity byly Enterotesty 24 od firmy Lachema, které jsou určeny 

pro identifikaci bakterií z čeledi Enterobacteriaceae, splňující podmínku gramnegativních 

fermentujících tyčinek  

Suspenze zkoumaného kmene s fyziologickým roztokem byla napipetována do všech ja-

mek. Označené jamky (indol, sirovodík, lysin, ornitin, ureáza, arginin) byly zakapány para-

finovým olejem pro vytvoření anaerobního prostředí. Vše bylo inkubováno v termostatu při 

37°C do druhého dne. Po inkubaci bylo do příslušných jamek přidáno činidlo (do jamky 

pro test indolu činidlo pro indol, do jamky pro test acetoinu činidla VPT I a II, do jamky 

pro test fenylalaninu činidlo pro fenylalanin). U fenylalaninu byla barevná reakce odečtena 

ihned, neboť pozitivní reakce mizí do 2 minut po přidání činidla, indol a VPT bylo pone-

cháno 30 minut ustát pro vývoj barevné reakce. Výsledky byly vyhodnoceny dle barevné 

srovnávací stupnice a zaznamenány do formulářů pro Enterotest 24. Identifikace byla pro-

vedena identifikačním programem TNW Lite, Lachema.  

5.2 Kvalitativní stanovení produkce bakteriocinů 

Biologická aktivita kolicinů byla stanovena kvalitativně vpichovým pokusem. Bakterie 

byly vpichem naočkovány do misky s MPA a kultivovány v termostatu 24 hodin při 37 °C. 

Poté byly usmrceny parami chloroformu (30 min) a přelity 3 ml 1,05% agaru s 0,1 ml kul-

tury čerstvě narosteného indikátorového kmene pro testování produkce kolicinů. Jako indi-

kátorové kmeny pro testování produkce kolicinů byly použity kmeny E. coli K12 Row, E. 

coli P400, E. coli B1, E. coli φ, E. coli Sabina 40 a S. sonnei 17 [75]. Po kultivaci 

v termostatu při 37 °C byla druhý den zjišťována přítomnost inhibičních zón.  

5.3 PCR reakce 

Metoda PCR reakce byla v práci použita pro určení konkrétního typu kolicinu či mikrocinu 

u produkčních kmenů. Jelikož práce navazuje na diplomovou práci Janákové [69], byly i 
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v této práci použity stejné primery pro detekci kolicinů a mikrocinů (Tabulka 3 a 4) a pře-

vzaty optimalizované podmínky pro průběh reakce.  

5.3.1 Příprava vzorků DNA 

Vzorek byl rozpuštěn ve 100 µl 1x ředěného PCR pufru a tato suspenze byla inkubována 

v termobloku po dobu 20 minut při 95 °C. Poté byla provedena centrifugace 10 000 ot./4 

minuty. Získaný supernatant, který obsahuje DNA, byl převeden do eppendorfky a sloužil 

jako templát do PCR reakce. 

5.3.2 Složení amplifikační směsi pro detekci kolicinů a mikrocinů 

Jednotlivé komponenty reakční směsi byly míchány ve formě master mixu, čímž dochází 

ke zkrácení času pro přípravu vzorků a také k eliminaci chyb způsobených pipetováním 

velmi malých množství komponent. Celkový objem jedné reakční směsi byl 25 µl. Použité 

kolicinové a mikrocinové primery jsou uvedeny v Tabulce 3 a 4. Množství jednotlivých 

složek směsi pro PCR je uvedeno v Tabulce 5 a 6.  

Primery byly podle velikosti specifického PCR produktu seřazeny do párů pro metodu du-

plex PCR [69]. Poslední čtyři používané primery byly přidávány jednotlivě. U každého 

vzorku DNA bylo tedy prováděno 14 reakcí pro detekci bakteriocinů: 

1) colE9 (418 bp) + colU (485 bp) 

2) colIa (473 bp) + colE2 (409 bp) 

3) colM (429 bp) + colY (477 bp) 

4) colE4 (409 bp) + col5 (443 bp) 

5) colJs ( 254 bp) + col10 (448 bp) 

6) colA (475 bp) + colD (420 bp) 

7) colE5 (430 bp) + colB (492 bp) 

8) colIb (464 bp) + colE3 (413 bp) 

9) colE6 (399 bp) + colE7 (431 bp) 

10) mccH47 (227 bp) + mccB17 (135 bp) 

11) colE1 (649 bp) 

12) colS4 (456 bp) 

13) mccV (680 bp) 

14) colE8 (449 bp) 
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Tab. 3. Použité kolicinové primery [8] 

Označení 
Typ 

kolicinu 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 5‘-3‘ 

Velikost 
produktu 

(bp) 

ColA-F CGTGGGGAAAAGTCATCATC 
1 A 

ColA-R GCTTTGCTCTTTCCTGATGC 
475 

ColB-F AAGAAAATGACGAGAAGACG 
2 B 

ColB-R GAAAGACCAAAGGCTATAAGG 
492 

ColD-F CTGGACTGCTGCTGGTGATA 
3 D 

ColD-R GAAGGTGCGCTTACTACTGC 
420 

ColE1-F TGTGGCATCGGGCGAGAATA 
4 E1 

ColE1-R CTGCTTCCTGAAAAGCCTTTTT 
649 

ColE2-F GATGCTGCTGCAAAAGAG 
5 E2 

ColE2-R TTCAAAGCGTTCCCTACCAC 
409 

ColE3-F TAAGCACGCTGCATTTGATG 
6 E3 

ColE3-R TCGGATTCGGACCTTTCAAC 
413 

ColE4-F GAAGGCTGCATTTGATGCT 
7 E4 

ColE4-R CGGATCCGGACCTTTAATTT 
409 

ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 
8 E5 

ColE5-R TTGAATTCTCGAATCGTCCA 
430 

ColE6-F ACCGAACGTCCAGGTGTT 
9 E6 

ColE6-R TTTAGCCTGTCGCTCCTGAT 
399 

ColE7-F GCATTCTGCCATCTGAAAT 
10 E7 

ColE7-R CTTCTGCCCACTTTCTTTCG 
431 

ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 
11 E8 

ColE8-R GACTGATTGGCTTGTCGTGA 
449 

ColE3-F TAAGCAGGCTGCATTTGATG 
12 E9 

ColE9-R GACTTTTCTCCCTCCGACCT 
418 

ColIa-F GCATGCAAATGACGCTCTTA 
13 Ia 

ColIa-R GAGGACGCCAGTTCTCTGTC 
473 

ColIb-F AACGAGTGGGTCGATGATTC 
14 Ib 

ColIb-R CCTTTTCTGCGCTCGTATTC 
464 
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Pokračování Tab. 3. 

Označení 
Typ 

kolicinu 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 5‘-3‘ 

Velikost 
produktu 

(bp) 

ColM-F GCTACCACTTCGCAAAACC 
15 M 

ColM-R GAGCGACTCTCCGATAATGC 
429 

ColU-F TGATTGCTGCGAGAAAAATG 
16 U 

ColU-R TCTGACAGCCTCTCCCTGTT 
485 

ColY-F GCAGGCAGAAAAGAACAAGG 
17 Y 

ColY-R CGGACGTTATTTGCCTTCAT 
477 

ColJs-F TCAAAATGTTTGGGCTCCTC 
18 Js 

ColJs-R TAATCTGCCCTGTCCCACTG 
254 

Col5-F CATTGGCAAAAGCGAAATTC 
19 5 

Col5-R TGCAACTCTGGAAACAATCG 
443 

Col10-F GGTTACCGGATTTCCTGGAT 
20 10 

Col10-R TTCTGAATGCTTGGCCCACT 
448 

ColS4-F TATATGGCCCAACTGCTGGT 
21 S4 

ColS4-R CGTAAGGACGGACACCTGTT 
456 

 

Tab. 4. Použité mikrocinové primery. 

Označení 
Typ 

mikrocinu 

Název 

primeru 
Sekvence primeru 5‘-3‘ 

Velikost 
produktu  

(bp) 

MccB17-F 
TCACGCCAGTCTCCATTAGG
TGTTGGCATT 

1 B17 

MccB17-R 
TTCCGCCGCTGCCACCGTTT
CCACCACTAC 

135 

MccH47-F 
CACTTTCATCCCTTCGGATT
G 

2 H47 

MccH47-R 
AGCTGAAGTCGCTGGCGCAC
CTCC 

227 

MccV-F 
CACACACAAAACGGGAGCT
GTT 

3 V 

MccV-R 
CTTCCCGCAGCATAGTTCCA
T 

680 
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Tab. 5. Složení amplifikační směsi pro duplex PCR. 

Složka PCR směsi Objem v µl 

Voda 20,4 

PCR pufr 2,5 

dNTP mix 0,5 

Temlátová DNA 0,5 

Taq DNA polymeráza 0,1 

Primer R1/R2 0,25/0,25 

Primer F1/F2 0,25/0,25 

 

Tab. 6. Složení amplifikační směsi pro jednoduchou PCR. 

Složka PCR směsi Objem v µl 

Voda 20,9 

PCR pufr 2,5 

dNTP mix 0,5 

Temlátová DNA 0,5 

Taq DNA polymeráza 0,1 

Primer R1 0,25 

Primer F1 0,25 

 

5.3.3 Podmínky PCR reakce pro detekci kolicinů a mikrocinů 

Amplifikace byla prováděna v termocykleru za podmínek uvedených v Tabulce 7. 
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Tab. 7. Podmínky PCR reakce: 

Úvodní denaturace 95 °C/ 10 minut 

Opakování cyklu 35x 

Denaturace 95 °C/1 minuta 

Annealing 55 °C/ 1 minuta 

Extenze 72 °C/ 1 minuta 

Závěrečná extenze 72 °C/3 minuty 

Chlazení 4 °C/∞ 

 

5.3.4 Detekce amplikonů 

Pro detekci produktů získaných PCR reakcí byla použita elektroforéza v 1,3% agarózovém 

gelu. Rychlost migrace jednotlivých molekul v gelu byla závislá na jejich velikosti.  

Pro přípravu gelu bylo naváženo 1,3 g agarózy a rozpuštěno ve 100 ml 1x koncentrovaného 

TAE pufru (připravený ze zásobníku 50x koncentrovaného TAE pufru). Po rozpuštění 

v mikrovlnné troubě bylo přidáno 6 µl etidiumbromidu a gel byl nalit do elektroforetické 

vaničky s hřebínkem. Během tuhnutí gelu bylo ke všem vzorkům DNA přidáno 5 µl naná-

šecího pufru. Po zatuhnutí byl gel přelit 1krát ředěným TAE pufrem a do jamek byly naná-

šeny vzorky DNA v objemu 15 µl. Do první a poslední jamky byl nanášen marker (100 

bp). Napětí bylo nastaveno na 90 V a čas separace 50 minut. Po ukončení separace byl vý-

sledek elektroforézy vyhodnocen v UV světle a zdokumentován pomocí programu Gene-

Snap od SyneGene. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Bakteriociny jsou látky s baktericidním účinkem [53]. Jedná se zpravidla o vysokomoleku-

lární proteiny, kódované převážně na plazmidech [4]. Escherichia coli produkuje dva typy 

bakteriocinů, koliciny a mikrociny. Buňky mohou produkovat koliciny i mikrociny součas-

ně nebo mohou zároveň produkovat více kolicinů, což je pro danou buňku selekční výho-

dou [5]. V této práci byl pro detekci kolicinogenie u testovaných kmenů použit vpichový 

pokus. Z produkčních kmenů byla následně získána DNA metodou varu v PCR pufru a 

provedena PCR typizace. Detekce PCR produktů byla provedena elektroforézou 

v agarózovém gelu a výsledky zdokumentovány pomocí programu SynGene Ingenius. 

Nejdříve však byla provedena identifikace kmenů získaných z bažantího masa. 

6.1 Identifikace kmenů 

V této práci byl použit soubor kmenů izolovaných z bažantích kusů. Z Endova agaru byly 

izolovány laktóza pozitivní (tmavě fialové) kolonie, většinou s kovovým leskem. Pro rych-

lou identifikaci těchto kmenů byly provedeny Enterotesty 24. Výsledky byly zpracovány do 

Tabulky 8. 

Tab. 8. Výsledky identifikací bakteriálních izolátů pomocí Enterotestů 24: 

Číslo 
kmene 

Identifika ční 
skóre 

T-index Identifikovaný  taxon Kvalita identifikace 

I/1 91,95 0,878 Escherichia coli Dobrá identifikace 

I/2 52,76 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

I/3a 52,76 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

I/3b 86,3 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

I/4a 52,76 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

I/4b 72,7 0,852 Escherichia coli inactive Intermediární kmen 

I/6a   Není odlišen  

I/6b 52,76 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

II/1 52,76 0,924 Escherichia coli Druhová identifikace 

II/3 99,83 1,0 Escherichia coli Výborná identifikace 
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Z 10 zkoumaných kmenů izolovaných z bažantů, byl vyřazen pouze 1 kmen (I/6a), u které-

ho bylo prokázáno, že se nejedná o Escherichia coli. Zbylých 9 kmenů bylo dále zařazeno 

do souboru kmenů, které byly podrobeny detekci kolicinogenie.  

Výborná identifikace vyšla u kmene II/3, kde byl jako u jediného pozitivní test na ornitin, 

což je pro Escherichia coli typické (Obrázek 8). 

 

Obr. 8. Záznamový formulář pro Enterotest 24. U kmene II/3 vyšel jako u 

jediného pozitivní test na ornitin, což je pro Escherichia coli typické. 

 

U vzorků I/3a, I/4a, I/6b, I/2 a II/1 byly výsledky Enterotestů naprosto shodné. Vzorky I/4a 

a I/6b pochází ze stejného kusu (bažant z volné přírody) a vzorky I/2, a I/3a pochází taktéž 

 z jednoho kusu (bažant z chovu). U těchto vzorků (I/4a a I/6b;  I/3a a I/2) se dá spekulovat 

o tom, že se jedná o stejný kmen, kterým byly kontaminovány vzorky masa při manipulaci. 

U vzorku II/1 je tato možnost méně pravděpodobná, neboť odběry byly prováděny 

v odlišném termínu z odlišného kusu, avšak ze stejné skupiny bažantů. 

6.2 Kvalitativní stanovení produkce kolicinů vpichovým pokusem 

Pro zjištění produkce bakteriocinů byl u 46 kmenů Escherichia coli získaných z chlazené 

drůbeže a bažantů proveden vpichový pokus. Na základě vyhodnocení inhibičních účinků 

na 6 indikátorových kmenech (Obrázek 9) bylo zjištěno, že 13 kmenů ze 46 zkoumaných 

produkuje bakteriociny. Výsledky vpichového pokusu jsou zaznamenány v Tabulce 9.  
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Tab. 9. Vyhodnocení vpichového pokusu. 

Indik.kmeny  
Označení 
kmene 

Sab 40 B 1 P 400 Row S.sonnei 
17 

E.coli φ 

R 1 - - - - - - 
R 2 - - - - - - 
R 3 - - - - - - 
R 4 + + + + N N 
R 5 - - - - - - 
R 6 + - + + - - 
R 7 - - - - - - 
R 8 - - - - - - 
R 10 - - - - - - 
R 12 - - - - - - 
R 13 - - - - - - 
R 14 + + + + N N 
R 15 + + + + N N 
R 16 - - - - - - 
R 17 - - - - - - 
R 18 - - - - - - 
R 19 - - - - - - 
R 20  - - - - - - 
R 21 - - - - - - 
R 22 - - - - - - 
R 24 - - - - - - 
R 25 - - - - - - 
R 26 + + + + N N 
R 27 - - - - - - 
R 28 - - - - - - 
R 31 - - - - - - 
R 33 - - - - - - 
R 35 - - - - - - 
R 37 - - - - - - 
R 38 - - - - - - 
R 39 - - - - - - 
R 40 - - - - - - 
R 41 - - - - - - 
R 45 - - - - - - 
R 47 - - - - - - 
R 50 - - - - - - 
R 51 - - - - - - 
Ι/1 + + + + N N 
Ι/2 + + + + N N 
Ι/3a + + + + N N 
Ι/3b + + + + N N 
Ι/4a + + + + N N 
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Pokračování Tab. 9. 

Indik.kmeny  
Označení 
kmene 

Sab 40 B 1 P 400 Row S.sonnei 
17 

E.coli φ 

Ι/4b - - - - - - 
Ι/6b + + + + N N 
ΙΙ/1 + + + + N N 
ΙΙ/3 + + + + N N 
+ vytvoření inhibiční zóny 
- nevytvoření inhibiční zóny (daný kmen neprodukuje bakteriociny) 
N nebylo provedeno 

      

Obr. 9. Vpichový pokus - producenty bakteriocinů jsou kme-

ny, u kterých je viditelná kruhová inhibiční zóna okolo vpi-

chu.  

U bažantích izolátů bylo produkčních 8 kmenů z 9 a u kuřecích izolátů pouze 5 z 37 posu-

zovaných. Je s podivem, že u kmenů izolovaných z kuřat byla incidence kolicinogenie tak 

nízká ve srovnání s literaturou, kde počet produkčních kmenů přesahuje hranici 37 %.Ve 

studii Janalíkové a Šmajse [70] byla při testování izolátů z vepřového a drůbežího masa 

zjištěna 39% incidence kolicinogenie a v práci Doležalové [71] je uvedeno jako produkční 

37,5 % z 56 zkoumaných kmenů E. coli izolovaných z povrchu chlazené drůbeže.  

Vpichový pokus byl pro detekci kolicinogenních kmenů použit i ve studii Šmajse a Micen-

kové (2010). Bylo testováno 361 kmenů E. coli izolovaných od pacientů s infekcí močo-

vých cest (UTI) a 411 kontrolních kmenů izolovaných ze stolice pacientů bez bakteriální 

infekce. U kmenů UTI bylo vyhodnoceno 195 kmenů jako produkčních, to znamená 54 %, 

u kontrolních kmenů 226 produkovalo bakteriocin, to znamená 55 %. Mezi počtem kolici-

nogenních kmenů u kmenů UTI v porovnání s kmeny kontrolními nebyl shledán žádný 

statisticky významný rozdíl, což může odrážet skutečnost, že většina kmenů způsobující 

infekce močových cest pochází z lidského střeva [8].  
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Ve studii O’Brien a Chambers (1996) bylo vyšetřováno 568 izolátů E. coli způsobující 

infekce močových cest u pacientů žijících na Novém Zélandu. Jako bakteriociny produku-

jící bylo vyhodnoceno 42,6 % z testovaných kmenů [42]. 

V práci Šmardy a Obdržálka (2001) bylo v průběhu let 1993 - 1999 nashromážděno 1043 

humánních izolátů. U izolátů pocházejících ze zdravého střeva bylo nalezeno 41,37 % pro-

dukčních kmenů. U pacientů trpících salmonelou byla incidence kolicinogenie stejná jako 

u zdravých. Významný rozdíl nebyl shledán mezi uropatogenními nehemolytickými kmeny 

E. coli, kdy incidence kolicinogenie byla stejná jako u izolátů ze zdravého tračníku, avšak 

u hemolytických kmenů byl výskyt kolicinogenie nižší, a to pouze 22,37 % [72]. V rámci 

rodu Escherichia byla kromě E. coli produkce kolicinů prokázána pouze u druhu E. fer-

gusonii. Šmarda a kol. [77] izolovali 30 kmenů E. hermanii z lidských orgánů, dále 30 

kmenů E. vulneris (26 humánních a 4 z čističky vod) a 50 kmenů E. fergusonii (48 humán-

ních, 1 z vepře a 1 z čističky vod). Bakteriociny produkovala pouze E. fergusonii, kde bylo 

nalezeno 6 bakteriocinogenních kmenů. Ostatní neprodukovali ani jeden bakteriocin. 

6.3 Typizace kolicinů a mikrocinů pomocí PCR 

13 kmenů, vyhodnocených pomocí vpichového pokusu jako kolicinogenní, bylo podrobeno 

PCR typizaci k rozlišení produkujícího typu kolicinu nebo mikrocinu. U každého kmene 

bylo provedeno 14 reakcí (10 metodou duplex PCR a 4 jednoduchou PCR), celkem tedy 

bylo provedeno 182 reakcí. Nejprve byla získána bakteriální DNA metodou povaření 

v PCR pufru, která byla následně použita jako DNA templát pro PCR reakci. Jednotlivé 

komponenty reakční směsi byly míchány ve formě master mixu, čímž dochází ke zkrácení 

času pro přípravu vzorků a také k eliminaci chyb způsobených pipetováním velmi malých 

množství komponent. 

Pro amplifikaci bylo použito 24 párů primerů. Na základě optimalizace PCR převzaté od 

Janákové [69], bylo 20 párů seřazeno podle velikosti specifických PCR produktů do dvojic 

pro metodu duplex PCR, 4 zbývající byly do schématu zařazeny samostatně. Jednalo se o 

primery pro detekci kolicinu E1, E8, S4 a mikrocinu V. Tyto bakteriociny byly detekovány 

zvlášť, neboť při duplex PCR nebyly vytvořeny specifické PCR produkty.  

Reakce s primery pro detekci kolicinů Ia a Ib nebyly jednoznačné, nebylo možné s jistotou 

určit, o který kolicin se jedná, neboť geny pro tyto dva koliciny vykazují vysokou sekvenč-
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ní homologii [76]. Potvrdit, zda se jedná o kolicin Ia nebo Ib je možné sekvenací, tato však 

již nebyla součástí této práce. Také ve studii Šmajse a kol. [8] byla prokázána zkřížená 

reakce u některých sekvenčně podobných kolicinových genů, kdy pomocí Ib primerů byl 

detekován také kolicin Ia, E6 primery detekovaly koliciny E2, E3, E5, E8 a E9, E7 primery 

detekovaly i kolicin E4 a E8 primery detekovaly také kolicin E7. Produkce těchto jednotli-

vých kolicinů byla potvrzena sekvenací. 

6.4 Detekce produktů získaných PCR reakcí 

Získané amplikony byly detekovány elektroforézou v 1,3% agarózovém gelu (Obrázek 10). 

Metodou PCR bylo identifikováno 8 typů kolicinů a 2 typy mikrocinu. Výsledky jsou shr-

nuty v Tabulce 10. Všechny reakce, u kterých byla na elektroforetickém gelu vizualizovaná 

produkce bakteriocinu, byly provedeny dvakrát pro potvrzení produkce daného kolicinu či 

mikrocinu. U bakteriocinů, kde byla k dispozici pozitivní kontrola, byla tato kontrola pou-

žita. Kontrolním kmenem se rozumí typický producent daného kolicinu či mikrocinu. 

 

 

Obr. 10. Agarózový gel s PCR produkty. Vzorek I/2- zleva: jamka 

2. - ColIa (473bp), 3.- ColM (429bp), 7.- ColB (492bp), 8.- ColIb 

(464bp), 10.- mccB17 (135bp). 

U vzorků I/1, I/2, I/3a, I/3b, I/4a, I/6b, II/1, II/3 nešlo s jistotou určit, zda se jedná opravdu 

o mikrocin B17 (Obrázek 10 - jamka 10). Mohlo by se jednat také o mikrocin H47 nebo 

nespecifický produkt. Pro ověření byly provedeny kontrolní reakce společně i s kontrolním 

kmenem (Obrázek 11).  
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Obr. 11. PCR s primery pro mikrocin B17. Zleva: kontrolní kmen (135 

bp), kmeny R4, R6, R26, I/1, I/2, I/3a, I/3b, I/4a, I/6b, II/, II/3. 

U vzorků R4, R6 a R26, kde výsledek nebyl zcela patrný, byla opět provedena PCR reakce 

(společně i s kontrolním kmenem) se zvýšením annealingové teploty o 5 °C, čímž by měly 

nejasné bandy zesílit nebo naopak vymizet. Po vyhodnocení elektroforézy se prokázalo, že 

tyto 3 kmeny nemají gen pro mikrocin B17. 

Bylo zjištěno, že dva ze 13 zkoumaných kmenů produkovaly pouze jeden bakteriocin (mc-

cV). U ostatních kmenů byla zjištěna produkce minimálně dvou a více bakteriocinů, což 

představuje pro produkční kmen určitou výhodu. Kmen produkující pouze jeden typ bakte-

riocinu může usmrtit pouze senzitivní buňky. Naproti tomu pokud získá rekombinací gen 

pro jiný typ bakteriocinu a stane se tak multiproducentem, může usmrtit nejen senzitivní 

buňky, ale i buňky monoprodukčního kmene [4]. Mezi nejčastěji detekované bakteriociny 

patřily mikrociny B17 a V a koliciny B, M, Ib a Ia. U jednoho kmene byl detekován kolicin 

E1 označený ve studii Šmajse a kol. [8] za potenciální faktor virulence uropatogenních 

kmenů Escherichia coli. Dalo by se tedy předpokládat, že se jedná o potenciálně patogenní 

kmen. Ve srovnání výsledků se studiemi zabývajícími se kmeny izolovanými z potravin 

[70, 71] je výskyt mikrocinu V u izolátů z masa zřejmě častým jevem. Ve studii Janalíkové 

a Šmajse [70] bylo u izolátů z vepřového a drůbežího masa identifikováno 8 typů kolicinů 

a 3 typy mikrocinu. Mezi nejčastěji zastoupenými koliciny byly koliciny E (E1, E7, E8, E2, 

E6) a Y. V menší míře Ia, B a M. Z mikrocinů byl nejčastější právě mikrocin V. V práci 

Doležalové a kol. [71], zabývající se izoláty z povrchu chlazené drůbeže, byla potvrzena 

přítomnost 10 typů kolicinů a 4 typů mikrocinů. Nejčastěji zastoupeny byly koliciny Ia, Y a 

E1, v menší míře B a M. Z mikrocinů byl opět nejčastější mikrocin V. Ve studii Blanco a 
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kol. [79] byl shledán významný rozdíl u výskytu mikrocinu V u zdravých a nemocných 

ptáků. Ze 458 kmenů E. coli izolovaných z kuřat trpících sepsí produkovalo 101 kmenů (22 

%) mikrocin V, naproti tomu u zdravých produkovalo mikrocin V pouze 12 ze 167 kmenů 

(7 %). Dalo by se tedy naznačit, že mikrocin V se častěji vyskytuje u nemocné než u zdravé 

drůbeže.  

Gordon a O’Brien (2006) testovali na produkci bakteriocinů 266 humánních izolátů E. coli. 

Jednalo se o humánní izoláty získané ve městě Canberra a jeho okolí. Bylo indikováno 102 

produkčních kmenů (38 %). Z toho 42 % produkovalo jeden typ bakteriocinu, 41 % dva, 

16 % tři a jeden kmen produkoval 4 různé bakteriociny. Mezi nejčastěji detekovaný mikro-

cin patřil mikrocin H47. Nejčastěji detekovanými koliciny pak byly koliciny Ia, E1, M a 

méně pak E7 [4]. Šmarda a kol. [77] ve své studii testovali 50 kmenů, z nichž 48 bylo hu-

mánního původu, 1 pocházel z prasete a 1 z čističky vod. Z těchto kmenů 3 produkovaly 

kolicin E1, 2 produkovaly kolicin Ib a 1 produkoval kolicin Ia [77]. 

Při výskytu kolicinu M se současně vyskytoval i kolicin B, což bylo již dříve popsáno i ve 

studiích Gordon a O‘Brien [4] a Braun a kol. [78]. Současný výskyt kolicinů B a M byl 

potvrzen také v práci Christenson [31]. Produkce kolicinu B a M současně byla potvrzena 

u 128 ze 1304 zkoumaných kmenů E. coli. 619 izolátů bylo humánních, 685 pocházelo 

z ptáků, plazů a savců. Z těchto 128 kmenů bylo 69 % bylo pozitivních na oba koliciny, 3 

% byly pozitivní pouze na kolicin M, ale u žádného z těchto kmenů se nevyskytoval samo-

statně pouze kolicin B. 

V literatuře byl také popsán současný výskyt kolicinu Ia a mikrocinu V [4, 53]. Tyto dva 

bakteriociny jsou často kódovány na stejném plazmidu [53]. Neboť z ekonomických důvo-

dů nebylo v této práci možné provést sekvenaci pro potvrzení, zda se jedná o kolicin Ia 

nebo Ib, bylo by možné alespoň polemizovat, že u vzorků, kde byl prokázán současně mik-

rocin V a kolicin Ia, by se mohlo jednat spíše o kolicin Ia než Ib. 

Ve studii Gordona a O’Briena (2006) byly nalezeny i další pozitivní asociace, a to u mikro-

cinu M a H47. Dále byl popsán současný výskyt kolicinu E1 a M, ale pouze za předpokla-

du, že se nevyskytoval kolicin B, a kolicin E1 s Ia, pokud chybí mikrocin V [4].  
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Tab. 10. Výsledky bakteriocinotypizace. 

Označení 
kmene 

bakteriociny 

R4 R6 R14 R15 R26 I/1 I/2 I/3a I/3b I/4a I/6b II/1  II/3  

A - - - - - - - - - - - - - 

B - - - - - + + + + + + + + 

D - - - - - - - - - - - - - 

E1 - - - - - - - - + - - - - 

E2 - - - + - - - - - - - - - 

E3 - - - - - - - - - - - - - 

E4 - - - - - - - - - - - - - 

E5 - - - - - - - - - - - - - 

E6 - - - - - - - - - - - - - 

E7 - - + + - - - - - - - - - 

E8 - - + + + - - - - - - - - 

E9 - - - - - - - - - - - - - 

Ia - - - - + + + + + + + + - 

Ib - - - - + + + + + + + + - 

M - - - - - + + + + + + + + 

U - - - - - - - - - - - - - 

Y - - - - - - - - - - - - - 

Js - - - - - - - - - - - - - 

5 - - - - - - - - - - - - - 

10 - - - - - - - - - - - - - 

S4 - - - - - - - - - - - - - 

mccB17 - - - - - + + + + + + + + 

mccH47 - - - - - - - - - - - - - 

mccV + + - - + + + + - + + - - 

+ přítomnost specifických produktů 
-  nepřítomnost PCR produktů 

V porovnání s jinými studiemi, kde byly testovány humánní izoláty [4, 77] by se dalo na-

značit, že vícenásobná produkce kolicinů a mikrocinů je u drůbežích a bažantích izolátů 

zřejmě rozšířeným jevem. Kolicin E1, považovaný za potenciálně patogenní kmen, patří u 
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humánních izolátů i izolátů z potravin mezi nejčastěji detekované bakteriociny [4, 70, 71, 

77]. V této práci byl indikován pouze u jednoho z posuzovaných kmenů. Mezi nejčastěji 

detekované mikrociny patří u humánních izolátů mikrocin H47 [4], jehož přítomnost neby-

la v této práci zjištěna ani u jednoho z posuzovaných kmenů. Naproti tomu mikrocin B17, 

který byl v této práci u bažantích izolátů detekován nejčastěji, byl u humánních izolátů [4] 

nalezen pouze u 1 % produkčních kmenů (oproti 13 % pro mikrocin H47).  
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ZÁVĚR 

Escherichia coli produkuje dva typy bakteriocinů, koliciny a mikrociny. Koliciny jsou an-

timikrobiální exoproteiny produkované buňkou v průběhu růstu kultur. Jsou kódovány ex-

trachromozomálně na plazmidech. Dle typu letálního účinku jsou děleny na koliciny depo-

larizující plazmatickou membránu, s endonukleázovou aktivitou, blokující proteosyntézu a 

degradující peptidoglykan. Mikrociny jsou menší molekuly vylučované buňkou za streso-

vých podmínek, zejména při nedostatku živin. Vylučování není na rozdíl od kolicinů zále-

žitostí lyze, ale jsou z buňky aktivně exportovány. Často vznikají jako prekurzory, které 

následně podléhají posttranslačním modifikacím. Buňky mohou produkovat koliciny i mik-

rociny současně nebo mohou zároveň produkovat více kolicinů, což je pro danou buňku 

selekční výhodou.  

Cílem této práce bylo provést bakteriocinotypizaci kmenů Escherichia coli izolovaných 

z potravin. Neznámé bakteriální kmeny byly identifikovány pomocí biochemických mikro-

testů, na jejichž základě byl vyřazen pouze 1 kmen, u kterého bylo prokázáno, že se nejed-

ná o Escherichia coli.  

Pro vyhodnocení produkce bakteriocinů byl u 46 kmenů Escherichia coli izolovaných 

z drůbeže a bažantů proveden vpichový pokus. Bylo zjištěno, že ze 46 kmenů bylo 13 koli-

cinogenních. Velmi nízká incidence kolicinogenie byla kupodivu zjištěna u drůbežích izo-

látů, kde ze 37 zkoumaných kmenů pouze 5 produkovalo bakteriociny. Naproti tomu u 

bažantích izolátů vykazovalo kolicinogenii 8 kmenů z 9 posuzovaných, což mohlo být způ-

sobeno nízkým počtem testovaných kmenů. 

U produkčních kmenů byla provedena PCR typizace. Využita byla metoda duplex PCR, 

jelikož je pro detekci kolicinů a mikrocinů výhodná z hlediska časového i ekonomického, 

pouze čtyři reakce musely být provedeny samostatně. Metodou PCR bylo zjištěno, že stu-

dované izoláty produkují 8 typů kolicinů (B, M, Ia, Ib, E1, E2, E7, E8) a 2 typy mikrocinu 

(B17, V). Dva ze zkoumaných kmenů produkovaly pouze 1 bakteriocin (mccV), u ostat-

ních kmenů byla zjištěna produkce nejméně 2 či více bakteriocinů. Mezi nejčastěji deteko-

vané bakteriociny patřily mikrociny B17 a V a koliciny B, M, Ia a Ib. Při výskytu kolicinu 

M se současně vyskytoval i kolicin B, což bylo již dříve popsáno u humánních izolátů. 

Další pozitivní asociace se dají předpokládat také u kolicinu Ia a mikrocinu V. Na základě 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 52 

 

zjištěných výsledků by se dalo říci, že vícenásobná produkce kolicinů a mikrocinů je u drů-

bežích a bažantích izolátů pravděpodobně častým jevem.  
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